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RESUMO

Investigacao do potencial carcinogénico da exposicio atmosférica ao pé de cromo
trivalente em rattus norvegicus.

O cromo € um metal pesado e um contaminante ambiental bem conhecido. O cromo (III) foi
inicialmente considerado um agente relativamente ndo téxico. Por outro lado, evidéncias
sugerem que este metal pode contribuir com mutacdes e indugdo de instabilidade genética, que
por sua vez sdo fatores determinantes para os processos de carcinogénese. Dessa forma, o
presente estudo objetivou avaliar o potencial de indug¢do de instabilidade gendmica e
carcinogénese a partir da exposi¢do atmosférica ao p6 de cromo (III) em Rattus norvegicus.
Para tanto, 40 animais foram divididos em dois grupos de exposi¢do: o grupo exposto (n=20,
machos) foram expostos por 4 h ao pé de cromo (I1I) atmosférico na concentragio de 500 ug/m?
diariamente, durante um periodo total de 14 semanas; o grupo controle foi constituido de 20
animais (machos) expostos ao ar filtrado (HEPA) por igual periodo de exposi¢do. Durante o
periodo de exposicao, os animais foram avaliados quanto aos parametros toxicoldgicos gerais,
comportamentais e locomotores, bem como quanto ao desenvolvimento de lesdes perceptiveis
ou palpdveis. As andlises do perfil antioxidante (catalase, superéxido dismutase e glutationa)
foram realizadas ao final de cada semana de exposi¢do. Por fim, amostras de sangue foram
coletadas para processamento bioquimico e hematolégico, bem como fragmentos do pulmao,
figado e rim foram coletados para andlise histopatolégica. Além disso, amostras de medula
Ossea foram colhidas para avaliacdo genotoxica, perfil mutagénico e morte celular. O cromo
(II1) 500 ug/m? ndo produziu alteracdes comportamentais nos animais expostos. Por outro lado,
o cromo produziu alteragdes hitopatolégicas em figado, rins e pulmao. Também, induziu
aumento de malondialdeido e nitritos, acompanhado do aumento dos niveis de catalase e
superdxido dismutase. De forma contraria, houve redugdo proeminente dos niveis de glutationa
peroxidase e redutase sérica nos animais expostos. Neste estudo, o metal também induziu
alteracdes bioquimicas nos marcadores de funcdo hepdtica e renal, mas sem alteracdes
hematoldgicas. O cromo (III) produziu aumento do indice e frequéncia de danos ao DNA de
c€lulas da medula 6ssea dos animais, bem como ocasionou mutagenicidade e aumento da
frequéncia de apoptose e necrose. Este estudo demonstrou os efeitos oxidativos, genotéxicos,
mutagénicos e citotoxicos da exposi¢do atmosférica ao p6é de cromo (III). Estes dados
contribuirdo com informacdes sobre a instabilidade genética e carcinogenicidade relacionadas
aos compostos de cromo, que sdo relevantes para formulacdo de estratégias de prevencao de
riscos de carcinogenicidade no contexto ocupacional.

Palavras-chave: Cromo. Cancer. Saade do Trabalhador.



ABSTRACT

Investigation of the carcinogenic potential of atmospheric exposure to trivalent chrome
powder in rattus norvegicus.

Chromium is a heavy metal and a well known environmental contaminant. Chromium (III) was
initially considered a relatively non-toxic agent. On the other hand, evidence suggests that this
metal may contribute to mutations in genetic material and induction of genetic instability, which
in turn are determining factors for carcinogenesis processes. Thus, the present study aimed to
evaluate the potential for induction of genomic instability and carcinogenesis from atmospheric
exposure to chromium (III) dust in Rattus norvegicus. To this end, 40 animals were divided into
two exposure groups: the exposed group (n = 20 males) were exposed for 4 h to atmospheric
chromium (III) dust at a concentration of 500 ug/m? daily for a total period of 14 weeks; The
control group consisted of 20 animals (males) exposed to filtered air (HEPA) for an equal period
of exposure. During the exposure period, the animals were evaluated for general toxicological,
behavioral and locomotor parameters, as well as for the development of perceived or palpable
lesions. In addition, analyzes of the antioxidant profile (catalase, superoxide dismutase and
glutathione) were performed at the end of each week of exposure. Finally, blood samples were
collected for biochemical and hematological processing, as well as lung, liver and kidney
fragments were collected for histopathological analysis. In addition, bone marrow samples were
collected for genotoxic evaluation, mutagenic profile and cell death analysis. Chromium (III)
500 pg/m? produced no behavioral changes in exposed animals. On the other hand, chromium
produced hitopathological changes in the liver, kidneys and lung. Also, it induced an increase
(p<0.05) of malondialdehyde and nitrite, accompanied by an increase (p<0.05) of catalase and
superoxide dismutase levels. Conversely, there was a prominent reduction in glutathione
peroxidase and serum reductase levels in exposed animals. In this study, the metal also induced
biochemical changes in liver and renal function markers, but without hematological changes.
Also, chromium (IIT) produced an increase (p<0.05) in the index and frequency of DNA damage
to animal bone marrow cells, as well as causing (p<0.05) mutagenicity and an increase (p<0.05)
in apoptosis and necrosis frequency. This study demonstrated the oxidative, genotoxic,
mutagenic and cytotoxic effects of atmospheric exposure to chromium (III) dust. These data
will provide information on the genetic instability and carcinogenicity related to chromium
compounds, which are relevant for the formulation of occupational carcinogenesis risk
prevention strategies.

Keywords: Chromium. Cancer. Occupational risk



1 INTRODUCAO

1.1 Biologia e epidemiologia do Cancer

O cancer € uma das principais causas de morte em todo o mundo. Mais de 11 milhdes
de pessoas sdo diagnosticadas com céncer e esta taxa foi estimada para aumentar para 16
milhdes até 2020. Em 2017, quase 13% de todos os canceres diagnosticados em adultos com
20 anos ou mais eram canceres raros, definidos neste relatério como cancer com menos de 6
casos por 100.000 pessoas por ano (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017).

Um tumor é um crescimento anormal de células sem finalidade funcional e com
potencial de se espalhar para as células ou 6rgdos adjacentes ou outras partes do corpo. Nem
todos os tumores sdo cancerosos; na verdade, os tumores benignos ndo se espalham para outras
partes do corpo. Existem muitos tipos de cancer que afetam os humanos e as células cancerosas
ndo apresentam sinais ou sintomas em um estdgio inicial de desenvolvimento (WHANG:; LEI;

HAN, 2018) (Figura 1).

Figura 1: O surgimento do Céancer

Multiplicacéo Acumulo de Tumor

descontrolada de células cancerosas
células alteradas

Fonte: INCA (2019), adaptado

Os canceres podem ser considerados como um tecido anormal que sdo caracterizados
pelo crescimento de células desordenadas incapazes de formar estruturas funcionais estdveis,
que se multiplicam e invadem o organismo. Populacdes de células cancerosas, ou os seus
modelos de linhagens celulares, podem exibir muitas caracteristicas bioquimicas e bioldgicas;

algumas sd@o comuns a maioria dos tipos de cancer, e algumas sdo especificos para tipos de
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tumores distintos. O cancer leva a problemas de satde significativos e até a morte em todo o
mundo e, portanto, ¢ uma das mais terriveis aflicdes do mundo (ISLAM et al., 2015). A
formacdo do cancer requer a aquisi¢ao de uma série de alteragdes impulsionadoras principais
(muta¢des e mudangas epigenéticas nas células cancerosas) (GRAHAM; SOTTORIVA, 2017).

A incidéncia de novos casos anuais de cancer estd aumentando e € previsto que cresc¢a
rapidamente. O termo "epidemia de cancer" tem sido usado com frequéncia, ndo apenas pela
midia, mas também por periddicos académicos e pela Organizacdo Mundial da Saide. O
problema € particularmente alarmante em paises de baixa e média renda. Para alguns paises
ricos, as taxas de incidéncia estdo se estabilizando (ou diminuindo ligeiramente), porém em
niveis muito altos (LUZZATI; PARENTI; RUGHI, 2018).

Hanahan e Weinberg (2011) descreveram as capacidades adquiridas pelas células
tumorais durante a carcindgenese que sdo: sustentacdo da sinalizacdo proliferativa, evasdo dos
supressores de crescimento, fuga da destruicdo imune, permitem a imortalidade replicativa,

promovem a inflamagao, ativagdo da invasao e metdstase, induzem a angiogénese, instabilidade

gendmica e mutacao, resisténcia a morte celular (Figura 2).

Figura 2: Capacidades adquiridas pelas células tumorais.

Sustentacdo da
sinalizagdo
proliferativa Evasédo dos
Resisténcia a supressores
morte celular de

crescimento

Instabilidade Fuga da
gendmica e destruicdo
mutaco t‘ imune

VARG
ww 9 ﬁ
@.
Induzir a LG
G imortalidade
SNBIOELNESE replicativa

Ativagdo de
invasdo e
metastase

Promover a
inflamagdo

Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011)

A formacdo de uma neoplasia € um processo de vdrias etapas. Basicamente, este
processo envolve a modificacdo genética do DNA gendmico (formagdo de uma célula mutada)

seguida do crescimento seletivo da célula mutada. Este crescimento pode ser estimulado por
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um aumento na taxa de divisdo celular da célula mutada e / ou uma diminui¢do na taxa de
mortalidade (apoptose) da célula mutada. A medida que a célula mutada se divide ainda mais,
mudancgas epigenéticas e genéticas adicionais ocorrem na lesdo recém-formada (TANAKA et
al., 2013).

Os fatores carcinogénicos responsaveis pelo desenvolvimento do cancer sao
classificados como exdgenos ou endégenos. Os fatores exdgenos incluem agentes associados a
preservacdo e preparacdo de alimentos, status socioecondmico, estilo de vida, radiagdo
ionizante e nao ionizante, compostos quimicos naturais e sintéticos e xenobidticos. incluindo a
Helicobacter pylori, o virus de Epstein-Barr, papiloma virus humano, virus da hepatite B e
hepatite C e determinados parasitas, o consumo de dlcool, tabaco, ingestao de certos alimentos
contaminados com micotoxinas sdo igualmente responsdveis por causar certos tipos de
neoplasias (TANAKA; ISHIKAWA, 2013).

O cancer ocorre por uma série de mutacdes sucessivas nos genes, de modo que essas
mutacdes alteram as fungdes celulares. Os compostos quimicos tém um papel 6bvio na
formacdo de mutagdes genéticase células cancerosas. Além disso, o tabagismo envolve varios
compostos quimicos cancerigenos que levam ao cancer de pulmao (MESSINA et al., 1994;
WAGNER et al., 2006).

Curiosamente, substdncias quimicas ambientais com propriedades carcinogénicas
influenciam direta ou indiretamente o citoplasma e o nicleo das células, e levam a distdrbios
genéticos e mutacoes genéticas (DE HOLANDA MARQUES et al., 2012; MIGLIORATT et
al., 2013).

Virus, bactérias e raios de radiacdo sdo outros fatores de carcinogénese, compreendendo
cerca de 7% de todos os canceres. Em geral, o cancer perturba as relagdes celulares e resulta na
disfuncdo de genes vitais. Esse disturbio afeta o ciclo celular e leva a proliferacao anormal.

Os proto-oncogenes sao responsdveis pela divisao e crescimento celular em condigdes
normais, mas tornam-se oncogenes durante a mutacao genética, que sao 0s mais perigosos para
a existéncia celular. Além disso, a falta de genes supressores de tumor desencadeia a divisdo
celular descontrolada. Normalmente, os genes de reparo se traduzem em proteinas e enzimas
que possuem propriedades de reparo e mais de 30 tipos de proteinas de reparo detectadas
(LORIA; BARRIOS; ZANETTI, 2009).

A remocao da uracila do DNA contorna o dano ao DNA e remove as principais lesoes
do DNA induzidas pela luz ultravioleta, que sdo essencialmente as fungdes dos genes de reparo
para reparar o DNA com sucesso (LORIA; BARRIOS; ZANETTI, 2009; MOURA et al., 2014;
SENA et al., 2016)
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Os fatores carcinogénicos enddgenos incluem condi¢des e agentes que causam
disrupc¢ao do sistema imunolégico e subsequente inflamacgao, como a colite ulcerativa. Estudos
epidemioldgicos sugerem que o risco de desenvolver cincer varia entre diferentes grupos
populacionais e essas diferengas estdo associados a diferengas genéticas e a fatores e hdbitos
relacionados ao estilo de vida. De fato, a migracao de certas populagdes para novas regides com
diferentes estilos de vida pode resultar no desenvolvimento de novos tipos de cancer ndo
prevalentes naquele grupo (OHSHIMA; TATEMICHI; SAWA, 2003; TIMOFTE, 2017).

Para o Brasil, a estimativa para cada ano do tri€énio 2020-2022 aponta que ocorrerdao 625
mil casos novos de cancer (450 mil, excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma). O
cancer de pele ndo melanoma serd o mais incidente (177 mil), seguido pelos canceres de mama
e prostata (66 mil cada), c6lon e reto (41 mil), pulmao (30 mil) e estdmago (21 mil) (INCA,
2020).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (2020) € estimado para o Brasil no triénio
2020-2022, os tipos de cancer mais frequentes em homens, a excecdo do cancer de pele nao
melanoma, serdo prostata (29,2%), colon e reto (9,1%), pulmao (7,9%), estdmago (5,9%) e
cavidade oral (5,0%). Nas mulheres, exceto o cancer de pele ndo melanoma, os canceres de
mama (29,7%), c6lon e reto (9,2%), colo do tutero (7,4%), pulmao (5,6%) e tireoide (5,4%)
figurardo entre os principais. O cancer de pele ndo melanoma representard 27,1% de todos os

casos de cancer em homens e 29,5% em mulheres (Figura 3).

Figura 3: Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para

2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma*

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Colon e reto 20.520 9,1% Colon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, brénguio e pulméo 17.760 7.9% Colo do ttero 16.590 7.4%
Estomago 13.360 9,9% Traqueia,brénguio e pulméo 12.440 2,6%
Cavidade oral 11.180 9,0% Glandula tireoide 11.950 9,4%
Esdfago 8.690 3,9% Estémago 7.870 3,9%
Bexiga 7.390 3.4% Ovério 6.650 3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.380 2.9% Corpo do ttero 6.940 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma ndo Hodgkin 5.430 2,.4%
Leucemias 2.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nimeros arredondados para miltiplos de 10.

Fonte: INCA, 2020.

Todos os registros de cancer mostram diferencas marcantes na incidéncia como, por

exemplo, a idade e tecidos (LOPEZ—LAZARO, 2018). Ao mesmo tempo, ja € bem conhecido
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que essa € uma patologia relacionada a idade que se desenvolve no limite da proliferacao da

senescéncia celular (ERENPREISA; CRAGG, 2007).

1.2 Parametros bioquimicos

As dosagens bioquimicas se preocupam com os efeitos das drogas nas vias bioquimicas
subjacentes aos processos farmacocinéticos e farmacodindmicos e aos processos terapéuticos e
toxicologicos subsequentes (HARIKRISHNAN; RANI; BALASUNDARAM, 2003; REID et
al., 2004; AL-BULUSHI; SHAWAF; AL-HASANI, 2017).

Substancias de pequenas moléculas e toxicos comumente interagem com mais de uma
unica proteina alvo, cada uma das quais pode ter efeitos tnicos no fendtipo celular. Embora a
metabolomica ndo direcionada seja frequentemente aplicada para entender o modo de acao
desses produtos quimicos, as comparacdes simples de pares de amostras tratadas e ndo tratadas
sdo insuficientes para resolver os efeitos da interrupcdo de dois ou mais alvos protéicos
independentes (PRAKASH; DHINGRA; PRIYA, 2012). Dessa forma o fluxo de trabalho para
metabolomica de dose-resposta para avaliar produtos quimicos que potencialmente afetam
vdrias proteinas com diferentes poténcias (YILMAZ et al., 2012; AL-BULUSHI; SHAWAF,;
AL-HASANI, 2017).

Parametros hematoldgicos, incluindo contagens de glébulos vermelhos e brancos e
concentracdo de hemoglobina, sdo indicadores clinicos amplamente usados de saude e doenca.
Essas caracteristicas sdo rigidamente reguladas em individuos sauddveis e estdo sob controle
genético. Mutacdes em genes-chave que afetam parametros hematoldgicos t€ém consequéncias
fenotipicas importantes, incluindo multiplas variantes que afetam a suscetibilidade a doenga
maldrica. No entanto, a maioria das variagdes nas caracteristicas hematoldgicas € continua e é
presumivelmente influenciada por vérios loci e variantes com pequenos efeitos fenotipicos
(AL-BULUSHI; SHAWAF; AL-HASANI, 2017; WOO et al., 2018)

Parametros hematolégicos como contagens de glébulos vermelhos (RBC) e leucécitos
(WBC) e concentragdo de hemoglobina (Hb) sdo caracteristicas rigidamente reguladas com alta
relevancia clinica. Valores fora dos intervalos normais sdo diagnésticos para distirbios,
incluindo cancer, doencas imunoldgicas e doencas cardiovasculares. Em humanos, os
parametros hematolégicos tém herdabilidades> 50% (HARIKRISHNAN; RANI;
BALASUNDARAM, 2003; ANDELKOVIC et al., 2015).
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1.3 Envolvimento dos metais no processo de carcinogénese

A carcinogénese induzida por metais causada por exposi¢do ambiental e/ou ocupacional
a metais pesados estd rapidamente se tornando um problema de satde global devido ao seu uso
crescente em aplicagdes industriais, agricolas e farmacéuticas (ZHU; COSTA, 2020). Ao
contrdrio dos contaminantes orginicos, os metais ndo podem ser decompostos por
microorganismos e tendem a bioacumular em organismos vivos; esta exposi¢ao cronica, por
sua vez, foi associada a vdrias doencas malignas em humanos (YANG, 2011; CHEN;
DESMARAIS; COSTA, 2019)

O processo de carcinogénese tem sido classicamente descrito em quatro estdgios:
iniciacdo, promocao, progressao e metastase (GRZYBOWSKA-SZATKOWSKA, SLASKA,
2012). A iniciagdo caracteriza-se como o resultado da genotoxicidade que levard ao acimulo
de mutacdes no DNA. A iniciacdo do cancer pelos metais envolve com mais frequéncia a
producdo de radicais livres que podem potencialmente lesionar o DNA. Este processo pode
ocorrer por multiplos mecanismos, como o ciclo redox, o metabolismo e a indu¢do de genes
que produzem espécies reativas (HARRIS; SHI, 2003; ARITA; COSTA, 2009; VALKO et al.,
2016). Os produtos de danos oxidativos no DNA sdo frequentemente lesdes de base tinica, mais
notavelmente as modificagdes do tipo 7,8-di-hidro-8-Oxo0-2'-desoxiguanosina. De todos os
metais, os sais de cromato produzem a maior resposta genotoxica no menor periodo de tempo
(KIM et al., 2018).

Os sais de cromo também exibem capacidade de formar crosslinks entre DNA e
proteinas. O ferro, similarmente, € altamente reativo e prontamente capaz de doar ou aceitar
elétrons a partir de uma variedade de fontes. E, no entanto, altamente regulado, de tal modo que
€ improvavel que ocorram efeitos genotdxicos ou formacdo de adutos, excetuando-se em
circunstancias onde ha sobrecarga do metal (POURAHMAD et al., 2003; JOMOVA; VALKO,
2011).

A iniciacdo do cancer, por outro lado, ndo € apenas o resultado de mutacdes pontuais.
Pode também ser causada por rupturas da cadeia de DNA, que podem resultar em rearranjos
cromossdmicos, ou através de alteracdes na reparagdo do DNA que reduzem a capacidade de
reparar lesdes nao associadas com o metal. Mudancas no controle transcricional de genes
especificos, dependente de metais, também podem desempenhar importante papel na
carcinogénese (SALNIKOW; ZHITKOVICH, 2008; SI; LANG, 2018).

A expressao de genes alterada, por meio da indugao de cascatas de sinais especificos é

mais frequentemente associada a promocao do cancer (SEVER; BRUGGE, 2015). Os sais de
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metal podem alterar a regulacdo de genes a partir de varios mecanismos, no entanto, mais
frequentemente pela ativacdo de fatores de transcricio ou por mudancas nos padrdes de
metilacdo génica. De modo semelhante, cascatas de sinais podem ser modificadas pela interagdo
de metais com qualquer um dos passos na via, muitas vezes através da ligacdo direta a
receptores ou proteinas intermedidrias (BEYERSMANN, 1994; ADAMS et al., 2002).

A progressao tumoral é semelhante ao ponto em que ha predominio de aberracdes em
mecanismos de controle celular, sendo caracterizada por alteracdes no fenétipo celular e nos
processos metabolicos (QUAIL; JOYCE, 2013). Os metais tém fortes efeitos nas células,
particularmente no que se refere ao estado redox. Tanto o cromo como o arsénico tém
demonstrado alterar o potencial redox em células de mamifero in vitro (KOEDRITH et al.,
2013; KIM; KIM; SEO, 2015). Alteracdes desta natureza podem propiciar maior
competitividade destes tipos de células em comparacdo com as suas contrapartes nao
neoplésicas, com maior potencial de crescimento (CHERVONA; ARITA; COSTA, 2012).

A fase final da tumorigénese maligna envolve a migracdo de células cancerosas para
outras regides do corpo. Este processo normalmente objetiva a formacao de sitios secundarios
de colonizacdo por células que apresentam cascatas de sinalizacdo celular alteradas,
caracteristicas fenotipicas indiferenciadas e capacidade proliferativa (QUAIL; JOYCE, 2013;
KIM; BAE, 2016). O cddmio, aparentemente, € o Unico que demonstrou afetar a matriz
extracelular de células, interferindo nas caderinas, moléculas responsiveis pela adesdo,
impedindo a sua formacgdo e subsequentemente permitindo que as células se desloquem para
outras regioes (TOKAR; BENBRAHIM-TALLAA; WAALKES, 2011).

Em células transformadas por metal, a expressdo persistente de p62 (uma molécula
crucial em uma miriade de fun¢des celulares e em eventos moleculares, que incluem estresse
oxidativo, inflamacdo, apoptose, proliferacdo celular, reprogramacio metabdlica, que modulam
a sobrevivéncia celular e o crescimento tumoral) e fator 2 relacionado ao eritréide 2 (Nrf2)
resulta em resisténcia a apoptose, angiogénese, microambiente inflamatdrio e reprogramacgao
metabolica, contribuindo para o mecanismo geral de carcinogénese de metal. A autofagia, um
processo intracelular conservado, mantém a homeostase celular ao facilitar a renovacdo de
agregados de proteinas, detritos celulares e organelas danificadas (ZHANG; COSTA, 2021).

Uma caracteristica comum desses carcindgenos metdlicos como o cromo, arsénio,
cadmio e niquel hexavalente é que todos eles sdo capazes de causar vdrias desregulacdes
epigenéticas, que se acredita desempenhar papéis importantes em sua carcinogenicidade. No
entanto, como a desregulacdo epigenética causada pelo carcinogénio metélico contribui para a

carcinogénese metdlica permanece amplamente desconhecido (WHANG; YANG, 2019).
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Cabe ressaltar que as informagdes toxicoldgicas sofrem revisdes periddicas. Dentre os
dados existentes sobre os metais pesados, o cromo (III) carece de novas investigacdes,
principalmente no contexto carcinogénico. Isso se deve a existéncia de fortes evidéncias
epidemioldgicas que pdem em ddvida sua seguranca, principalmente, em ambientes de

trabalho. A seguir, maiores informacdes serdo consideradas sobre este metal.

1.4 Caracteristicas do Cromo

O cromo ¢ um metal pesado importante do ponto de vista ambiental e é comumente
utilizado em vdrias industrias, incluindo curtumes, téxteis, chapeamento de cromo, produgdo
de aco e refratarios (LEBEDEV; GAVRISH; GUBAYDULLINA, 2019). Os riscos devidos a
contaminacdo ambiental por cromo dependem criticamente do seu estado de oxidagdo e
solubilidade (AHILA ANGELIN; STEVEN JONES; SAM MANOHAR, 2015). O cromo exibe
vérios estados de oxidagdo, variando de 0 a +6, o que determina sua reatividade quimica e,
portanto, seu significado ambiental e biologico. Conforme mencionado anteriormente, 0s
estados de oxidagdo mais comuns para o cromo sdo +3 e +6 ou equivalentemente cromo
trivalente [cromo (III)] e hexavalente [cromo (VI)] (LAL SINGH, 2019).

O cromo (III) é a forma mais estavel do elemento devido a sua forte tendéncia a formar
complexos hexacoordenados cineticamente inertes em dgua, amonia, dcidos organicos, sulfato,
haletos e ureia, serve como nutriente essencial em plantas e exibe um nimero significativo de
beneficios para a saide humana e animal (QIANG et al., 2016). O cromo (VI), por outro lado,
¢ dcido e € o estado do cromo mais importante do ponto de vista ambiental. Nesta forma, o
cromo ¢ altamente solivel em 4gua e, portanto, mével, enquanto que a forma de cromo (I1I)
reduzida € quase insoluvel em agua e, portanto, imével (KAYA et al., 2016).

Pesquisas anteriores demonstraram que o cromo (VI) € estdvel em ambiente oxidante
com pH acima de 6,0 (KAYA e al., 2016). Em condi¢des de pH 3 a 6, os compostos de cromo
(VD) tendem a reduzir para formas mais termodinamicamente estdveis, como o cromo (OH)3
(ZHANG et al., 2019). Todos os compostos de cromo (VI) sdo agentes oxidantes fortes,
corrosivos e considerados toxicos e potencialmente cancerigenos (DAS; MISHRA, 2008). A
ingestdo de grandes quantidades de cromo (VI) pode causar danos nos rins e no figado e o
contato com a pele pode desenvolver ulceracoes.

Das varias fontes de cromo no ambiente, as indudstrias de curtimentos t€m lugar de
destaque. Um dos principais problemas emergentes da indudstria de curtimento € a eliminacao

de lamas contaminadas com o cromo (MWINYIHIJA et al., 2006; MWINYIHIJA, 2010). Os
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residuos de curtumes contém uma mistura complexa de poluentes organicos e inorganicos
resultantes de operacdes como a limpeza, o esmagamento, a divisao, o curtimento e o polimento
dos residuos animais (MWINYIHIJA et al., 2005; MWINYIHIJA et al., 2006).

Os compostos de cromo sdo ubiquos entre os poluentes inorganicos como resultado de
sua utilizacdo como agentes curtidores, sob a forma de Cr2 (SO4); e a falta de uma estratégia
adequada de tratamento de 4guas residuais (REDA, 2015). A partir do cromo total utilizado no
processo de curtimento, apenas 60 a 70% sao utilizados e o restante, 30 a 40%, sao liberados
para o ambiente no efluente do curtume (CASSANO et al., 2007). Este uso ineficiente de cromo
resulta em dguas residuais contendo até 1500-3000 ppm e 500-1000 ppm de cromo por meio
das técnicas de curtimento convencional e de alta exaustdo, respectivamente.

Estdo disponiveis novas técnicas para melhorar a reciclagem do cromo, a fim de que se
reduza os impactos para o ambiente, mas estas tecnologias estdo limitadas aos paises
desenvolvidos, considerando o elevado custo operacional e algumas delas demandarem uma
grande gestdo (SUNDAR; RAO; MURALIDHARAN, 2002). Embora o cromo (III) seja a
forma mais esperada nos efluentes do curtume, pode ocorrer um aumento na forma hexavalente
como resultado das reagcdes redox que ocorrem na lama, por exemplo, na dgua por meio de
oxidos de manganés e em solos por meio de ligantes moéveis, tais como &cido citrico, acido
dietileno triamina pentaacético (DTPA) e oxidacdio mediada pelo 4cido filvico
(STEPNIEWSKA; BUCIOR; BENNICELLI, 2004).

A quantidade de cromo em determinado momento depende da intensidade dos processos
industriais, da proximidade das fontes, da quantidade de cromo liberada e de fatores
meteoroldgicos (NAUMOVA; MOROZOVA; BORISOV, 2019). O cromo, a partir de fontes
que liberem o elemento em particulas relativamente grandes (didmetro variando de 0,2-50 mm),
€ depositado localmente e pode migrar por meio de fatores ambientais individuais e particulares.
A distancia percorrida por um metal depositado no ambiente depende de fatores
meteoroldgicos, topografia e vegetacdo, por exemplo (ZHANG et al., 2019).

O transporte dentro dos sistemas terrestres e na dgua é diretamente afetado pela
especiacdo quimica: formas quimicas de cromo e sua afinidade para transformacgdes redox
quimicas e fotoquimicas, precipitagdo/dissolu¢do e processos de adsorcdo/dessor¢do, por
exemplo, ocorrendo em etapas individuais do ciclo biogeoquimico do cromo (ARCARO et al.,
2019). Conversao redox do cromo (III) para cromo (VI) pode aumentar o deslocamento do
cromo (VI) no solo para os sistemas aqudticos (HOMA; HAILE; WASHE, 2016).

Nos seres humanos e animais, o cromo (III) é considerado um nutriente essencial que

desempenha importante papel no metabolismo da glicose, gordura e proteinas por potencializar
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a acdo da insulina (KE; COSTA, 2007). A forma biologicamente ativa de cromo, denominada
cromodulina, ¢ um complexo de oligopeptideo contendo quatro ions de cromo. Os seres
humanos e os animais sdo capazes de converter compostos inorganicos de cromo (III) inativos
para formas fisiologicamente ativas. Apesar do cromo (III) ter sido reportado como um
nutriente essencial, a exposi¢cdo a niveis elevados por inalacdo, ingestdo ou contato com a pele
podem causar alguns efeitos adversos para a satide humana (ATSDR, 2012).

A toxicidade do cromo (III) € menor do que a forma hexavalente , considerando sua alta
solubilidade em 4gua e potente efeito oxidativo (SEDMAN et al., 2006). Diferentes estudos
focaram na carcinogenicidade do cromo hexavalente (HOLMES; WISE; WISE, 2008;
NICKENS; PATIERNO; CERYAK, 2010), muito embora os mecanismos relacionados a
inducdo de cancer por este composto ndo estejam completamente esclarecidos (DE FLORA et
al., 2008), evidéncias sugerem que efeitos toxicogenéticos e oxidativos estejam envolvidos.

Comparado a forma hexavalente, as influéncias celulares do cromo trivalente ndo sio
muito significantes, em partes, devido a sua maior estabilidade. Além disso, no ambiente
extracelular, o cromo (III) tem maior dificuldade em atravessar membranas celulares
comparado ao cromo (IV), embora este ultimo, ao ser reduzido a forma trivalente, produz
elevada quantidade de espécies reativas de oxigénio, resultando em peroxidagdo lipidica e
danos oxidativos ao material genético (SALNIKOW; ZHITKOVICH, 2008; YAO et al., 2008).

As exposicdes por longos periodos e em baixas concentragdes ao cromo (III), sdo de
reconhecimento clinico bem mais dificil, principalmente quando ha exposi¢do a multiplos
compostos, situacdo bastante comum em exposi¢do ocupacional. H4, neste caso, maior
dificuldade para o reconhecimento de uma associacdo causa/efeito. Alguns efeitos foram
relatados decorrentes da exposicdo ao cromo, como indug¢do de apoptose por processos
oxidativos em culturas celulares e formacdo de adutos de cromo ao DNA (QUIEVRYN et al.,
2003; REYNOLDS et al., 2009; THOMPSON et al., 2013).

Nesta perspectiva, estudos de susceptibilidade a carcinogénese sdo essenciais para
caracterizar os riscos da exposi¢do ao metal. Além disso, agentes quimicos com resultados
positivos em testes padroes de genotoxicidade geralmente demonstram mecanismos
relacionados a inducdo de danos ao DNA, por efeitos clastogénicos/aneugénicos, os quais sao
indicativos de riscos para processos neoplasicos (LUZHNA; KATHIRIA; KOVALCHUK,
2013; NIKITAKI et al., 2015; WOOQOD et al., 2015).



19

1.4.1 A instabilidade do genoma induzida pelo cromo

A instabilidade do genoma € uma caracteristica chave de boa parte das formas de cancer
(PRATYUSH KUMAR; BIDYUT PRAVA; DASH, PATITAPABAN, 2017). Na maioria das
neoplasias, a integridade da estrutura e nimero cromossOmico estdo comprometidos. A
instabilidade genOmica refere-se a uma grande variedade de alteragdes genéticas;
Anormalidades cromossOmicas numéricas e estruturais sdo geralmente referidas como
instabilidade cromossOmica e eventos que causam erros durante replicacido ou reparo de DNA,
ocasionando a instabilidade de microsatélites (WISE, 2018). A induc¢do da instabilidade do
genoma resulta de defeitos nos mecanismos de vigilancia de danos ao DNA, pontos de controle
mitdticos e mdquinas de reparo de DNA. O acumulo de alteracdes genéticas acaba levando as
células a transformacdo maligna (CARDOSO et al., 2021).

Os elementos traco alcangcaram grande importancia na prevengdo do cancer e acredita-
se que tém um papel significativo na manutencio do genoma (CHAPPELL; WIKOFF;
THOMPSON, 2021). Estes elementos, necessarios diariamente, podem ter grandes impactos
sobre o genoma quando presente em excesso ou quando deficiente (WISE, 2018). O excesso de
ions metélicos podem causar estresse oxidativo e contribuir para a elevacao da quantidade de
radicais livres; no entanto, muitos deles sdo necessarios em fungdes fisioldgicas e estabilidade
do ambiente celular, incluindo a detoxificacdo de radicais. Assim, para a maioria dos metais, é
importante estabelecer um equilibrio para a manutencdo da estabilidade celular e gendmica
(BAKSHI; PANIGRAHI, 2018).

O cromo tem sido motivo de preocupacdo, dada a sua carcinogenicidade e sua
ocorréncia comum (BAKSHI; PANIGRAHI, 2018). A bioquimica completa do cromo é muito
complexa e contribui para a sua reatividade e disponibilidade em sistemas biologicos. Nesses
sistemas, cromo (V1) € encontrado como o anion, cromato, que é semelhante ao sulfato e fosfato
e é facilmente transportado através da membrana celular (BROWNING; SPEER; WISE, 2017).
Alternativamente, o cromo (III) forma grandes moléculas volumosas, tais como complexos
ternarios com aminodcidos e proteinas em sistemas bioldgicos que sdo mal absorvidos pelas
células (BAKSHI; PANIGRAHI, 2018). Por outro lado, Cr (VI) tem efeitos cancerigenos e
mutagénicos em humanos . Efeitos agudos graves, incluindo distirbios gastrointestinais, didtese
hemorrégica e convulsdes podem ocorrer quando da ingestdo de 1-5 g de cromato (YANG;
CHEN, 2008).

O cromo (VI) é considerado a forma mais potente de cromo no que diz respeito a

toxicidade e carcinogenicidade (HOLMES; WISE; WISE, 2008). Entretanto, o cromo (VI) ndo
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interage diretamente com o DNA, mas € a redu¢do intracelular de cromo (VI) a cromo (III) que
poderd causar os eventos prejudiciais ao DNA, que levam a transformacdo neoplésica das
células e, finalmente, ao cincer (HU et al., 2021).

A bioquimica bésica do cromo (III) j4 estd bem definida. Estudos em diferentes sistemas
caracterizaram o papel do cromo (III) em se ligar ao DNA levando a uma diminui¢do da
processividade das DNA polimerases e aumento de erros na replicacdo, o que podem elevar a
frequéncia de mutagdes (WAKEEL; XU; GAN, 2020). Uma revisao dos efeitos do cromo (III)
demonstra resultados positivos para uma variedade de eventos genotdxicos, incluindo
mutagenicidade (DESMARIAS, 2019).

Embora o cromo (III) tenha capacidade de reagir com o DNA, a sua absorc¢ao através da
membrana celular é fraca, e assim, estudos em culturas celulares sao dificeis. A maioria dos
experimentos in vitro sdo conduzidas com sais inorginicos menos ativos, que sdo mal
absorvidos e requerem concentragdes de tratamento nao relevantes. Além disso, os estudos in
vivo com o cromo (III) sdo amplamente negativos quanto a genotoxicidade (BROWNING;
SPEER; WISE, 2017).

Estudos sobre tumores de pulmao humano resultantes de exposi¢ao cronica ao Cr (VI)
mostraram que menos mutagdes sdo encontradas em canceres de pulmao de pacientes que foram
expostos ao Cr (VI) do que aqueles que ndo o foram. Em vez disso, mudangas epigenéticas,
como niveis aumentados de metilacio do DNA nas regides promotoras de varios genes
supressores de tumor, foram identificadas em tumores de pulmao de trabalhadores expostos ao
cromato (TAKAHASHI et al., 2005). Estudos de laboratério em modelos de cultura de células
forneceram evidéncias adicionais mostrando que a exposi¢do ao Cr (VI) é capaz de causar
desregulacdes epigenéticas, conforme evidenciado pelo aumento da metilacdo do DNA,
alteracdo dos padroes de modificag@o pos-tradugdo da histona (WANG et al., 2018) e alteragdo
da expressdao de miRNAs (HUMPHRIES; WANG; YANG, 2016).

Estudos com trabalhadores de curtumes em exposicao prolongada ao cromo inorganico
demonstraram evidéncias de efeitos genotdxicos, incluindo aberragdes cromossdmicas,
formacgdo de micronucleos e quebras das fitas de DNA (MEDEIROS et al., 2003; MEIBIANA
et al., 2008; AMARAL et al.,, 2015). Além disso, Mancuso (1997) evidenciou que os
trabalhadores expostos ao cromo (I1I) inorganico tém elevado risco de desenvolver cancer. Este
estudo sugere que a exposicao a longo prazo seja fundamental para a genotoxicidade induzida
por cromo (III).

Outra evidéncia chama atencdo para os efeitos a longo prazo de concentracdes

fisiologicamente relevantes de cromo (III) em pacientes com implantes de cromo-cobalto
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(DESMARIAS, 2019). Neste estudo, os fibroblastos foram tratadas com niveis de cromo
equivalentes aos mensurados em pacientes com implantes funcionais e avaliadas quanto a
estabilidade cromossdmica. As células tratadas com cromo (III) apresentaram elevada
instabilidade cromossdmica numérica e estrutural. A instabilidade cromossomica foi proposta
como mecanismo para a carcinogénese induzida pelo metal (WISE; WISE, 2010; HOLMES;
WISE, 2010).

O cromo é amplamente investigado quanto aos seus efeitos deletérios ao DNA,
principalmente na forma hexavalente. No entanto, o padrao de deposi¢do de cromo (III) no trato
respiratdrio, assim como seu provavel efeito carcinogénico nao estd esclarecido. Além do mais,
deve-se considerar que esse metal € um importante fator de risco para a satde dos trabalhadores
de curtumes ocupacionalmente expostos, principalmente a forma orgéanica de cromo (III) ou na
forma ligada a proteina (p6 de couro). A exposi¢cdo ocupacional ao cromo (III) aumenta o risco
de dermatite, dlceras e perfuracdo do septo nasal e doengas respiratdrias, bem como o aumento
dos canceres pulmonares e nasais (DESMARIAS, 2019)

O cromo (III) € considerado um potencial agente genotoxico (LANGARD, 1990) em
estudos in vitro e in vivo por interferéncia no emparelhamento de pares de bases do DNA
(FANG et al., 2014), bem como induzir danos ao DNA de fibroblastos humanos (WAKEEL;
XU; GAN, 2020). Por outro lado, outras evidéncias apontam auséncia de toxicidade ou
genotoxicidade (DESMARIAS, 2019; ). A extensa literatura sobre os efeitos genotéxicos dos
compostos de cromo (III) adicionam muitos exemplos de informagdes conflitantes, com dados
negativos e positivos frequentemente relatados em sistemas teste similares. Além disso, ndo ha
estudos relatando o potencial carcinogénico da exposicdo atmosférica ao cromo (III), como
estratégia de prevencdo de riscos ocupacionais. Assim, a presente tese teve como objetivo
investigar o risco de instabilidade genética e carcinogenicidade decorrente da exposi¢dao

atmosférica ao p6 de cromo (III) em Rattus norvegicus.

1.5 Papel das espécies reativas de oxigénio (ERO7s) e estresse oxidativo

Um radical livre € uma molécula ou elemento com um elétron desemparelhado que é
extremamente reativo na tentativa de atingir um estado eletronicamente estdvel. Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs) s@o derivados de radicais livres de moléculas contendo oxigénio

(Figura 4) (WAGNER; CHENG; KO, 2018) .
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Figura 4: Formacao de radicais Livres
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O estresse oxidativo descreve quando um sistema apresenta um desequilibrio entre as
reacoes de oxidagdo e reducdo, levando a geracdo de oxidantes ou moléculas em excesso que
aceitam um elétron de outro reagente. Radicais livres participam da sinalizacdo celular como
mediadores e reguladores da funcdo vascular (DHARMARAIJA, 2017; TABISH; ZHANG;
WINYARD, 2018).

Sendo conhecido como um estado em que hda um desequilibrio entre os sistemas de
defesa oxidante e antioxidante, o estresse oxidativo geralmente ocorre como consequéncia da
producdo elevada de espécies reativas de oxigénio , ou quando o sistema de defesa antioxidante
enzimdtico ou nao enzimdtico (catalase, superdxido dismutase, glutationa peroxidase,
glutationa redutase e vitaminas) € ineficiente, ou uma combina¢do de ambos (MORIS et al.,
2018), cujo impacto/lesdo depende do tipo de oxidante, intensidade de producgdo e capacidade
de acdo de agentes antioxidantes e sistemas de reparo, estando diretamente relacionado a
diversas patologias como disfun¢des enddcrinas, inflamacgao cronica, doencas cardiovasculares,
disfun¢gdes imunes, doengas cronicas, cancer e até mesmo a doengas neurodegenerativas
(SMITH et al., 2013; RAHAL et al., 2014; LEE et al., 2017).

Nesse contexto espécies reativas de oxigénio incluem radicais livres, como anion

superédxido, radicais lipidicos, radical hidroxila, 6xido nitrico e ndo radicais livres, como
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peréxido de hidrogénio, dcido hipocloroso e peroxinitrito, que possuem efeitos oxidantes e
contribuem para o estresse oxidativo.

A geracdo de espécies reativas de oxigénio € considerada um evento primdrio sob uma
variedade de condi¢des de estresse. As consequéncias da formag¢do de EROs dependem da
intensidade do estresse e das condi¢des fisico-quimicas da célula (isto é, estado antioxidante,
estado redox e pH) (KIRTONIA; SETHI; GARG, 2020). E geralmente aceito que o oxigénio
ativo produzido sob estresse é um fator prejudicial, que causa peroxidacdo gradual das
estruturas lipidicas, inativa¢do da enzima antioxidante e dano oxidativo ao DNA. No entanto,
durante os ultimos anos, evidéncias t€ém se acumulado sobre a participacdo de EROs e seus
produtos oxigenados em uma cascata de transducdo de sinal (SURJADINATA; JACOBO-
VELAZQUEZ; CISNEROS-ZEVALLOS, 2021).

Baixas quantidades de EROs sdo importantes para funcdes neuroldgicas normais,
entretanto, quando hd excesso de EROs e limitacdo da resposta antioxidante, hd oxidacdo
extensa de proteinas e peroxidacdo lipidica, promovendo formacdo de placas senis e
emaranhados neurofibrilares, degeneracdo celular e, consequente, declinio funcional. A
deplecdo de fosfolipidios de membrana, como resultado do aumento da peroxidacao lipidica e
atividade diminuida de enzimas antioxidantes, € a principal causa de doencas
neurodegenerativas (SALIM, 2011; PISOCHI; POP, 2015; SALIM, 2016).

No DNA, lesdes oxidativas podem ocasionar mutagdes e contribuir para a iniciagcdo e
progressio da carcinogénese em virios estigios (SURJADINATA; JACOBO-VELAZQUEZ;
CISNEROS-ZEVALLOQOS, 2021; CHOI, 2021). O estresse oxidativo pode causar danos
cumulativos no DNA, de forma direta ou indireta, através da peroxidagdo de lipidios. Além
disso, também pode comprometer a resposta antioxidante e os mecanismos de reparo no DNA
(KIRTONIA; SETHI; GARG, 2020). Em niveis elevados ou superiores as quantidades de
antioxidantes, as especies reativas de oxigénio podem promover danos a diversas moléculas,
dentre as quais o DNA, proteinas, carboidratos e lipidios, desencadeando altera¢des nas fungdes
celulares normais (CHOI, 2021). O estresse oxidativo pode causar danos cumulativos no DNA,
de forma direta ou indireta, através da peroxidacao de lipidios. Além disso, também pode
comprometer a resposta antioxidante e os mecanismos de reparo no DNA (KIRTONIA; SETHI;
GARG, 2020).

O estresse oxidativo, independentemente da causa primdria, pode resultar no inicio de
uma série de processos fisiopatologicos que levam a lesdo celular e toxicidade. Biomarcadores

de estresse oxidativo sdo extremamente uteis na avaliacdo da citotoxicidade. Entre eles, a
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oxidacdo intracelular € um dos biomarcadores mais bem caracterizados e explorados usados
para detectar o estresse oxidativo (CHOI, 2021).

Processos, como fosforilagdo de proteinas, ativacdo de varios fatores de transcrig¢ao,
apoptose, imunidade e diferenciacdo, sdo todos dependentes de uma producdo adequada de
EROs e da presenca dentro das células que precisam ser mantidas em um nivel baixo, entretanto
quando sua producdo aumenta, eles comecam a mostrar efeitos prejudiciais em estruturas
celulares importantes, como proteinas, lipidios e dcidos nucléicos. Um grande conjunto de
evidéncias mostra que o estresse oxidativo pode ser responsdvel, com diferentes graus de
importancia, no aparecimento e/ou progressao de vérias doencas (ou seja, cancer, diabetes,
distirbios metabdlicos, aterosclerose e doencas cardiovasculares) (PIZZINO et al., 2017;
LIGUORI et al., 2018; SINGH et al., 2019).

Os EROs sdo produzidas principalmente pelas mitocOndrias, tanto em condi¢des
fisiolégicas quanto patoldgicas, ou seja, O 2 *~ pode ser formado pela respiracdo celular, pelas
lipoxigenases (LOX) e pelas ciclooxigenases (COX) durante o metabolismo do dacido
araquidonico e por células endoteliais e inflamatdrias e apesar do fato de que essas organelas
tém uma capacidade intrinseca de eliminacdo de EROs € importante notar que isso ndo €
suficiente para atender a necessidade celular de eliminar a quantidade produzida pela
mitocondria (SINGH et al., 2019).

Os radicais livres sdo gerados a partir de fontes enddgenas e exdgenas, sendo a ativacao
de células imunoldgicas, inflamacao, isquemia, infeccao, cancer, exercicios excessivos, estresse
mental e envelhecimento responsdveis pela producdo de radicais livres endégenos. Entretanto
as fontes exdgenas ocorrem como resultado da exposicdo a poluentes ambientais, metais
pesados (Cd, Hg, Pb, Cr, Fe e As), certas drogas (ciclosporina, tacrolimus, gentamicina e
bleomicina), solventes quimicos, cozimento (carne defumada, 6leo usado e gordura), fumaca
de cigarro, dlcool e radiacdes. Quando esses compostos exdgenos penetram no corpo, eles sao
degradados ou metabolizados e radicais livres sdo gerados como subprodutos (TABISH;
ZHANG; WINYARD, 2018).

A baixa exposi¢do de células e organismos € utilizada para a sinalizacdo redox
abordando alvos especificos, enquanto a alta exposicao resulta na interrup¢ao da sinalizacdo
redox e/ou danos a alvos inespecificos (Figura 5) (SURJADINATA; JACOBO-VELAZQUEZ;
CISNEROS-ZEVALLOS, 2021).
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Figura 5: Estresse oxidattivo no oeganismo
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O estresse oxidativo descreve quando um sistema apresenta um desequilibrio entre as
reacoes de oxidagdo e reducdo, levando a geracdo de oxidantes ou moléculas em excesso que
aceitam um elétron de outro reagente. Radicais livres participam da sinalizacdo celular como
mediadores e reguladores da funcdo vascular (DHARMARAIJA, 2017; TABISH; ZHANG;
WINYARD, 2018).

O estresse oxidativo, independentemente da causa primdria, pode resultar no inicio de
uma série de processos fisiopatologicos que levam a lesdo celular e toxicidade. Biomarcadores

de estresse oxidativo sdo extremamente uteis na avaliacdo da citotoxicidade. Entre eles, a



26

oxidacdo intracelular ¢ um dos biomarcadores mais bem caracterizados e explorados usados
para detectar o estresse oxidativo (CHOI, 2021).

O envelhecimento € a perda progressiva das func¢des dos tecidos e 6rgaos ao longo do
tempo. A teoria dos radicais livres do envelhecimento, mais tarde denominada como teoria do
estresse oxidativo do envelhecimento, € baseada na hipétese baseada no dano estrutural de que
as perdas funcionais associadas a idade sdo devido ao actimulo de dano oxidativo as
macromoléculas (lipidios, DNA e proteinas) (XIE et al., 2019; SENONER; DICHTL, 2019).

Em sintese, dada a estreita relacio entre estresse oxidativo, inflamagdo e
envelhecimento, a teoria da oxidacdo-inflamatéria do envelhecimento ou oxi-inflamacao-
envelhecimento foi proposta: o envelhecimento é uma perda da homeostase devido a um
estresse oxidativo cronico que afeta especialmente os reguladores sistemas, como os sistemas
nervoso, enddcrino e imunoldgico. A consequente ativagdo do sistema imunoldgico induz um
estado inflamatério que cria um circulo vicioso em que o estresse oxidativo cronico e a

inflamacdo se alimentam e, consequentemente, aumenta a morbimortalidade relacionada a

1dade (Figura 6) (LIGUORI et al., 2018).

Figura 6: Estresse oxidativo, inflamacao e envelhecimento
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1.5.1 Cancer e estresse oxidativo

O aparecimento do cancer em humanos € um processo complexo, que requer alteragdes
celulares e moleculares mediadas por gatilhos endégenos e / ou exdgenos. Ja € bem conhecido
que o dano oxidativo ao DNA € um dos estimulos responsaveis pelo desenvolvimento do cancer
(LIGUORI et al., 2018).

O cancer pode ser impulsionado e / ou promovido por anormalidades cromossomicas e
ativacdo oncogénica determinada pelo estresse oxidativo. As bases hidrolisadas do DNA sdo
subprodutos comuns da oxidagao do DNA e sdo consideradas um dos eventos mais relevantes
na carcinogénese quimica (CENINI; LLORET; CASCELLA, 2019).

A formacgdo desse tipo de aduto prejudica o crescimento celular normal, alterando o
perfil transcriptdomico fisiol6gico e causando mutagdes génicas. O estresse oxidativo também
pode causar uma quantidade variada de modifica¢des contra a estrutura do DNA, por exemplo,
lesOes de base e agucar, ligacdes cruzadas de proteina de DNA, quebras de fita e locais sem
base. Por exemplo, tabagismo, poluentes ambientais e inflamacdo cronica sdo fontes de danos
oxidativos ao DNA que podem contribuir para o aparecimento de tumores (TAN et al, 2019).

O estresse oxidativo resultante de razdes de estilo de vida também pode desempenhar
um papel importante no desenvolvimento do cancer, conforme sugerido pela forte correlagdo
entre o consumo de gordura na dieta (um fator que expde o organismo a maior risco de
peroxidacdo lipidica) e as taxas de mortalidade por diferentes tipos de cancer (TAN;

NORHAIZAN; LIEW, 2018).

1.5.2 Consequéncias do estresse oxidativo na satide e na doenca

O campo da pesquisa do estresse oxidativo na saide e na doenca atraiu o interesse
inicial. A relacdo com o processo de envelhecimento e as estratégias de defesa antioxidante
foram examinadas. Os processos redox e, portanto, o estresse oxidativo, fornecem uma
contribuicao importante para a rede de doengas humanas, as “doencgas”. Os enormes esfor¢os
para estudar o papel e o impacto do estresse oxidativo em condi¢des normais e patolégicas
resultaram em um grande corpo de conhecimento, que em tultima instancia contribuird para a
medicina redox (TAN et al, 2019).

Existem muitos campos ativos de pesquisa em desenvolvimento em estresse oxidativo
apenas para citar como areas divergentes como ruido e estresse emocional, a polui¢cdo do ar no

antropoceno e o processo de envelhecimento. O progresso foi facilitado substancialmente pela
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disponibilidade de novas técnicas de imagem ndo invasivas (TAN; NORHAIZAN; LIEW,
2018).

O estresse oxidativo € suspeito de ser importante em doengas neurodegenerativas,
incluindo a doenga de doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, doenca de Huntington,
depressao, autismo e esclerose multipla (SCHOOTS et al., 2018).

Evidéncias indiretas por meio do monitoramento de biomarcadores, como espécies
reativas de oxigénio e produgdo de espécies reativas de nitrogé€nio, indicam que o dano
oxidativo pode estar envolvido na patogénese dessas doencas, enquanto o estresse oxidativo
cumulativo com interrup¢do da respiracdo mitocondrial e danos mitocondriais estdo
relacionados a doencga de Alzheimer, doenga de Parkinson e outras doencas neurodegenerativas
(SIMUNKOVA et al., 2018).

Acredita-se que o estresse oxidativo esteja relacionado a certas doencas
cardiovasculares, uma vez que a oxidagdo do LDL no endotélio vascular € um precursor para a
formacdo de placas. O estresse oxidativo também desempenha um papel na cascata isquémica
devido a lesdo de reperfusdo de oxigénio apos hipdxia. Essa cascata inclui derrames e ataques
cardiacos. O estresse oxidativo também foi implicado na sindrome da fadiga cronica
(SCHOOTS et al., 2018). O estresse oxidativo também contribui para a lesao do tecido apds
irradiacdo e hiperdxia, bem como no diabetes (SIMUNKOVA et al., 2018).

E provivel que o estresse oxidativo esteja envolvido no desenvolvimento do cincer
relacionado a idade. As espécies reativas produzidas no estresse oxidativo podem causar danos
diretos ao DNA e, portanto, sio mutagénicas, podendo também suprimir a apoptose € promover
proliferacdo, invasividade e metdstase. A infeccdo por Helicobacter pylori, que aumenta a
producdo de espécies reativas de oxigé€nio e nitrogénio no estdmago humano, também ¢&

considerada importante no desenvolvimento do cancer géstrico (SIMUNKOVA et al., 2018).

1.6 Enzimas antioxidantes

A maioria das enzimas € feita predominantemente de proteinas, seja uma tUnica cadeia
de proteina ou muitas dessas cadeias em um complexo de multiplas subunidades. Muitas vezes,
as enzimas também incorporam componentes nao proteicos, como fons metalicos ou moléculas
organicas especializadas conhecidas como cofator (por exemplo, trifosfato de adenosina).
Muitos cofatores sdo vitaminas, € seu papel como vitaminas estd diretamente ligado ao seu uso

na catdlise de processos bioldgicos dentro do metabolismo (MATES; PEREZ-GOMEZ; DE
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CASTRO, 1999; DOMAZETOVIC et al., 2017; GUPTA et al., 2018; REYHANI POUL,;
JAFARPOUR; SAFARI, 2018; ISMAIL et al., 2019).

Os organismos erdbios possuem sistemas de defesa antioxidantes que lidam com
espécies reativas de oxigénio produzidas como consequéncia da respiragdo aerdbia e da
oxidacdo do substrato. Pequenas quantidades de EROs, incluindo radicais hidroxila ( + OH),
anions superdxido (O2 ¢ - ) e peréxido de hidrogénio (H20>), sdo constantemente geradas em
organismos aerébios em resposta a estimulos externos e internos (Figura 7). (MATES: PEREZ-

GOMEZ; DE CASTRO, 1999).

Figura 7: Mecanismo do sistema antioxidante
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Fonte: MATES; PEREZ-GOMEZ; DE CASTRO (1999)

Niveis baixos de EROs sdo indispensdveis em muitos processos bioquimicos, incluindo
mensagens intracelulares na diferenciacdo e progressdo celular ou na interrup¢ao do
crescimento, apoptose, imunidade e defesa contra microrganismos. Em contraste, altas doses

e/ou remocgao inadequada de EROs resultam em estresse oxidativo, que pode causar disfung¢des
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metabolicas graves e danos as macromoléculas biol6gicas (CHAHAL et al., 2018; LORENZO
et al., ALI et al., 2020).

O sistema antioxidante natural é classificado em dois grupos principais, enzimatico e
niao enzimdtico. Os antioxidantes enzimdaticos sdo compostos por um numero limitado de
proteinas, como catalase, glutationa peroxidase, bem como superdxido dismutase (SOD),
juntamente com algumas enzimas de suporte. Os antioxidantes ndo enziméticos incluem
antioxidantes de acdo direta, que sdao extremamente importantes na defesa contra estresse
oxidativo ((MATES; PEREZ-GOMEZ; DE CASTRO, 1999; CHAHAL et al., 2018;
LORENZO et al., 2018; MIHAILOVIC et al., 2021).

As células implantam um sistema de defesa antioxidante baseado principalmente em
componentes enzimaticos, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), para se proteger do dano celular induzidos por radicais livres (LIGUORI et
al., 2018). Essas enzimas antioxidantes podem servir como biomarcadores redox em vdrias
doencas humanas, pois sd@o as primeiras a indicar o estado redox por meio de processos de
oxidagdo / reducio (TABISH; ZHANG; WINYARD, 2018; LAM, 2020).

A maioria deles inclui dcido ascérbico e lipdico, polifendis e carotendides, derivados de
fontes dietéticas. A prépria célula sintetiza uma minoria dessas moléculas (REYHANI POUL,;
JAFARPOUR; SAFARI, 2018).

Foi relatado em estudos epidemioldgicos que muitos dos compostos antioxidantes
possuem atividades anti-inflamatdrias, anti-aterosclerdticas, antitumorais, antimutagénicas,
anti-carcinogénicas, antibacterianas e antivirais em maior ou menor grau. Em muitos casos, o
aumento do estresse oxidativo estd amplamente associado ao desenvolvimento e progressao do
diabetes e suas complicacdes, que geralmente sdo acompanhadas por aumento da producdo de
radicais livres ou falha da defesa antioxidante (REYHANI POUL; JAFARPOUR; SAFARI,
2018; WANG et al., 2017; WANG SHARIFI-RAD et al., 2018; SHARIFI-RAD et al., 2020;
MIHAILOVIC et al., 2021)

Vérios antioxidantes sdo fornecidos ao corpo humano por meio da dieta, tanto
vegetariana quanto nao vegetariana. As vitaminas C e E, o B-caroteno e a coenzima Q sdo os
antioxidantes mais famosos da dieta alimentar, dos quais a vitamina E esta presente nos 6leos
vegetais e é encontrada em abundincia no gérmen de trigo. E uma vitamina lipossoldvel,
absorvida no intestino e transportada no plasma pelas lipoproteinas. Fora das 8 formas
isoméricas de estado natural da vitamina E, o a-tocoferol € a forma isomérica mais comum e
potente. Sendo lipossolivel, a vitamina E pode prevenir eficazmente a peroxidacao lipidica da

membrana plasmatica (GUO et al., 2020; ALKADI, 2020).
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1.7 Toxicidade e Marcadores de Danos ao DNA

A toxicidade € conhecida como a medida do potencial téxico de uma substancia (OECD,
2015). Testes que classificam a toxicidade sistémica aguda sdo empregados para analisar e
apropriadamente rotular substincias de acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade
como estabelecido pela legislacdo (FISHER et al., 2019). Diversos produtos farmacéuticos sdo
moléculas quirais e comercializados na forma de misturas racémicas dos respectivos
enantidmeros, estes muitas vezes exibem diferentes propriedades farmacodindmicas e
farmacocinéticas e as suas formas enantioméricas diferentes pode levar a diferentes atividades
toxicoldgicas (SORENSEN et al.,2016). A aceitacdo de um teste de toxicidade como uma
ferramenta analitica eficaz requer garantias de padronizacido e validagdo do procedimento
experimental para avaliar sua sensibilidade, exatiddo ou precisdo (PAGE et al., 2020).

Os testes de toxicidade podem ser classificados em agudos e cronicos. Esses testes
diferem na duracdo e nas respostas finais que sdo medidas. Os testes de toxicidade aguda sdo
utilizados para medir os efeitos de agentes toxicos sobre o organismo teste durante um curto
periodo de tempo. Eles t€ém como objetivo estimar a dose ou concentracao de um agente toxico
que seria capaz de produzir uma resposta especifica mensurdvel em um organismo-teste ou
populacdo, em um periodo de tempo relativamente curto, geralmente de 24 a 96 h. Os efeitos
toxicos medidos em testes de toxicidade aguda incluem qualquer resposta exibida por um
organismo-teste ou populacdo resultante de um estimulo quimico (RONCO; BAEZ;
GRANADO, 2004).

Testes de toxicidade cronica sdo realizados para medir os efeitos de substancias
quimicas sobre espécies aqudticas por um periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de
vida do organismo-teste. O fato de uma substincia quimica ndo produzir efeitos téxicos em
testes de toxidade aguda ndo indica que ela ndo seja téxica para eles. Testes de toxicidade
crdnica permitem avaliar os possiveis efeitos toxicos de substancias quimicas sob condi¢des de
exposi¢oes prolongadas a concentracdes sub-letais, ou seja, concentracdoes que permitem a
sobrevivéncia dos organismos, mas que afetam suas fungdes bioldgicas, tais como reproducao,
desenvolvimento de ovos, crescimento e maturacdo, dentre outras (JAMES; ROBERTS;

WILLIAMS, 2000).
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Para combater as ameacas representadas por danos ao DNA, as células desenvolveram
mecanismos - chamados coletivamente de resposta ao dano ao DNA para detectar lesdes no
DNA, sinalizar sua presenca e promover seu reparo. Células defeituosas nesses mecanismos
geralmente exibem sensibilidade aumentada para agentes que danificam o DNA e, como
descrito mais abaixo, muitos desses defeitos causam doengas humanas. Embora as respostas
sejam diferentes para diferentes classes de lesdes de DNA, elas geralmente ocorrem por um
programa geral comum (JACKSON; BARTEK, 2009) (Figura 8). Embora nos concentremos
no reparo do DNA e na sinalizacdo de danos ao DNA separadamente, enfatizamos que eles

operam coletivamente e compartilham muitos componentes

Figura 8: Presenca de uma lesdo no DNA, que pode levar ao bloqueio da replicacdo, é

reconhecida por vérias proteinas.
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Fonte: Adaptado de JACKSON; BARTEK (2009)

A avaliagdo da toxicidade genética € de importancia para identificar e caracterizar o

papel de mutdgenos e carcindgenos na saide humana, além disso para avaliar a mensuracgao de
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danos primdrios, de muta¢des em genes, danos em cromossomos para avaliagdo de riscos de
instabilidade genética e de efeitos carcinogénicos (ZEIGER, 2015; JIANG et al., 2018), uma
vez que, para ser altamente eficaz, as intervencdes dentro das redes biolégicas devem ser
multiplas, mas extremamente seletivas, para poupar os 6rgdos normais de efeitos colaterais

prejudiciais (AZMI, 2012; ATIENZAR; NICOLAS, 2018).

1.8 Teste cometa

O Eletroforese em gel de célula tinica também chamado de teste cometa ou ensaio
cometa foi desenvolvido como um método para a detec¢do de danos na molécula de DNA e
estd ganhando enorme popularidade devido ao seu amplo espectro de aplicagdes (KOPPEN et
al., 2017, AZQUETA et al., 2020). Sendo extensivamente utilizado como uma ferramenta
basica em diversas pesquisas, incluindo biomonitoramento ambiental, genética toxicoldgica,
radiacao bioldgica, processos de reparo ao DNA, ecotoxicologia genética, genotoxicidade de
novos produtos quimicos e/ou naturais, monitoramento de doencas genéticas, danos oxidativos
(M@LLER et al., 2020). Ainda é utilizado para avaliar protocolos terapéuticos para mensuragiao
do potencial genotdxico de drogas isoladas ou em associacdo (ROSATI et al., 2020).

O teste cometa tornou-se um dos métodos padrdo para avaliar danos no DNA, com
aplicacdes em genotoxicidade, testes de biomonitorizacao humana e epidemiologia molecular,
sendo assim fundamental na pesquisa em danos e reparagao do DNA (AZQUETA et al., 2020).
Usado em todo o mundo para detectar danos no DNA induzidos por agentes genotoxicos
(KOPPEN et al., 2017).

O que tornou o ensaio do cometa tdo popular é provavelmente o seu baixo custo,
versatilidade e confiabilidade na geracdo de resultados. Por exemplo, a medicdo de DNA
danificado por oxida¢do € muito f4cil com o ensaio do cometa modificado por enzima, ao passo
que pode ser uma experiéncia frustrante medir nucleobases de DNA oxidado por técnicas
cromatograficas que tendem a quebrar quando vocé menos precisa (AFANASIEVA;
SIVOLOB, 2018).

O ensaio do cometa, € um método para avaliar o dano e reparo do DNA
quantitativamente, no nivel de células individuais. Uma grande vantagem do ensaio € que as
quebras de fita de DNA e algumas modifica¢des de base podem ser medidas usando corantes,

em vez de marcacdo radioativa de células (MATZENBACHER et al., 2018).
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O ensaio requer nucleoides (DNA gendmico celular superenrolado), mas ndo células em
proliferagdo, e o ensaio é, portanto, aplicdvel a qualquer linha celular ou tecido a partir do qual
uma suspensao de célula tnica possa ser obtida, incluindo células diferenciadas. Ele pode ser
usado em uma ampla gama de aplicagdes in vivo, in vitro e ex vivo (KONEN-ADIGUZEL;
ERGENE, 2018)

O ensaio cometa padrdao detecta quebras de fita de DNA e lesdes que sdo convertidas
em quebras de fita de DNA sob as condi¢des alcalinas do ensaio (ou seja, locais 1dbeis alcalinos)
(KOPPEN et al., 2018).

O que tornou o ensaio do cometa tdo popular € provavelmente o seu baixo custo,
versatilidade e confiabilidade na geracdo de resultados. Por exemplo, a medicdo de DNA
danificado por oxidacao € muito facil com o ensaio do cometa modificado por enzima, ao passo
que pode ser uma experiéncia frustrante medir nucleobases de DNA oxidado por técnicas
cromatogriaficas que tendem a quebrar quando vocé menos precisa (Figura 9)

(MATZENBACHER et al., 2018).

Figura 9: Esquematizacio do teste cometa
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Também demonstrou o desejo de desenvolver melhores maneiras de quantificar o nivel
de dano ao DNA do que a medi¢do do comprimento da cauda do cometa. A utilidade do
momento da cauda como descritor de ensaio do cometa tem sido debatida ao longo dos anos e
agora nio ¢ recomendado como descritor primdrio para danos ao DNA no ensaio do cometa
(M@LLER, 2018).

A porcentagem de DNA na cauda do cometa € normalmente considerada como o
descritor mais facil de entender entre os varios tipos de descritores que podem ser obtidos por
andlise de imagem, embora a pontuagdo manual também seja confidvel e ndo haja consenso
sobre qual descritor melhor descreve o nivel de dano ao DNA no ensaio do cometa (UEDA,
2020).

Uma das principais aplicagcdes do ensaio do cometa in vivo € avaliar a genotoxicidade
local, por exemplo, no (primeiro) local do tecido de contato para compostos com
biodisponibilidade sist€émica pobre e para compostos de vida muito curta ou seus metabolitos
(M@LLER, 2018). Além disso, a avaliagdo dos efeitos genot6xicos em 6rgios diretamente
expostos pode abordar certos cendrios de exposi¢cdo humana. Os 6rgdos alvo a este respeito
incluem cavidade nasal ou oral, pulmao, es6fago, mucosa do estdmago, duodeno ou pele

(UEDA, 2020).

1.9 Teste de microniicleos (MN)

O teste do micronicleo é amplamente utilizado para estimar o dano citogenético
induzido por agentes quimicos ou fisicos. Embora a maioria dos trabalhos publicados até agora
tenham realizado esse ensaio em espécies de mamiferos (principalmente roedores), o teste do
micronucleo se mostrou uma ferramenta ttil também com amostras retiradas de ndo mamiferos.
Em particular, permite detectar as propriedades genotdxicas de compostos presentes no meio
aqudtico. Tanto a pesquisa de laboratério (para avaliar a genotoxicidade de xenobidticos) e
estudos in situ (para avaliar a qualidade da dgua) envolveram varias espécies de invertebrados
(IGL et al., 2019; SOMMER; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI, 2020).

Os micronicleos (MN) sao derivados de fragmentos de cromossomos decorrentes de
aberragdes estruturais assimétricas ou representam cromossomos inteiros que nao sao
incorporados ao nucleo na divisdo celular. Fragmentos acéntricos sdo mais frequentemente
vistos apos a irradiacdo de células, enquanto cromossomos inteiros sao mais frequentes em MN

de ocorréncia espontanea ou apds indug¢do por venenos do fuso sem qualquer tratamento
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clastogénico, como foi demonstrado pela coloracio de anticorpo (SANDOVAL-HERRERA et
al., 2021).

Os microntcleos podem ser analisados em células tratadas ou ndo com bloqueio do
processo de citocinese (SOMMER; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI, 2020), trata-se de um
tipo de dano cromossdmico ou anomalia mitdtica que possui origem de fragmentos
cromossdmicos ou cromossomos inteiros, devido a lesdes do DNA ndo reparadas ou reparadas
erroneamente, ou de erros durante o fuso mitético com separacdo malsucedida dos
cromossomos (Figura 10) (RUIZ-RUIZ et al., 2020).

Também tem sido usado para investigar a instabilidade cromossdmica em humanos que
apresentam mutacdes em genes que sao necessarios para o reparo de danos no DNA, como no
caso da anemia de Fanconi e da ataxia teleangiectasia (BENVINDO-SOUZA et al., 2020;
SANDOVAL-HERRERA et al., 2021).

Figura 10: Esquematizagdo do teste de MN
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Durante a fase da anédfase da mitose eles ndo sdo capazes de interagir com 0O €ixo

formado na citocinese e, dessa forma, ndo sdo incorporados aos nucleos filhos (THORNE,
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2020). O teste de MN permite detectar a acao de agentes clastogénicos (pequeno micronicleo)
e aneugénicos (grande micronucleo), os MN apresentam-se envoltos por uma membrana
nuclear, sendo caracterizado como um artefato nuclear, pequeno e separado (SOMMER;

BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI, 2020).

1.10 Histologia e coloracao H&E

A histopatologia € o exame de tecidos bioldgicos para observar o aparecimento de
células doentes em detalhes microscopicos, geralmente envolve uma bidpsia, que € um
procedimento que envolve a coleta de uma pequena amostra de tecido, geralmente realizada
por um patologista especialista em diagndsticos de doengas (APPLE, 1984; GURCAN, 2009;
CAYIR, 2018).

A técnica envolve a preparacdo de laminas histoldgicas, que € indiscutivelmente o
elemento mais integrante do processo. Essas laminas serdo as que serdo examinadas ao
microscOpio e, portanto, sua preparacdo meticulosa ndo € tarefa facil (GURCAN, 2009;
CAYIR, 2018).

A preparacdo de laminas histoldgicas € geralmente um processo de cinco estdgios; as
etapas sdo: fixacdo, processamento, incorporacao, seccionamento e, por tltimo, mas ndo menos
importante, coloracdo (AUNG et al., 2004; FELDMAN; WOLFE, 2014).

O corte em particular € importante, pois fatias suficientemente finas devem ser
preparadas para permitir a observacdo clara e precisa dos minimos detalhes da célula,
considerando que a microscopia eletronica ou a microscopia de luz analisam a microestrutura
detalhada do tecido (FELDMAN; WOLFE, 2014).

Dessa forma a seccdo normalmente envolve o uso de instrumentos chamados
micrétomos - que podem ser combinados com unidades de congelamento ou criostatos se forem
necessarios cortes congelados - que cortam em uma medida conhecida como micron (um), € a
espessura dos cortes necessarios varia dependendo das técnicas de andlise e outros fatores ,
como o tipo de tecido (APPLE, 1984; GURCAN, 2009; BANCROFT; LAYTON, 2012)

Apesar dos avangos notdveis na medicina molecular, capazes de fornecer informagdes
requintadas sobre os tumores, como clonalidade, perfil de expressdo génica, alteracdes
genéticas, modelo progndstico e marcador preditivo para resposta a terapia alvo, o microscopio
continua sendo a ferramenta mais importante do patologista cirtirgico em pratica cotidiana. Isso

ocorre porque a maioria das amostras na pratica de patologia cirdrgica, como bidpsias
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gastrointestinais e curetagens uterinas, sdo diagnosticadas apenas por exame histolégico e ndao
requerem andlise molecular (QU et al., 2014; GIACOMELLI et al., 2016; PIORKOWSKI;
GERTYCH, 2018;).

Mesmo para neoplasias malignas, um diagndstico histolégico preciso ou pelo menos
presuntivo € o ponto de partida para a selecio das investigagcdes moleculares relevantes. Além
disso, o exame de se¢des histologicas de rotina (além do exame macroscopico), juntamente com
a imuno-histoquimica (LUO et al., 2017)

E extraordindrio que a coloracio de hematoxilina-eosina, introduzida hd mais de um
século, tenha resistido ao teste do tempo como a coloracdo padrdo para exame histolégico de
tecidos humanos. Essa combinagdo simples e barata de corantes é capaz de revelar detalhes
celulares notdveis, na medida em que as caracteristicas ultraestruturais podem ser deduzidas. A
intera¢do de cores também pode fornecer pistas considerdveis sobre o estado funcional das

células (Figura 11) (CHAN, 2014; QU et al., 2014; LUO et al., 2017).

Figura 11: Cores e detalhes celulares em corte histolégico corado com hematoxilina-eosina

(H&E).

Fonte: CHAN (2014)

As coloragdes de hematoxilina e eosina (H&E) sdo utilizadas ha pelo menos um século
e ainda sdo essenciais para o reconhecimento de vdrios tipos de tecido e das alteracdes
morfoldgicas que formam a base do diagndstico contempordneo do cancer. A coloragdo

permaneceu inalterada por muitos anos porque funciona bem com uma variedade de fixadores
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e exibe uma ampla gama de caracteristicas citoplasmaéticas, nucleares e de matriz extracelular
(CHAN, 2014).

A hematoxilina tem uma cor azul-purpura profunda e cora os dcidos nucléicos por uma
reacdo complexa e ndo completamente compreendida. A eosina € rosa e cora as proteinas de
forma inespecifica. Em um tecido tipico, os nicleos sao corados de azul, enquanto o citoplasma
e a matriz extracelular apresentam vérios graus de coloracdo rosa. As células bem fixadas
apresentam detalhes intranucleares consideraveis (CASTRO, 1995; TOSTA et al., 2019).

Os nucleos mostram varios padroes de condensagdo de heterocromatina (coloracdo com
hematoxilina) especificos para tipos de células e tipos de cancer que sdo diagndsticos muito
importantes. Coloragdo dos nucléolos com eosina. Se houver polirribossomos abundantes, o
citoplasma terd um tom azulado distinto (BANCROFT; LAYTON, 2012; CHAN, 2014; LUO
et al., 2017).

A zona de Golgi pode ser provisoriamente identificada pela auséncia de coloracdo em
uma regido préxima ao niicleo. Assim, a mancha revela informagdes estruturais abundantes,
com implicacdes funcionais especificas (ANDRES-MANZANO; ANDRES; DORADO,
2015).

Uma limitacdo da coloragdo pela hematoxilina é que ela é incompativel com a
imunofluorescéncia. E ttil, no entanto, corar uma secio de parafina em série de um tecido no
qual a imunofluorescéncia serd realizada. Hematoxilina, geralmente sem eosina, € dtil como
contracoloracdo para muitos procedimentos imuno-histoquimicos ou de hibridizacdo que usam
substratos colorimétricos (como fosfatase alcalina ou peroxidase) (BANCROFT; LAYTON,
2012; CHAN, 2014; ANDRES-MANZANO; ANDRES; DORADO, 2015; TOSTA et al.,
2019).

1.11 Estudos comportamentais: Campo aberto e rota rod

O uso de modelos animais, apesar dos desafios, € fundamental para compreender melhor
as varias condi¢des e melhorar os resultados do tratamento em populagdes clinicas. O
comportamento exploratério se define através das reacdes de investigacdo, reconhecimento e
orientacdo do animal em relacdo ao espaco. O comportamento exploratério € vital a
sobrevivéncia da maior parte dos animais e vem sendo estudados em muitas espécies, de insetos

e primatas (RAMOS et al., 2008).
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Os estudos comportamentais exploratérios realizados em roedores, permitem analisar,
entre outros fatores, a resposta a novidade, os mecanismos neurais subjacentes a determinados
comportamentos, as vias envolvidas, bem como o efeito comportamental de diferentes
tratamentos. O comportamento animal € influenciado por fatores concorrentes e interativos que
muitas vezes sdo mantidos constantes no laboratorio para produzir um experimento bem
controlado focado em uma variavel (SNYDER; BROWN; BUFFALARI, 2020).

Paradigmas comportamentais como o teste de campo aberto, é usado para avaliar as
propriedades ansioliticas, ou redutoras da ansiedade, de medicamentos ou a poluentes
ambientais. Alguns testes usam comportamentos de ansiedade que parecem bastante
semelhantes, como o tempo gasto em uma zona mais "exposta" de um labirinto ou arena, o que
¢ frequentemente relatado no teste de campo aberto (POHORECKY; SWEENY;
BUCKENDAHL, 2011). Nesse teste, o nimero de campos deslocados tem relacao com o perfil
psicoemocional da espécie, cuja maior emocionalidade se manifesta em ambientes amplos, ja
que os roedores, por instinto, se locomovem perto das paredes onde se sentem mais protegidos
(DANIELS et al., 2004).

O teste de rota rod € realizado para avaliar a coordenacdo motora e equilibrio do animal.
O aparelho Rota Rod € especialmente sensivel na detec¢do do efeito relaxante muscular de
vdrias drogas, bem como disfuncdo cerebelar, verificando a forca muscular / pega e a habilidade

de coordenacdo motora de roedores (ARYAL; KAHAN, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o risco de instabilidade genomica e carcinogenicidade da exposicao

atmosférica cronica ao po de cromo trivalente em Rattus norvegicus

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar alteracdes comportamentais € locomotoras sugestivas de toxicidade a partir da
exposicao atmosférica cronica ao p6 de cromo trivalente em Rattus norvegicus;

e Caracterizar o perfil bioquimico e hematologico, bem como o peso de 6rgaos de Rattus
norvegicus apos exposicao atmosférica cronica ao p6é de cromo trivalente;

e Analisar alteragdes macroscopicas e histopatologicas em pulmao, figado e rim de Rattus
norvegicus apOs exposicao atmosférica cronica ao po de cromo trivalente;

e Determinar a atividade da catalase, super6xido dismutase e glutationa em sangue
periférico de Rattus norvegicus a partir da exposi¢do atmosférica cronica ao p6 de
cromo trivalente;

e Quantificar os niveis de peroxidacao lipidica e nitritos em sangue periférico de Rattus
norvegicus a partir da exposicao atmosférica cronica ao p6 de cromo trivalente;

e Mensurar os niveis e frequéncias de danos ao material genético em células da medula
Ossea de Rattus norvegicus apOs exposicdo atmosférica cronica ao pé de cromo
trivalente;

e Examinar as frequéncias de apoptose, necrose e niveis de biomarcador de instabilidade
genética (microntcleos) em células da medula 6ssea de Rattus norvegicus apos

exposicao atmosférica cronica ao p6 de cromo trivalente.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados neste estudo 40 ratos Wistar (Rattus norvegivus), albinos, machos,
adultos (8 semanas de idade), com peso aproximado de 200 g + 40 g, obtidos do Biotério da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual do Piaui. Os animais foram mantidos
em caixas (maximo de 5 animais/caixa/género) de polipropileno com maravalha e em condi¢des
controladas de temperatura (22 + 2°C) e umidade (40-60%), ciclo claro/escuro de 12 h. Todos
os animais receberam acesso ad libitum a pellets de Purina® e dgua. A quantidade de animais
seguiu a regulamentacio do Comité de Etica da Universidade Federal do Ceard. Todos os
procedimentos relacionados ao uso de animais como modelo experimental foram conduzidos
segundo as normas preconizadas no “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
(Institute of Laboratory Animals Resourse, National Academy of Science, Washington, D.C.,
1996), pelos Principios Eticos estabelecidos pela Experimentacio Animal do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacao Animal — CONCEA (2008) e pela Lei Federal 11.794
de 08 de outubro de 2008. O protocolo experimental foi apreciado pelo Comité de Etica em

Pesquisa com Animais da Universidade Federal do Ceard previamente aos experimentos.

3.2 Delineamento da exposicdo cronica ao po de cromo (I1II)

Para avaliacdo dos efeitos carcinogénicos da exposi¢do atmosférica cronica ao p6d de
cromo (III) na concentracio de 500 pg/m?, 20 animais foram mantidos em cAmaras de inalacdo
(5 animais/camara) por 4 h didrias, por um periodo total de 14 semanas. O grupo controle foi
constituido de 20 animais em exposi¢do ao ar filtrado (HEPA). Por fim, concluido o periodo
total de exposicao, os animais foram sacrificados para condugao de necropsia. Todos os animais
foram verificados quanto aos sinais especificos de relevancia toxicoldgica (discutidos nos
tépicos a seguir), levando em consideracdo o periodo de pico dos efeitos antecipados apds o
periodo de inalagdo. Além disso, atencdo especial foi dada ao desenvolvimento de tumores,
bem como o tempo de inicio do tumor, localiza¢do, dimensdes, aparéncia e progressao de cada
tumor visivel ou palpavel, com auxilio de paquimetro digital, sendo sumariamente registrados.

O delineamento experimental ilustrativo desta tese estd demonstrado na Figura 12, a seguir.



Figura 12. Esquema estrutural do delineamento experimental.
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3.3 Ambiente de exposicao atmosférica ao p6 de cromo (III)

A fim de simular um ambiente de exposi¢ao atmosférica ao p6 de cromo (III), camaras
de inala¢d@o (70x40x40 cm) foram utilizadas neste estudo. Essas cAmaras continham um gerador
de pulverizacdo de leito fluidizado (Modelo 3400, TSI Inc., St. Paul, MN), que produziu as
particulas de aerossol de cromo (III) a uma taxa de fluxo de 9 L/min e concentragdao atmosférica
de 500 pg/m®. A concentracdo do p6é de cromo (III) teve como base as recomendacdes da
Agency for Toxic Substances & Disease Registry (ATSDR, 2008). Apenas 5 animais foram

inseridos nas camaras a cada periodo de exposi¢ao.

3.4 Acompanhamento dos animais e avaliacio toxicologica

3.4.1 Teste de campo aberto

O aparato do teste de campo aberto consistiu em uma caixa em acrilico (paredes
transparentes e piso preto (didmetro de 100 x 30 cm de altura), dividido em nove quadrados de
iguais dimensdes, com um disco central de 33 cm de didmetro (ARCHER, 1973). Os ratos
foram divididos, aleatoriamente, para avaliacdo de toxicidade. Imediatamente apds o periodo
de exposicdo didria, cada animal foi colocado individualmente no aparato e o nimero de
cruzamentos com as quatro patas pelas divisdes do aparato (atividade locomotora espontinea),
frequéncia do comportamento de autolimpeza e nimero de levantamentos das patas dianteiras,
sem apoiar-se nas paredes do aparato, foram computados. Apds cada avaliacdo individual, o
equipamento foi lavado com dgua e sabdo, seguido de assepsia com dlcool 70%. O campo

aberto foi repetido a cada sete dias durante os tratamentos.

3.4.2 Teste de rota rod

Geralmente este teste € utilizado para a avaliacdo da coordenac¢do motora e relaxamento
muscular produzido por quimicos em animais. Resumidamente, apds um intervalo de 5
minutos, os animais testados no campo aberto foram submetidos ao Rota rod. Os ratos foram
colocados com as quatro patas numa barra cilindrica de aco inoxidavel, com 25 mm de
didmetro, a uma velocidade de rota¢do de 17 rpm/min durante um periodo de 3 min. O tempo

de permanéncia na barra em segundos € o nimero de quedas foram mensurados trés vezes
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(MACHADO et al., 2015). O Rota rod também foi repetido a cada sete dias durante os

tratamentos.

3.5 Eutanasia e coleta dos orgaos

Os animais foram sacrificados ao final de 14 semanas de tratamento por sobredose de
solugdo anestésica (pentobarbital sédico + xilazina [1:1], i.p.). O pulmio, figado e rim foram,
imediatamente, separados numa caixa de gelo. Os 6rgaos foram lavados com solugdo tampao
fosfato-salino (PBS, pH 7.4), pesados e conservados em solu¢do de formalina a 10%, até o

inicio da andlise histopatoldgica.

3.6 Analises bioquimica, hematoldgica e histopatologica

Para a andlise bioquimica, o sangue do coracdo foi colhido logo apds eutandsia dos
animais e centrifugado a 4000 x g durante 5 min (a 4°C). O plasma foi submetido a uma analise
bioquimica automatica utilizando aparelho Labmax 240, com kits comerciais Labtest® para os
seguintes parametros: ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT). Na avaliacdo hematolégica, o nimero de eritrécitos, teor de
hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média foram determinados como séries vermelhas.
Enquanto, o nimero de leucdcitos, neutrofilos, linfocitos, eosindfilos e mondcitos em séries
brancas e plaquetas. A andlise foi realizada em aparelho hematoldgico automadtico (Advia
120/Hematology Siemens). Para a andlise histopatoldgica, os fragmentos de tecidos (pulmao,
figado e rim) foram fixados em formaldeido a 3,5% em tampao fosfato (pH 7.6), adicionado
solugdo de sacarose a 1% e armazenados durante 12 h a 4°C até a sua utilizacdo. A fixacao foi
processada durante 20 h, seguida por desidratacdo das pecas em dilui¢cdes crescentes de
etanol/agua (50, 70, 90 e 95% v/v). O material seco foi imergido em xileno PA e lavado duas
vezes em parafina, antes de finalmente ser emblocado (BEHMER; TOLOSA; NETO, 1976).
Os blocos obtidos foram seccionados (5 a 6 pM) em micrétomo e as secgdes distendidas em
laminas, de modo a serem submetidas a bateria de coloracdo. As sec¢des distendidas foram
desparafinizadas em trés banhos sucessivos de xileno PA e desidratadas em dilui¢des
decrescentes de etanol, conforme supracitado. Em seguida, as ldminas foram coradas com
hematoxilina e eosina (ELGENGAIHI et al., 2016) e finalmente, apds lavagem e secagem, as

laminas foram cobertas por laminulas com auxilio de balsamo do Canad4. Os scores utilizados
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para avaliar os fragmentos de pulm@o quanto as alteracdes observadas foram — 0 = negativo; 1
= muito leve; 2 = leve; 3 = moderado; 4 = grave. Para o tecido hepético e renal, os scores
utilizados na avaliag¢do das alteragdes observadas foram — 0 = ausente; 1 = aumento discreto; 2
= aumento moderado; 3 = aumento marcadamente presente; 4 = aumento fortemente presente.
O sistema de pontuacdo para classificar lesdes pulmonares, hepéticas e renais foram baseados
nos critérios estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Patologia e pela Sociedade Brasileira

de Hepatologia (1999).

3.7 Determinacao da atividade da catalase

Os homogenatos dos eritrdcitos a 10% (tampao fosfato de sédio 50 mM pH 7,4) foram
centrifugados (800 g, 20 min), e os sobrenadantes utilizados para ensaio de atividades da
catalase (CAT). Foi preparado o meio reacional com H>O; (18 mL) e tampao Tris HCI 1M,
EDTA 5 nM pH 8,0 (1,0 mL) e H>O (0,8 mL). Em seguida, colocado na cubeta de quartzo 980
pL do meio reacional mais 20 pL. do homogenato dos eritrdcitos a 10% preparado em tampao
fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,4. Por fim, realizou-se a leitura em espectrofotdometro durante 6
minutos em 230 nm. O branco consistiu na leitura na absorbancia relativa a 230 nm com apenas
1 mL do meio reacional (CHANCE; MAEHLY, 1955). A concentracdo de proteinas foi
determinada de acordo com Lowry et al. (1951). Os resultados foram expressos em

mmol/min/mg de proteina.

3.8 Determinacio da atividade da superéxido dismutase

Os homogenatos dos eritrécitos a 10% (tampao fosfato de sédio S0 mM, pH 7,4) foram
centrifugados (800 g, 20 min), e os sobrenadantes utilizados para ensaio de atividades da
superdxido dismutase (SOD). Atividade da SOD foi testada por meio da taxa de reducdo do
citocromo C pelos radicais superdxidos, utilizando o sistema xantina-xantina oxidase como
fonte geradora de anion superéxido (O2-) (ARTHUR; BOYNE, 1985). Os resultados foram
expressos em U/mg de proteina. Uma unidade (U) da atividade da SOD corresponde a inibicao
de 50% da reacdo do O2- com o citocromo C. Para a determina¢do da concentrag¢do de proteinas

foi utilizado o método de Lowry e colaboradores (1951).
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3.9 Determinacao da atividade da glutationa peroxidase

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada pelo ensaio acoplado de Paglia e
Valentine (1967) utilizando hidroperéxido de t-butilo como substrato. A diminuicdo da

NADPH foi registrada a 340 nm. Os resultados foram expressos em U/g de hemoglobina.

3.10 Determinaciao dos niveis de glutationa reduzida

A determinacdo da concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi baseada na reacao de
Ellman (5,5’-ditiobis (dcido 2-nitrobenzoico) conforme algumas modifica¢des da técnica
descrita por Sedlak e Lindsay (1988). Em um tubo foi adicionado 400 uL. do homogenato dos
eritrocitos a 10% (tampao EDTA pH 5,4) e adicionado 320 puL de dgua destilada e mais 80 uL.
de 4cido tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15
minutos. Em seguida, foi recolhido 400 uLL do sobrenadante e acrescido de 800 uL. de tampao
Tris-HC1 0,4 M, pH 8,9 e mais 20 uL de DTNB 0,01 M e, apds 1 minuto de reagdo, foi realizada
a leitura em espectrofotdmetro em 412 nm. A concentracdo foi expressa em mg/g de

hemoglobina.

3.11 Determinacao de peroxidacao lipidica

O sangue com anticoagugante EDTA, colhido ao final de cada semana de exposi¢ao, foi
centrifugado a 3000 rpm/4°C por 5 minutos, em seguida foi retirado o plasma e acrescentado
solucdo gelada de NaCl (0,9%) para lavagem dos eritrdcitos, seguida de nova centrifugacio
para retirada do sobrenadante. O procedimento anterior foi realizado por mais duas vezes para
a obtencdo dos eritrdcitos e posterior diluicdo a 10% em tampao fosfato de sodio (50 mM pH
7,4). O homogenato a 10% (w/w) foi armazenado a -20°C. O grau de peroxidagao lipidica foi
mensurado por meio da determinacdo dos niveis de substancias dcidas reativas com o dcido
tiobarbitirico (TBARS), método previamente descrito por Draper e Hadley (1990). Dessa
forma, 250 uL do homogenato a 10%, 1 mL de &cido tricloroacético a 10% e 1 mL de solugdo
de dcido tiobarbittirico 0,67% foram adicionadas em um mesmo tubo e em seguida, a mistura
foi agitada. Posteriormente, essa mistura foi mantida em um banho de dgua fervente por 15 min,
em seguida, resfriada em dgua corrente. Apds o resfriamento, foi adicionada 2 mL de n-butanol,
e em seguida agitada por 1 minuto. Apds a agitacdo, a mistura foi centrifugada a 1200 rpm por

5 minutos. A fase butanélica foi analisada em espectrofotdmetro a 535 nm. A concentragao de
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proteinas foi determinada (LOWRY et al., 1951). Os resultados foram expressos em nM/mg de

proteina.

3.12 Determinacao do contetdo de nitrito

A dosagem do conteido de nitrito foi baseada na reacdo de Griess (GREEN;
TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981) no qual, em um tubo branco foi adicionado 500 uL do
reagente de Griess, mais 500 pL de agua destilada (Branco). Em outro tubo teste foi adicionado
500 pL do reagente de Griess mais 500 pLL do homogenato dos eritrocitos a 10% (tampao fosfato
de s6dio 50 mM pH 7,4) (Teste). A leitura foi realizada em espectofotdometro a 560 nm. Os
resultados foram expressos em uM/mg de proteina. O sangue utilizado neste experimento foi

colhido ao final de cada semana de exposicao.

3.13 Ensaio cometa

A versdo alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por Speit e
Hartmann (2005). O material celular (20 uL) obtido da medula éssea de ambos os fémures de
cada animal foi misturado com uma fina camada de agarose low melting point 0,75% (180 uL)
e colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%. As laminas foram
mergulhadas em solucgdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adi¢ao
de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso) por até 72 horas a 4°C. Em seguida, as
laminas foram incubadas em tampao alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH > 13) por 20
minutos e, logo em seguida, expostas a uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0.90 V/cm)
por 15 minutos em cuba de eletroforese. Ao final, as 1aminas foram neutralizadas com tampao
Tris 0,4 M, pH 7.5 e coradas com solucdo de prata. Os resultados foram expressos em indice
de danos (ID) e frequéncia de danos (FD) ao material genético. O ID foi calculado por meio da
formula: ID = £ (ntimero de células em determinada classe de dano x classe de dano). E FD

pela seguinte formula: FD = 100 — n° de células em classe 0.

3.14 Teste de micronucleos

O teste foi realizado de acordo com Moraes e colaboradores (2016). Resumidamente,

amostras (100 uL) de medula dssea de ambos os fémures de cada animal foram colhidas e

misturadas com 0,3 mL de soro bovino fetal e espalhados em laminas. Os esfregacos
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permaneceram em secagem durante 30 minutos a temperatura ambiente, sendo fixados em
seguida com metanol durante 10 minutos. Posteriormente, as ldminas foram coradas com
Giemsa (Merck) em tampao fosfato 0,2 M (pH 5,8). A quantificacdo de microntcleos, células
em apoptose e necrose foi realizada por meio de fotomicrografia com aumento de 1000x em

microscopio optico.

3.15 Analise estatistica

A fim de determinar as diferencas entre os tratamentos, dados expressos como a média
+ desvio padrdo foram comparados por andlise de varidncia (ANOVA) de uma via, seguido
pelo teste de Tukey (considerando valores de p<0,05 significantes), por meio do programa
Graphpad (software intuitivo para a Ciéncia, San Diego, CA). Todos os estudos foram

realizados em duplicata, a partir de avaliagdes bioldgicas independentes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao locomotora e comportamental

Durantes as 14 semanas de tratamento, nos grupos controle e exposto ao cromo (III),
nio foram evidenciadas alteragdes comportamentais sugestivas de toxicidade como
modifica¢do do frénito vocal, ataxia, contor¢do e alteracdo de forca ao agarrar. Também, nao
foram evidenciados sinais de irritabilidade ou redu¢do do reflexo corneal, tremores, convulsoes,
hipnose, lacrimacgdo, ptose palpebral, piloerecdo, cianose, hiperemia ou morte. Os dados do
monitoramento comportamental (nimero de cruzamentos no campo aberto, movimento de
autolimpeza e levantamento) e atividade locomotora (tempo de permanéncia na barra giratoria
e numero de quedas da barra giratdria), durante as semanas de exposicao estao apresentados na

Tabela 1.



Tabela 1. Perfil comportamental e atividade locomotora dos animais.
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Parametros comportamentais e atividade locomotora

Semanas de
Campo aberto Rota rod
exposicao/Grupos
Cruzamento Autolimpeza Levantamento TP(s) NQ
Cr (IIT) 83,2+ 17,8 6,86 + 2,13 16,0 + 3,14 180,0 £ 0,00 0,00 £ 0,00
> Controle 81,4+ 16,0 9,40 £ 1,20 17,0 £ 4,00 180,0 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Cr (IIT) 83,6 £134 11,4+4,12 24,0 £ 6,50 180,0 £0,00 0,00 £ 0,00
>4 Controle 72,6 £14.3 10,2 £ 3,50 20,4 +5,07 180,0 £0,00 0,00 = 0,00
Cr (IIT) 76,6 + 10,2 8,60 + 3,32 22,0 + 3,09 175,0£3,16 0,00 + 0,00
30 Controle 73,4 +124 12,8 +2,16 16,4 + 4,25 180,0 £ 0,00 0,00 + 0,00
Cr (1) 854+11,0 14,2 £ 3,12 242 +4.80 178,2+ 1,22 0,00 0,00
58 Controle 77,2 + 8,29 14,0 £ 5,01 12,9 £ 6,24 180,0 £0,00 0,00 = 0,00
Cr (IIT) 80,0 £ 10,2 15,4 + 6,08 17,4 + 8,25 176,4 £2,14 0,00 + 0,00
S10 Controle 72,5 +9,25 12,2 + 5,40 20,8 +4,18 180,0 £ 0,00 0,00 + 0,00
Cr (1) 79,3 + 8,26 14,0 £ 4,26 18,2 +£ 3,87 180,0 £0,00 0,00 = 0,00
S12 Controle 80,1 £9,37 15,2 £2,28 14,3 £ 2,89 180,0 £ 0,00 0,00 = 0,00
Cr (IIT) 76,1 £ 16,2 16,0 £ 5,48 23,0 £ 8,22 176,8 £ 1,83 0,00 + 0,00
Si4 Controle 74,7 £ 12,2 10,5 + 3,12 16,3 +4,92 180,0 £ 0,00 0,00 + 0,00

Os valores representam a média + E.P.M., n=40. As diferencas entre os grupos foram determinadas por Anélise
de Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, p>0,01, comparado com o grupo controle. Cr
(II): cromo trivalente [500 pg/m?]. Controle: ar filtrado [HEPA]. S: semana de exposi¢do. TP: tempo de

permanéncia na barra giratéria. NQ: nimero de queda.

Os resultados supracitados sugerem que a exposi¢cdo atmosférica ao cromo (III) 500
ug/m® ndo é suficiente para induzir alteragdes comportamentais em ratos. Staniek (2019) em
seu estudo destaca que a suplementagao de cromo (IIT) 500 mg/kg em ratos Wistar também nao
produziu alteracdes comportamentais. Curiosamente, o metal atuou contra os efeitos negativos
da deficiéncia de outros minerais como o ferro e cobre.

J4 no estudo de Hegazy et al. (2021), realizou a instilagdo intranasal de dicromato de
potdssio por dois meses diminui significativamente a atividade motora de ratos com 3 niveis de
dose usados (0,125; 0,25 e 0,5 mg/kg/dia), conforme revelado pelos resultados do teste de
atividade em gaiola. Por outro lado, essa deterioracdo da atividade motora dos ratos observada

ap6s um més apenas nos grupos tratados com inPDC (0,25 ou 0,5 mg / kg / dia).
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A avaliacdo de parametros toxicolégicos comportamentais pode fornecer
conhecimentos de importancia para a caracterizacdo de alteragdes fisioldgicas, hematoldgicas,
bioquimicas e histopatolégicas compativeis com os efeitos téxicos de potenciais contaminantes
ambientais, substancias quimicas naturais ou sintéticas sob investigacao em diferentes modelos,
inclusive em estudos que envolvam mecanismos de instabilidade gendmica e carcinogénese
(ANVISA, 2013).

Hegazy et al. (2021) também observou que, no seu estudo, o dicromato de potdssio
intranasal ndo apresentou diferenca significativa no tempo de equilibrio gasto pelos ratos no
teste do rotarod em comparagao com suas leituras basais e também em compara¢ao com 0 grupo
controle normal. No entanto, apds dois meses, em todas as doses, a coordenagdomotora dos
ratos se deterioraram, e essa deterioracdo da atividade motora foi observada apds um més

apenas nos grupos tratados (0,25 ou 0,5 mg/kg/dia).

4.2 Parametros bioquimicos e hematologicos

Apos 14 semanas de exposicao atmosférica ao cromo (III), ndo foram observadas
alteracdes hematoldgicas induzidas pelo metal nos animais experimentais (Tabela 2). Por outro
lado, os marcadores bioquimicos de funcdo renal e hepdtica nos animais expostos ao cromo

(II), apresentaram elevacdo (p<0,05) dos niveis séricos de ureia (59,4 + 7,26), creatinina (4,48

+

+ (0,52), alanina aminotransferase (82,6 + 8,24) e aspartato aminotransferase (119,2 + 12,6),
comparados ao grupo controle (32,2 + 6,30; 0,40 £+ 0,05; 60,8 + 2,22; 78,2 + 4,25,

respectivamente) (Tabela 2).



Tabela 2. Perfil bioquimico e hematol6gico dos animais.
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Grupos
Parametros bioquimicos
Controle Cromo (III) 500 pg/m?
Ureia (mg/dL) 32,2 +£6,30 59,4 +£726%
Creatinina (mg/dL) 0,40 + 0,05 4,48 +0,522
ALT (IU/L) 60,8 £2,22 82,6 + 8,24 *
AST (IU/L) 78,2 £4,25 1192 +12,6°
Parametros hematolégicos
Série vermelha
HEM (10'?/L) 9,80 + 1,00 8,23 +0,77
HGB (g/dL) 14,7+ 1,16 155+1,34
HTC (%) 54,2 £3,27 542 +£1,63
VCM (fL) 55,6 £4,41 66,3 £ 7,36
HCM (pg) 15,0 £ 1,09 19,0 £3,11
CHCM (g/dL) 27,1 £0,84 28,5 +£ 1,66
Série branca
Leucécitos (p/mm?) 3252 £ 984,1 3090 + 828.,4
Neutréfilos (10%/L) 9,78 £2,20 8,46 + 2,80
Linfécitos (10°/L) 74,2 £5,42 86,0 + 5,02
Eosinéfilos (10°/L) 0,2 +0,05 0,1 +£0,04
Mondcitos (10%/L) 0,50 £ 0,05 1,20 £ 0,05
Outros
Plaquetas (10°/L) 745,2 + 40,6 812,4 £ 62,5

Os valores representam a média + E.P.M., n=40. HEM: hemdcias; HGB: hemoglobina, HTC: hematdcrito; VCM:

volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de hemoglobina

corpuscular média. As diferencas entre os grupos foram determinadas por Andlise de Varidncia (ANOVA),

seguido de Tukey como post hoc teste, *p<0,01, comparado com o grupo controle.

Compostos de cromo quando ingeridos, especialmente na forma hexavalente, sdo

eficientemente reduzidos para a forma trivalente (III) pelo suco géstrico (DE FLORA, et al.,

1989), tendo como mediador desse processo, o ascorbato (ATSDR, 2000). Além disso, a forma

hexavalente inalada pode ser reduzida para a forma trivalente no fluido epitelial do revestimento

dos pulmdes por ascorbato e glutationa (SUZUKI; FUKUDA, 1990). Standeven e Wetterhahn

(1989) destacam que o cromo (VI) entra rapidamente nas células por difusdo através de um
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canal anidnico inespecifico, sendo reduzido para a forma trivalente no citoplasma celular;
enquanto que para o cromo (III), as células sdo relativamente impermeaveis, o que pode
justificar a auséncia de alteracdes hematoldgicas observadas no presente estudo.

Além disso, levantamentos epidemioldgicos apontam que o cromo total (56,9%) e o
cromo hexavalente (78%) apresentam valores significativamente mais elevados no sangue de
individuos ocupacionalmente expostos, comparados a individuos ndo expostos. No entanto,
nenhuma alteracdo foi observada em diferentes pardmetros hematolégicos ao comparar
individuos expostos com ndo expostos, corroborando os resultados deste estudo (RAY, 2016).
Apenas uma pequena variagdo pode ser observada e associada a uma pluralidade de fatores,
além de possiveis efeitos da toxicidade do cromo (AHSAN; SHAKOORI; SHAKOORI, 2006).

Por outro lado, foi observado no presente estudo que o cromo (III) induziu alteragdes
bioquimicas para marcadores de fun¢do hepatica e renal nos animais expostos. Dados similares
foram observados apds a instilagdo intratraqueal de cloreto de cromo (CrCls) em coelhos. A
exposi¢do ao cromo resultou em sua absorcdo parcial no sangue e confinamento do material
absorvido no plasma dos animais, com pequenas quantidades também depositadas no figado e
nos rins, demonstrando alteracdes dos marcadores de funcdes destes tecidos (WIEGAND;
OTTENWALDER; BOLT, 1987).

No trabalho de Ogbomida et al. (2018) foi observado que ratos expostos ao cromo
apresentaram um aumento significativo nas plaquetas, granuldcitos e mondcitos, enquanto os
linfécitos e a largura de distribuicdo dos globulos vermelhos (RDW) eram baixos. Os
marcadores bioquimicos e redox dos perfis hepético e renal mostraram diminui¢do da alanina
transaminase (ALT) e aspartato transaminase (AST) no figado. A creatinina e a ureia nos rins
também diminuem, enquanto as proteinas totais aumentam significativamente.

Além disso, estudos bioquimicos apontaram que alteracdes na concentracao e atividade
de algumas enzimas sdo expressivas em ambientes com elevada presenca de cromo.
Bozcaarmutlu e Arinc (2007) relataram que o cromo € um forte inibidor da atividade da
Citocromo-P450-redutase em peixes, independentemente de seus estados de oxidacdo. Outro
estudo, utilizando carpa indiana, destacou que o cromo ndo induz aumento nos marcadores
alanina aminotransferase (ALT) ou aspartato aminotransferase (AST) em Labeo rohita
(VUTUKURU et al., 2007). Por outro lado, niveis elevados de ALT e AST foram relatados
para exposi¢ao ao cromo na CLso de 61 mg/L por 24h e 96h de exposi¢ao. Assim, € evidente
que o ambiente contaminado com cromo induz vdérias alteragdes bioquimicas, citolégicas e

fisiolégicas, mesmo apds uma exposicao aguda (BAKSHIA; PANIGRAHI, 2018).
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4.3 Peso de orgaos e analise histopatologica

O exame macro e microscopico de Orgdos para avaliar os efeitos téxicos de
contaminantes tornou-se uma ferramenta vital na detec¢@o precoce de alteragdes na morfologia
tecidual. Esta ferramenta também tem sido utilizada como biomarcador para avaliar a
toxicidade de vérios poluentes (GURCAN et al., 2009).

No presente estudo, apds 14 semanas de exposi¢ao atmosférica ao cromo (III), ndo
foram observadas alteragdes do peso absoluto de 6rgdos (pulmao, figado e rins) dos animais,
comparados ao grupo exposto ao ar filtrado HEPA. Os valores dos pesos estdo apresentados na
Tabela 3. Também, nenhuma alteracdo macroscépica evidente foi observada nos tecidos
supracitados. Doses elevadas (equivalentes a 100 mg Cr/kg/dia, durante 4 semanas) de cromo
(IIT) também nao afetaram a massa corporal, a razdo de eficiéncia alimentar ou a massa de

orgdos de ratos Wistar em exposi¢do ao metal, conforme estudo de Wang et al., 2017.

Tabela 3. Perfil do peso absoluto de 6rgios dos animais.

Orgios Controle Cromo (III) 500 pg/m?
Pulmao (g) 1,14 £ 0,08 1,24 + 0,06
Figado (g) 4,38 + 0,80 4,69 £0,78

Rins (g) 1,25 £ 0,03 1,22 + 0,08

Os valores representam a média + E.P.M., n=40. As diferencas entre os grupos foram determinadas por Andlise

de Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste. *p>0,05 comparado ao grupo controle.

Por outro lado, a andlise histopatoldgica dos tecidos relevou alteracdes no tecido renal,
hepatico e pulmonar dos animais expostos ao cromo (III), comparado ao grupo controle. No
tecido hepético dos animais expostos ao cromo (III), foi observado um grau leve (aumento
discreto) de lesdes nos hepatdcitos, acompanhado de pequenas dilatacdes nos sinusoides
(Figura 2B, asterisco), ao redor da veia central (Figura 2B, seta). Além disso, ndo foram
observadas caracteristicas histopatoldgicas de carcinoma ou hiperplasia, com auséncia de dreas
de necrose. Em sistemas bioldgicos, evidéncias apontam que metais podem afetar organelas e
componentes celulares, como membrana celular, mitocondrial, lisossoma, reticulo
endoplasmadtico, nucleos e algumas enzimas envolvidas no metabolismo, desintoxicacdo e
reparacdo de danos do DNA (WANG; SHI, 2011).

Os fons metdlicos, em especial, podem interagir com componentes celulares, como

DNA e proteinas nucleares, causando danos ao DNA e mudangas conformacionais que podem
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levar a modulacao do ciclo celular, carcinogénese ou apoptose (BEYERSMANN; HARTWIG,
2008). Nesse estudo, nao foram evidenciadas alteragdes expressivas da histoarquitetura
hepatica dos animais expostos ao cromo (III).

Por outro lado, no tecido renal foi evidenciado obliteracdo da capsula de Bowman
(Figura 2C, seta), com presen¢a de hemorragia (Figura 2C, asterisco). Além disso, a andlise
histopatoldgica do pulmao revelou hiperplasia do epitélio bronquiolar (Figura 2F, seta), com
infiltracdo de células leucociticas peribronquiolares (Figura 2F, asterisco), indicando aumento
leve-moderado de lesdo do tecido pulmonar decorrentes da exposi¢do ao cromo (III).

No estudo de Salama et al. (2016) foram evidenciadas lesdes histopatoldgicas mais
graves em tecidos pulmonares de ratos tratados com dicromato de potdssio (2 mg/kg) intranasal,
sob a forma de lesdo aguda, reacdo inflamatodria e alteragdes apoptéticas, acompanhadas de
elevacdo de estresse oxidativo. As lesdes pulmonares que foram demonstradas nos grupos
tratados com o cromo, indicaram a penetracdo efetiva deste metal através da mucosa nasal e
inducdo de toxicidade tecidual. Esses achados corroboram com os dados desta pesquisa e com
os eventos observados nos estudos de Toya et al. (1999), que demonstraram inflamacao alveolar
e intersticial e formacdo de granulomas em ratos apods a instilacdo intratraqueal de compostos
de cromato. Em conjunto, estes dados ressaltam que o metal efetivamente induz irritabilidade
ao trato respiratorio e tecido mucoso (SCHNEIDER et al., 2012).

Diferentes estudos avaliaram os efeitos teciduais do cromo e seu potencial como agente
carcindégeno, em especial, na forma de oxidagcdo hexavalente. Por outro lado, o padrao de
deposicdo de cromo (III) no trato respiratdrio, seu perfil toxicocinético e penetracdo celular,
bem como seu provdvel efeito carcinogénico, ainda permanecem ndo esclarecidos e
controversos (Figura 13) (URBANO; FERREIRA; ALPOIM, 2008; URBANO; FERREIRA;
ALPOIM, 2012).
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Figura 13. Alteracdes histopatoldgicas em figado, rins e pulmao dos animais.

A: Seccdo hepdtica do grupo controle, mostrando arquitetura dos sinusoides preservadas, ao lado da veia
central (seta). B: Sec¢@o hepdtica do grupo exposto ao cromo, mostrando leve dilatagdes nos sinusoides
(asterisco) ao redor da veia central (seta). C: Secdo renal do grupo controle, mostrando histoarquitetura
glomerular normal (seta). D: Secdo renal do grupo exposto ao cromo, mostrando obliteracdo da capsula de
Bowman (seta) e presenca de hemorragia (asterisco). E: Se¢@o pulmonar do grupo controle, mostrando
parénquima pulmonar normal com epitélio bronquiolar (seta) normal e alvéolos normais. F: Se¢do pulmonar
do grupo exposto ao cromo, mostrando hiperplasia do epitélio bronquiolar (seta) com infiltracdo de células

leucociticas peribronquiolares (asterisco). x40.

E importante considerar que a exposicdo cronica tem papel fundamental nos processos
de carcinogénese. No presente estudo, o periodo de exposi¢do ao cromo (III) foi de 14 semanas,
por via inalatéria. E possivel que um periodo maior de exposi¢cdo ao metal possa apresentar
resultados mais consolidados quantos aos danos teciduais e celulares, bem como outros
mecanismos que colaboram para o desenvolvimento de carcinogénese, considerando que as
formas mais biodisponiveis de cromo (III), podem contribuir para o desequilibrio redox celular,
induzindo a formacdo de radicais livres no citoplasma celular, e estes, por sua vez, possam
interagir com o material genético, ocasionando instabilidade gendmica e consequentemente,

cancer (KE; COSTA, 2007; LEVINA; LAY, 2008).
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4.4 Avaliacao do perfil antioxidante

Os animais expostos ao p6é de cromo (III) apresentaram elevacgao (p<0,05) da atividade
da enzima catalase em comparacio ao grupo controle (Tabela 4). Na avaliacdo da atividade da
enzima superéxido dismutase foi observado também um aumento durante as semanas de
exposi¢do ao metal, comparado ao grupo controle, ndo exposto (Tabela 4).

Por outro lado, as concentragdes de glutationa reduzida nos eritrcitos dos ratos
expostos ao cromo (III) apresentaram diminui¢do (p<0,05) durante as semanas de tratamento,
comparado ao grupo controle. Comportamento similar foi também observado para os niveis de
glutationa peroxidase (GPx) (Tabela 4) em eritrécitos de ratos expostos ao cromo (III). Cabe
ressaltar que houve uma redug@o proeminente (p<0,05) nos niveis de GPx ao final da 12% e 14*

semanas de exposicdo ao cromo (III), comparado as demais semanas de exposicao.
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Tabela 4. Niveis de catalase, superoéxido dismutase e glutationa nos animais em exposi¢ao ao

cromo (III) e ar filtrado (HEPA).

Semana de

exposico/grupo CAT SOD GPx GSH

. Cr (III) 18,6 £4,02 % 2,78+0,11°% 86,2+124% 228+1,26%
Controle 11,2 +£2,20 1,62 £ 0,08 185,6 +£32,2 38,1 £7,24

s4 Cr (III) 21,7+3,27°% 2,81 +0,14% 91,2+ 14,12 243+240°%
Controle 11,8 + 1,98 1,65 £ 0,02 179,3 £29,5 36,1 £ 6,48
Cr (III) 20,2 +6,89 % 2,60+0,14% 83,2+139% 21,0£1,39%

50 Controle 12,4 £2,36 1,69 £ 0,06 174,2 + 30,2 38,9 £9,21
Cr (III) 24,1 £5,28°% 2,86 +0,10% 90,5+9,2% 18,4 +3,74%

>8 Controle 13,6 £3,50 1,70 £ 0,06 182,1 £26,8 40,2 £ 6,82
Cr (III) 22,4 +3,87% 2,74+0,16 % 82,2+128% 19,3+£3,02%

S10 Controle 14,1 £ 4,08 1,68 £ 0,10 181,0 £23,1 32,7+ 10,0

si Cr (IIT) 26,3+£3,24% 2,77+0,10% 754 +10,8° 17,8 £4,80*
Controle 16,9 + 3,17 1,65 £ 0,04 179,6 £ 28,9 37,3 +£8,12

s Cr (III) 253+2,66% 2,85+0,13% 654 +13,6° 14,7 +3,12%
Controle 13,0 £ 4,23 1,71 £ 0,08 174,2 + 30,2 39,0 £9,18

Os valores representam a média + E.P.M., n=40. As diferencas entre os grupos foram determinadas por Anélise
de Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, *p<0,01, comparado com o grupo controle.
5p<0,01 comparado a todas as semanas de exposi¢do ao cromo (III). CAT: catalase (uM/mg de proteina). SOD:
Superdxido dismutase (uUM/mg de proteina). GPx: glutationa peroxidase (U/g de hemoglobina). GSH: glutationa
redutase (U/g de hemoglobina) S: semana de exposicéo. Cr (III): cromo trivalente [500 pg/m?]. Controle: ar filtrado

[HEPA].

As espécies reativas de oxigénio (EROs) podem causar danos oxidativos aos organismos
e, assim, desempenhar um papel importante em muitas doencas, como envelhecimento, artrite,
aterosclerose, enfisema e cancer (MITRA et al., 2019). A maneira mais eficaz de eliminar as
EROs sdo por meio dos antioxidantes. Os organismos vivos desenvolveram sistemas
antioxidantes complexos para combater as EROs e para reduzir seus efeitos adversos. A soma
de antioxidantes representa a atividade antioxidante total de um sistema. Esses sistemas
antioxidantes incluem enzimas, como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e GPx; e
macromoléculas, como albumina, ceruloplasmina, ferritina e outras substincias, a exemplo do

acido ascoérbico, glutationa reduzida, a-tocoferol e B-caroteno (LI; JIA; TRUSH, 2016).
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A SOD € uma enzima que catalisa a dismutacdo de radicais superéxido em oxigénio
molecular e peréxido de hidrogénio, atuando como importante agente antioxidante (YOUNUS,
2018). O perdxido de hidrogénio, espécie reativa ndo radicalar, € posteriormente convertido em
oxigénio molecular e dgua pela CAT (MARTINS; ENGLISH, 2014). Por sua vez, a GPx
catalisa a reducdo de hidroxiperdxidos, incluindo peréxido de hidrogénio e produtos de
peroxidacdo lipidica, por meio da glutationa reduzida (GSH), finalmente protegendo as células
contra os danos oxidativos. A SOD em conjugacdo com CAT e GPx eliminam os radicais
intracelulares e extracelulares, bem como inibem a peroxidagdo lipidica induzida por radicais
hidroxila (RODRIGUEZ-SUREDA, 2015).

Alguns estudos se concentraram na citotoxicidade induzida por metais via mecanismos
oxidativos (SALAMA; HEGAZY; HASSAN, 2016; VALKO et al., 2016). A formacao de
EROs mediada por metais pode causar varias modificacdes nas bases do DNA, maior
peroxidacao lipidica e alteracdes na homeostase celular (RAY; HUAN; TSUIJIL, 2012). Alguns
desses elementos sdo ferro, cromo, niquel e molibdénio. Um estudo relatou que o cromo (I1I)
induziu estresse oxidativo no cérebro, figado e rim de peixes (VELMA; TCHOUNWOU,
2010). As EROs podem reagir com o DNA (formando adutos cromo-DNA e ligacOes cruzadas
DNA-DNA), bem como com vdrias organelas celulares, a exemplo de microfilamentos,
mitocOndrias e lisossomos (O'BRIEN; CERY AK; PATIERNO, 2003).

O estudo desenvolvido por Terpilowska e Siwicki (2019), em culturas celulares de
hepatocarcinoma HepG2 e fibroblastos de embrides de camundongo A31, apontaram que a
atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx estavam baixas, sendo insuficientes para
neutralizar os radicais hidroxila gerados pelo cromo (III) e ferro (III). Os radicais hidroxila
podem interagir com lipidios e induzir a formagao de peréxido lipidico (ROOH) e produtos
derivados da peroxidacao lipidica, como o malondialdeido (MDA).

Ressalta-se que a SOD e CAT ndo podem neutralizar os produtos da peroxidacio
lipidica. No presente estudo, as enzimas antioxidantes (CAT e SOD) se elevaram,
provavelmente, em resposta a grande quantidade de radicais hidroxila formados pelo cromo
(III). Estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos por Dtugosz et al. (2012) e Chen
et al. (2007). Além disso, foi possivel observar que a atividade de GPx estava baixa, sendo
incapaz de neutralizar esses produtos. Terpilowska e Siwicki (2019) aponta que,
provavelmente, com o aumento da concentracdo de MDA, ocorre uma diminui¢do também da
atividade de GPx.

A produgdo de EROs € considerada um possivel mecanismo de toxicidade, que pode

levar a danos no DNA (AshaRani et al., 2009). Foi evidenciado que o Cr (III) também pode
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gerar EROs intracelulares quando examinados pelo corante permedvel a célula DCFDA,
indicando assim que o estresse oxidativo pode ser o mecanismo primdrio para sua toxicidade
(SANAPATI et al., 2015).

O Cr (IIT) € um metal de transicao capaz de ativar a reacao de Fenton (CHAGAS et al.,
2019). Os resultados Staniek et al (2010). confirmam que o Cr(III) é capaz de gerar EROs, o
que levaria ao potencial genotdxico, podendo induzir inimeras lesdes no DNA, que levam a

delecao, mutacao e dano oxidativo ao DNA.

4.5 Avaliacao do perfil de peroxidacao lipidica e niveis de nitrito

Os resultados da anélise de marcadores de estresse oxidativo evidenciaram um aumento
(p<0,01) nos niveis basais de malonaldeido e nitrito nos eritrécitos de ratos expostos ao cromo
(IIT), comparados aos ratos do grupo controle. Ressalta-se que os marcadores apresentaram
aumento a cada semana de avalia¢do, conforme os dados apresentados na Tabela 5. No entanto,
também foi possivel observar que houve um aumento proeminente dos niveis de MDA na
ultima semana de exposi¢do ao cromo (III), comparado as demais semanas de exposicao, bem

como ao grupo controle.



Tabela 5. Niveis dos marcadores de peroxidagao lipidica e nitrito.
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Semanas/grupo MDA NO:-
(nM/mg de proteina) (uM/mg de proteina)
- Cr (III) 1,40 £0,20 # 1,23+0,05%
Controle 0,42 + 0,05 0,15+0,22
s4 Cr (III) 4,76 £ 0,68 * 1,81 £0,02%
Controle 0,50 + 0,02 0,12+ 0,10
Cr (III) 3,26 +£0,86% 1,45+0,15%
36 Controle 0,36 + 0,04 0,14 + 0,16
Cr (III) 4,62+042° 1,39 £0,18%
58 Controle 0,47 +0,10 0,17 £0,10
Cr (III) 6,22 +0,58% 1,46 +£0,14%
310 Controle 0,51 +0,12 0,12 +0,14
Cr (III) 6,84 +0,58% 2,16 £0,14%
>12 Controle 0,60 £ 0,21 0,20 £ 0,05
s Cr (III) 11,98 +0,65° 2,79 +£0,07 %
Controle 0,54 + 0,08 0,15+0,12

Os valores representam a média + E.P.M., n=40. As diferencas entre os grupos foram determinadas por Anélise
de Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, p<0,01, comparado com o grupo controle.
5p<0,01 comparado a todas as semanas de exposi¢do ao cromo (III). MDA: malondialdeido. NO,-: Nitrito. S:

semana de exposi¢do. Cr (III): cromo trivalente [500 pg/m?]. Controle: ar filtrado [HEPA].

O aumento simultaneo do estresse oxidativo e diminuicao dos sistemas antioxidantes
indica riscos para o desenvolvimento de neoplasias (PANDE et al., 2011). Muitos estudos
descrevem que as espécies reativas derivadas de oxigénio (EROs) e espécies reativas derivadas
de nitrogénio (ERNs) estdo envolvidas na etiologia e progressdo de vdrios tipos de cinceres
(RALPH et al., 2010; ROCKENBACH et al., 2011; VALLEJO et al., 2013). Estas ERNs tém
sido associadas ao desenvolvimento da carcinogénese por mecanismos que envolvem danos ao
DNA, contribuindo para o surgimento de mutacdes e aberracdes cromossomicas em diferentes
tecidos (GUPTA et al., 2012). E importante destacar que a redugio de cromo (VI) para cromo
(III) resulta na formacdo de intermedidrios reativos, levando a lesdes celulares e danos
oxidativos em diversos tecidos (PATLOLLA et al., 2009).

O malondialdeido (MDA) € o produto resultante da peroxidacdo induzida por radicais

livres em acidos graxos poliinsaturados das membranas, sendo este um importante indicador de
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estresse oxidativo (BADJATIA et al., 2010). O aumento das concentracdes plasmaticas de
MDA no soro, bem como no cancer de pulmao de pacientes ja foi relatado por varios autores
(GONENC et al., 2001 OTSMANE et al., 2018; ZABLOCKA-SEOWINSKA et al., 2019). Os
resultados deste estudo demonstram uma elevacdo de MDA nos animais expostos ao cromo
(IIT) em comparacao ao grupo controle, corroborando os estudos anteriores que sugerem um
aumento da peroxidacao lipidica em situagdes de estresse oxidativo e cancer de pulmao.

Cabe ressaltar que este estudo avaliou o estresse oxidativo em nivel celular, evidenciado
a sua importancia quando associado aos marcadores do metabolismo lipidico, de forma similar
aos resultados obtidos no estudo de Terpilowska e Siwicki (2019), que observaram a inducdo
de estresse oxidativo pelo cromo (III) em fibroblastos de embrides de camundongos e células
de carcinoma hepético. Além disso, o estudo de Fatima et al. (2017) demonstrou aumentos na
concentracdo de MDA acompanhados de niveis reduzidos de SOD e GSH em rins e cérebro de
ratos Wistar, expostos a nanoparticulas de 6xido de cromo em relacdo ao grupo controle,
destacando que o padrao de toxicidade € claramente dependente da dose e duracdo da exposi¢cao
a0 cromo.

Niveis elevados de ERNGs, alteracdo no balango redox e sinalizagdo redox desregulada
sdo caracteristicas comuns da progressdao do cancer e da quimiorresisténcia (KAMM et al.,
2019). Ha evidéncias demonstrando que o 6xido nitrico, nitrito e nitrotirosina estio aumentados
em pacientes com cancer de pulmao. Os efeitos destas moléculas na biologia tumoral sdo
amplos, abrangendo seu envolvimento na transformagdo celular, formacdo de lesdes
neoplasicas e iniciacdo e regulacdo da cascata metastatica (SZILI et al., 2018). Também,
participam de eventos genotdxicos (ROJAS-WALKER et al., 1995), podendo mediar lesdes ao
DNA, pela modificacdo direta do DNA ou pela inibicdo dos mecanismos de reparo do DNA
(FOLKES; O'NEILL, 2013).

Os ERNs podem induzir quebras da fita de DNA, bem como produzir diferentes tipos
de mutagdes no DNA. No presente estudo foi verificado um aumento semelhante nos niveis de
NO> determinado pelo método de Griess. Além disso, niveis elevados de nitrito foram

relacionados ao estresse oxidativo e danos ao DNA (CHENG et al., 2019).
4.6 Investigacao dos danos ao DNA
Ap6s 14 semanas de exposi¢ao ao cromo (III), foi evidenciado aumento (p<0,05) do

nivel e frequéncia de danos ao DNA de células nucleadas da medula dssea dos ratos, comparado

ao grupo controle (Figura 14A e B). Além disso, o perfil fotomicrografico das células dos
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animais expostos ao cromo apresentou nucleoides com extensa fragmentacdo do material

genético (Figura 14D).

Figura 14. Perfil do nivel e frequéncia de danos ao DNA de células da medula éssea de ratos

expostos ao cromo (IIT) 500 ug/m? e ao ar filtrado (HEPA).
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A: indice de danos ao DNA. B: frequéncia de danos ao DNA. ?p<0,05 comparado ao grupo controle
(ANOVA, Tukey). C: perfil fotomicrogréfico das células de medula éssea dos animais do grupo controle
(expostos ao ar filtrado, HEPA). D: perfil fotomicrografico das células de medula dssea dos animais expostos

ao cromo (III). x40.

Curiosamente, os estudos que consideram o efeito do cromo (III) in vivo sdo amplamente
negativos em relacao aos resultados genotéxicos (EASTMOND; MACGREGOR; SLESINSKI,
2008). No entanto, alguns relatos apontaram a ocorréncia de ligacdes cruzadas de DNA-
proteina detectadas em hepatdcitos de ratos F344, expostos ao cromato de potdssio durante 3
semanas (COOGAN et al., 1991). Além disso, dados de estudos que relacionam risco
ocupacional e exposicao cronica ao cromo, indicam genotoxicidade (por meio de quebras das
fitas de DNA) e eventos mutagénicos, pela indu¢@o de instabilidade gendmica (SBRANA et
al., 1990; MEDEIROS et al., 2003; MEIBIANA et al., 2008; AMARAL et al., 2015). Outros
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relatos sugerem que a exposi¢do ao cromo (III) a longo prazo aumenta o risco de cinceres
(MANCUSO, 1997).

Wang et al. (2017) também observou genotoxicidade a partir da suplementacao dietética
com um complexo de propionato de cromo (III) em ratos Wistar fémeas, utilizando o ensaio
cometa em linfécitos de sangue periférico dos animais expostos. O cromo trivalente combina-
se com vdrias macromoléculas, incluindo material genético dentro do citosol, expondo seu
perfil citotéxico e por vezes mutagénico (BAKSHIA; PANIGRAHI, 2018). Além disso,
resultados in vivo sugerem que o cromo (III) induz danos ao DNA e mutagenicidade em
leveduras e células Jurkat, ressaltando seu potencial genotéxico. Estes dados fornecem
evidéncias inequivocas dos efeitos genotdxicos induzidos por compostos de cromo (III) (FANG
et al., 2014.

O Cr (III) apresenta genotoxidade devido a sua distinta solubilidade em dgua, cobrindo
uma ampla gama de testes de efeitos genéticos e relacionados. Compostos de Cr (VI),
dicromatos e cromatos de potdssio, s6dio e amonio, trioxido de cromo e cromatos de célcio
induzem danos ao DNA, mutagdo genética, troca de crométides irmas, aberracdo cromossdmica
e células transformacgdo. Mutagdes letais dominantes foram observadas em uma variedade de
sistemas de teste em células humanas e animais em cultura e em animais experimentais que sao
expostos in vivo a diferentes compostos de cromo
(ARUNACHALAM; ANNAMALAI; KURUVA, 2013; AHMED et al., 2013).

O mecanismo de genotoxicidade do Cr (III) é devido ao mesmo ser utilizado como
produto de reducao intracelular apds sua penetracdo na célula. Cr (VI) € rapidamente absorvido
pelas células através do sistema de transporte de sulfato, e é prontamente reduzido a forma
trivalente por redutores celulares, como 4cido ascérbico, glutationa e flavoenzimas, incluindo
citocromo P-450, glutationa redutase e riboflavina , e induz efeitos genotoxicos. Na presenca
de glutationa, foi demonstrado que o Cr (III) produz adutos de DNA genotdxico que inibem a
replicacdo do DNA e sdo altamente mutagénicos por natureza.( SELLAPPA et al., 2010; LOU
et al., 2013).

O complexo de cromo com niacina presente no granulo de fibra estavel ndo induziu
genotoxicidade em um teste de micronucleo realizado com camundongos. Uma avaliagdo de
toxicidade oral de 28 dias dependente da dose de SFG para ratos ndo revelou efeitos
significativos na mortalidade, peso corporal, pesos de 6rgaos selecionados e comportamento.
AvaliacOes de hematologia, bioquimica clinica e histopatologia ndo mostraram efeitos adversos

em ratos tratados com 5000mg/kg por dia (WU et al., 2018).
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O dano ao DNA pode induzir a morte celular ou a carcinogénese, consequentemente
perturbando as fungdes celulares normais. No estudo de Saud Alarifi; Alkahtani (2016) os
autores encontraram efeitos prejudiciais ao DNA causados pelo Cr (III) em células 1.929 usando
o teste do cometa, que identifica quebras de fita dupla e simples em danos minimos ao DNA.

Tais resultados corroboram também com Singh et al (2016) o ensaio do cometa foi
avaliado por sua capacidade de detectar DNA danificado por oxidacao in vitro induzido pelo
Cr(III) e o estudo mostrou que o método pode detectar aumento dependente da dose no dano

em ambos linhagens celulares.

4.7 Perfil de mutagenicidade e morte celular

Os resultados a partir da avaliagdo mutagénica (evidenciada pela frequéncia de
microntcleos em células da medula dssea) apontam que os ratos em exposi¢ao atmosférica ao
p6 de cromo (II1) 500 ug/m?® apresentaram elevada (p<0,05) frequéncia de micronticleos (Figura

15) em eritrécitos policrométicos, comparado ao grupo controle.
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Figura 15. Perfil mutagénico em células da medula dssea de ratos expostos ao cromo (III) 500

ug/m? e ao ar filtrado (HEPA).
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A: nivel de microntcleos em 2000 eritrdcitos policromaticos de medula 6ssea. *p<0,05 comparado ao grupo
controle (ANOVA, Tukey). B: perfil fotomicrografico da medula éssea de animais expostos ao cromo (III),

apresentando microndcleos (seta). x100.

Os danos genotoxicos com intensidade superior desencadeiam instabilidade gendmica
ndo reparada juntamente com genotoxicidade extensa e, a nivel cromossdOmico/molecular,
podem causar mutacdes no DNA (ZHANG et al., 2014). Estes eventos decorrem de rearranjo
cromossdmico ou perda, bem como ndo disjungdo, resultando na formagdo de microntcleos
(BHATIA; KUMAR 2013).

Os microntcleos podem ser formados ao longo da eritropoiese em roedores adultos
(KRISHNA; HAYASHI, 2000). Na medula, eritroblastos que excluem o nicleo apds 6 h da
mitose final, originam eritrdcitos policromaticos (EPC), células basoéfilas que contém RNA no
citoplasma. Os EPC sofrem um processo de maturagdo, originando os eritrocitos
normocromaticos (ENC), com coloragdo mais opaca (MAVOURNIN et al., 1990). Assim, os
agentes clastogénicos e/ou aneugénicos sio capazes de originar fragmentacdo cromossdmica
ou perdas cromossdmicas, durante a divisao destas células, que ndo estardo integradas no nicleo
da célula filha, resultando em micronucleo. A elevada frequéncia de EPC micronucleados
sugere dano cromossdmico (FENECH; MORLEY, 2001).

Além disso, a interagdo com a ligacao fosfodiéster do DNA (adutos de cromo-DNA) é

uma das mais abundantes lesdes genéticas induzidas por cromo em células de mamifero e uma
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das principais hipéteses de mecanismos de mutagenicidade deste composto (SALNIKOW;
ZHITKOVICH, 2008). Além disso, Fang e colaboradores (2014) demonstraram que o cromo
(IIT) interfere com os pares de bases do DNA, levando a clivagem e degradacdo do material
genético. Estas evidéncias harmonizam com os resultados do presente estudo.

A partir da exposi¢do a agentes genotoxicos e mutagénicos, como o cromo (III), a célula
sofrerd parada do ciclo celular, como ponto de verificagcdo e corre¢do de danos ao DNA. Como
consequéncia dos danos genéticos irrepardveis, a célula serd eliminada por meio da ativagdo de
mecanismos de morte, como apoptose (MOBAHAT et al., 2014).

Virios relatos demonstram o papel critico da apoptose em desordens induzidas por
metais, tais como neurotoxicidade, distirbios auto-imunes, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade
e carcinogénese (RANA, 2008; TCHOUNWOU et al., 2012; JAISHANKAR et al., 2014). Por
outro lado, a ineficéncia do sistema de reparacdo podera desenvolver resisténcia a morte celular,
levando a uma sobrevivéncia celular a longo prazo, processo comum na carcinogénese
(GOLDAR et al., 2015).

A apoptose € um mecanismo de suicidio celular geneticamente regulado que
desempenha um papel essencial no desenvolvimento e na defesa de organismos
multicelulares. As células apoptdticas sdo geralmente caracterizadas por uma série de
caracteristicas morfoldgicas, moleculares e bioquimicas (HAYASHI et al., 2004). No estudo
de Senapati (2015) utilizando o Cr(III), mudangas morfoldgicas foram evidentes em células
apoptoticas como condensacdo nuclear e fragmentacdo foi observada por microscépio de
fluorescéncia, enquanto as células de controle eram redondas e sauddveis. A alteracdo no
potencial da membrana mitocondrial também € conhecida por ser um evento precoce na
apoptose.

Neste estudo, o cromo (III) 500 pg/m® induziu aumento de apoptose e necrose em
células da medula dssea de ratos, comparado ao grupo controle (Figura 16). Resultados
similares foram identificados por Balamurugan et al. (2002) em células do sangue. A apoptose
induzida por cromo (III) em linfécitos foi mediada através da producao de EROs, que por sua
vez ativaram tirosina-quinases da familia Src, associadas aos mecanismos de apoptose. Além
disso, células A549 de carcinoma pulmonar humano e células HaCaT de queratindcitos
humanos expostas a nanoparticulas de 6xido de cromo (III), apresentaram aumento no nivel de
EROs e ativacdo de sistemas de defesa antioxidante. A exposi¢ao destas células desencadeou
na ativagdo de caspase-3, mediador de morte celular, resultando em uma diminui¢do da

viabilidade celular e aumento de apoptose (HORIE et al., 2013).
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Figura 16. Percentual de apoptose e necrose em células de medula dssea de ratos expostos ao
cromo (IIT) 500 pg/m? e ao ar filtrado (HEPA). A: percentual de apoptose em 2000 células de
medula dssea. B: percentual de necrose em 2000 células de medula 6ssea. p<0,05 comparado
ao grupo controle (ANOVA, Tukey). C: perfil fotomicrografico da medula dssea de animais

expostos ao cromo (III), apresentando apoptose (seta branca) e necrose (seta preta). x100.
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No estudo de Catelas et al. (2005) onde foram colocados macréfagos expostos a cromo
IIT a apoptose foi predominante apds 24 h nas concentragdes de 100, 200, 300, 400 e 500 ppm.
No entanto, altas concentracdes(300, 400 e S00ppm) induziram principalmente necrose apds 48
h nos macr6fagos expostos ao cromo.

Também, andlises de varios marcadores de danos celulares; isto é, atividade
mitocondrial, integridade nuclear e estresse oxidativo demonstraram que o hidréxido de acetato
de cromo, forma quimica de cromo (III) origindrio de processos industriais, testado em células
Hep-2, interage diretamente com organelas subcelulares induzindo apoptose e necrose
(RUDOLF; CERVINKA, 2003).

Catelas et al. (2005) observou que macréfagos de camundongos expostos in vitro ao
cromo (III) 500 ppm por 48 h apresentaram elevada porcentagem de células em necrose,
comparado a apoptose. Este estudo demonstrou que a citotoxicidade nos macréfagos induzida
por cromo (IIT) depende da duracdo de sua exposicao, o que aponta para o potencial desse metal
em induzir danos aos tecidos por necrose, se presentes em grandes concentragdes in vivo.

As evidéncias apresentadas nos topicos anteriores destacam que o cromo (III) na

concentracdo atmosférica de 500 pg/m? tem potencial para induzir danos oxidativos, que por
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sua vez resultam em danos ao material genético, contribuindo para instabilidade gendmica, o
que pode favorecer o desenvolvimento de neoplasias. Os possiveis mecanismos envolvidos no

processo de instabilidade gendmica e carcinogénese estdo sumarizados na Figura 17.

Figura 17. Possiveis mecanismos de instabilidade gendmica e carcinogenicidade induzida pelo

cromo (III) em microambiente tecidual.
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O Cr (VI) sofre redugdo para Cr (III) por agentes redutores; as espécies reativas de Cr
(IIT) produzidas durante o ataque a macromoléculas causam citotoxicidade e danos genéticos
(COSTA E KLEIN, 2006). Multiplas vias celulares podem reparar o DNA danificado por Cr:
reparo de quebra de fita dupla de DNA (DSB), reparo de incompatibilidade, reparo de excisdao
de nucleotideo acoplado a transcri¢ao, entre outros (WISE et al., 2008). Um mecanismo de dano
ao DNA induzido por cromo € através da formacgao de adutos de Cr-DNA iniciados por Cr (I1I)
que ocorrem preferencialmente em di-nucleotideos GG e inibem a replicagdo de DNA e a

transcricdo de RNA, podendo levar ao processo mutagénico e carcinogénico (LOU et al., 2021).
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5 CONCLUSAO

A exposicio cronica ao pé de cromo (III) 500 ug/m? induziu alteracdes da funcdo
hepatica, evidenciadas pelo aumento de ALS e AST, bem como alteragdes na fungdo renal, por
meio da elevacdo de ureia e creatinina. A andlise histopatoldgica relevou leve alteragdes nos
sinusoides hepaticos, no entanto, em rins foi evidenciado processo inflamatério e obliteracao
da cdpsula de Bowman. No pulmao, o cromo (III) induziu inflamagao e hiperplasia do epitélio
bronquiolar. O metal também produziu aumento das enzimas catalase e superoxido dismutase,
mas reduziu os niveis de glutationa peroxidase e redutase. Além disso, o cromo (III) elevou os
niveis de malondialdeido e nitritos nos eritrécitos dos animais. Danos genotéxicos foram
também caracterizados pelo aumento do indice e frequéncia de danos ao DNA de células da
medula 6ssea, acompanhados pelo aumento de micronucleos. Por fim, evidenciou-se elevagdo
da frequéncia de apoptoses e necroses em células de medula dssea. Estes dados em conjunto
apontam que a exposi¢do ao cromo (III) tem potencial para ocasionar instabilidade genomica,
por mecanismos envolvidos com o estresse oxidativo. Estes efeitos, por sua vez, estdo

diretamente relacionados com o processo de carcinogénese.
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