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RESUMO

Metais sdo algumas das substancias mais toxicas de grande preocupacgéo
ambiental. O niquel € um destes agentes, sendo que este metal pesado é
naturalmente presente na crosta terrestre. Entretanto, niveis excessivos de niquel
levam a contaminacdo ambiental e podem causar sérios e irreversiveis problemas
de saude. O presente estudo visa avaliar os efeitos téxicos da exposicao aguda e
subcrénica ao niquel, em peixe-zebra (Danio rerio), no estagio larval e adulto. Os
animais foram expostos a quatro diferentes concentragées (0,025, 2, 5 e 15 mg/L
NiCl,) ou &gua (grupo controle) e submetidos a dois tratamentos: agudo e
subcronico. As larvas foram expostas por 2 horas (tratamento agudo: larvas de 5
dias poés-fertilizacdo - dpf - tratadas por 2 horas) ou 11 dias (tratamento
subcronico: larvas tratadas do momento da fertilizacdo até 11 dpf). Os animais
adultos foram expostos por 12 horas (tratamento agudo) ou 96 horas (tratamento
subcronico). Nos dois tratamentos, larvas e adultos expostos apresentaram um
aumento dependente da concentracdo nos niveis de NiCl,, comparados com
animais do grupo controle. A taxa de sobrevivéncia das larvas e embrides nao foi
alterada pelos tratamentos. Entretanto, atraso na eclosdo dos ovos, diminuigdo
dos batimentos cardiacos e alteracdes morfolégicas (diminuicdo do comprimento
corporal e area ocular aos 5 e 8 dpf) foram observados em animais tratados
subcronicamente. O comportamento aversivo e exploratério ndo mostrou
diferencas significativas entre as concentracdes de NiCl,, no tratamento agudo.
Diferentemente, larvas subcronicamente tratadas, analisadas aos 5 dpf,
apresentaram diferencas no comportamento exploratério, exibindo diminuicdo na
distancia percorrida e na velocidade média, na concentracdo de 0,025 mg/L,
enguanto houve um aumento dos mesmos parametros em altas concentracdes (5
e 15 mg/L). Ao longo dos 11 dias de tratamento, 0 comportamento exploratorio
diminuiu significativamente, na concentragdo de 15 mg/L, aos 8 e 11 dpf. Além
disso, larvas submetidas ao tratamento subcrénico com altas concentragfes de
NiCl, (2, 5 e 15 mg/L) apresentaram comprometimento no comportamento
aversivo. Em animais adultos, o tratamento agudo ndo promoveu alteracées na
atividade locomotora. Por outro lado, animais expostos a concentracao de 15
mg/L no tratamento subcrénico demonstraram efeito ansiogénico. A interacao

social néo foi alterada pelos tratamentos. Entretanto, a exposi¢céo ao NiCl, levou a



uma diminuicdo do comportamento agressivo (tratamento subcrénico) e
comprometimento de memoaria (tratamento agudo e subcrénico), em todas as
concentracOes testadas, quando comparados ao grupo controle. No sentido de
avaliar se a exposicdo ao niquel produziu alteracbes no sistema hematoldgico,
avaliamos diferentes células leucocitarias em animais adultos. Os resultados
encontrados mostraram um aumento significativo de mondcitos em animais
expostos de forma aguda e subcronica na concentracdo de 2 mg/L comparado
aos controles. Além disso, para verificar se as alteracbes comportamentais
observadas em animais tratados estavam relacionadas com mecanismos de
morte celular e neuronal, foram realizadas andlises de morte apoptética em larvas
e de marcadores especificos de morte neuronal em larvas e adultos. Os
resultados de morte apoptética, demonstraram um aumento significativo de morte
celular em larvas tratadas de forma aguda na concentracdo de 15 mg/L. No
tratamento subcrénico, aos 5 dpf, houve um aumento de morte apoptética na
concentracéo de 5 mg/L, em 8 dpf nas concentracdes de 5 e 15 mg/L e em 11 dpf
nas concentracdes de 2 e 5 mg/L. Na analise de marcadores especificos de morte
neuronal, os resultados sugerem que as concentracdes de NiCl, testadas em
larvas e adultos ndo alteraram os niveis de proteina dos marcadores de morte
celular. Estes resultados sugerem que a exposi¢do prolongada ao niquel, em
estagios iniciais do desenvolvimento do peixe-zebra, leva a alteracdes
morfologicas, fisioldgicas e déficits na cognicdo e locomocédo, enquanto que, em
animais adultos, foi observado um efeito ansiogénico, comprometimento de
memoéria e diminuicdo do comportamento agressivo. Estas alteracdes
morfolégicas e comportamentais podem estar associadas a efeitos neurotdxicos

causados por este metal.
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ABSTACT

Metals are some of the more toxic substances in the environment. Nickel is one of
them and this heavy metal is naturally present in the earth’s crust. However,
excessive levels of nickel lead to environmental contamination and can cause
serious and irreversible health problems. The aim of this study was to evaluate the
toxicological effects of nickel exposure on cognition and behavior, in larvae and
adult zebrafish (Danio rerio). Larvae and adult zebrafish were exposed to four
different concentrations (0.025, 2, 5, and 15 mg/L NiCl,) or water (control group) in
two treatments: acute and subchronic. Larvae were exposed to NiCl, for 2 hours
(acute treatment: 5-day-old larvae treated for 2 hours) or 11 days (subchronic
treatment: 11-day-old larvae treated since fertilization) and adults were exposed
for 12 hours (acute treatment) or 96 hours (subchronic treatment). In both
treatments, for larvae and adults, exposed animals had a significant concentration-
dependent increase in nickel levels compared to control group. For larvae, the
survival rate was similar in both treated groups compared to control. However, a
significant delay of hatching, a decreased heartbeat rate and morphological
alterations (decrease of body length and ocular area at 5 and 8 days post-
fertilization, dpf) were observed in subchronically-treated animals. Aversive and
exploratory behavior showed no significant differences among doses in acute
treatment. In contrast, larvae analyzed at 5 dpf in subchronic treatment displayed
differences in exploratory behavior, showing decrease in distance traveled and
mean speed, at 0.025 mg/L, whereas there was an increase at same parameters
in higher doses (5 and 15 mg/L). Over the 11 days of treatment, the locomotor
behavior decreased significantly, at 15 mg/L, at 8 and 11 dpf. Furthermore,
subchronic-treated larvae showed impaired aversive long-term memory in the
inhibitory avoidance task in high doses analyzed (2, 5 and 15 mg/L). For adults,
acute treatment did not alter the locomotor activity. Besides, animals submitted to
the concentration of 15.0 mg/L, in subchronic treatment, showed anxiogenic
effects. The social behavior was not altered by treatments. However, the exposure
to NiCl, caused a decrease in aggressive behavior (subchronic treatment) and
impaired memory (acute and subchronic treatments) in all doses compared to
controls. In order to evaluate if nickel exposure produced alterations in the

hematological system, we analyzed different blood cells in adult animals. The



results showed that treated animals submitted to the concentration of 2.0 mg/L, in
acute and subchronic treatment, presented an increase of monocytes.
Furthermore, to verify if the behavioral alterations observed in treated animals
were related to mechanisms of neuronal death, analyzes of apoptotic death in
larvae and specific markers of neuronal death in larvae and adults were
performed. The results of apoptotic death demonstrated a significant increase in
cell death in acutely treated larvae at a concentration of 15 mg/L. In the subchronic
treatment, at 5 dpf, there was an increase in apoptotic death at concentration of 5
mg/L, at 8 dpf, in concentrations of 5 and 15 mg/L and at 11 dpf, in concentrations
of 2 and 5 mg/L. In the analysis of specific markers of neuronal death, the results
suggest that NiCl, concentrations tested in larvae and adults did not alter the
protein levels of cell death markers. These results suggest that prolonged
exposure to nickel in early life stages of zebrafish development leads to
morphological and physiological alterations and cognition and locomotor deficits,
whereas it may cause anxiogenic effects, impaired memory and decrease
aggressive behavior in adult stage. These morphological and behavioral

alterations may be associated to neurotoxic effects damage caused by this metal.
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1. INTRODUCAO

1.1. METAIS PESADOS

Os metais compBem um grupo de elementos quimicos sélidos no seu
estado puro (com exce¢do do mercurio, que é liquido) caracterizados pelo seu
brilho, dureza, boa condutividade de eletricidade e calor, maleabilidade, além de
elevados pontos de fusdo e ebulicdo. Dentre estes elementos, existem alguns que
apresentam uma densidade ainda mais elevada do que a dos demais, e, por iSso
sdo denominados metais pesados (Tchounwou et al., 2012).

Os metais pesados sdo constituintes naturais de todos os ecossistemas,
presentes no ar, solo e agua (Apostoli, 2002). Sua distribuicdo no ambiente é
resultante de processos naturais como atividade vulcanica, erosdes e atividade
bacteriana (Florea e Busselberg, 2006). No entanto, nas Ultimas décadas, a
distribuicdo de metais tem aumentado e inimeras alteracées ambientais tém sido
observadas, sobretudo provenientes dos processos de urbanizacdo e
industrializagcdo. Esses processos incluem principalmente a queima de
combustiveis fosseis, processos industriais e agricolas, mineragdo e garimpo
(Florea e Busselberg, 2006; Tchounwou et al., 2012).

Muitos metais sdo essenciais para o crescimento de todos os tipos de
organismos, desde as bactérias até mesmo o0s seres humanos, mas eles sdo
requeridos em baixas concentracfes. Além disso, a essencialidade de
determinados metais varia de acordo com o grupo de organismo (Tchounwou et
al., 2012). Em animais, alguns metais pesados participam, em baixas
guantidades, de certas atividades metabdlicas, como, por exemplo, o cobalto, que
participa da producdo das hemacias; o cobre, que interage com diversas enzimas
e é essencial para a sintese da hemoglobina; o vanadio, que interfere na atividade
da insulina; entre outros (Gooneratne et al., 1989; Mouser, 2004; Frisk et al.,
2006; Tchounwou et al., 2012). Embora alguns metais apresentem fungdes
biolégicas em pequenas concentracdes, no geral, metais pesados nao sao
metabolizaveis (0s organismos vivos ndo podem degrada-los), o que faz com que

permanegcam em carater cumulativo ao longo da cadeia alimentar causando riscos
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a saude de acordo com o aumento das concentracdes e o tempo de exposicao
(Wang e Shi, 2001).

Portanto, a exposicdo excessiva a metais € potencialmente prejudicial a
saude, especialmente tratando-se de compostos metalicos e alguns metais
pesados (Florea e Busselberg, 2006; Marchetti, 2014). Uma exposicao
prolongada a esses compostos e metais pode resultar em desregulacdo de vias
celulares, causando toxicidade, além de afetar organelas e componentes
celulares, como membrana celular, mitocondrias, lisossomos, reticulo
endoplasmatico, nucleo e algumas enzimas envolvidas no metabolismo e sistema
de reparo de danos do DNA (Wang e Shi, 2001). Essas alteragcdes podem
interferir nas fungBes de 6rgaos como figado e rins, além de sistemas, como o
sistema hematopoiético e o sistema nervoso central (SNC) (Florea e Busselberg,
2006).

1.2. NIQUEL

O niquel (Ni) € um metal pesado naturalmente presente no meio ambiente,
formando cerca de 0,008% da crosta e 10 a 20% do nucleo terrestre (Denkhaus e
Salnikow, 2002; Valko et al., 2005). Entretanto, suas concentracdes no ambiente
tém aumentado devido a exploracdo humana e desenvolvimento de industrias.
Por apresentar caracteristicas fisico-quimicas Unicas, o niquel € muito utilizado
em diversas areas como na medicina, agricultura e industria, principalmente nos
processos de galvanizacdo e na fabricacdo de aco inoxidavel, baterias, pilhas e
pigmentos (Denkhaus e Salnikow, 2002; Zhou et al., 2008; Alsop e Wood, 2011,
Mufioz e Costa, 2012). Como resultado, a sua ampla utilizacdo (producéo,
processamento e reciclagem) leva ao aumento desse metal nos ciclos
biogeoquimicos e, consequentemente, na contaminacdo ambiental e na
exposicdo ocupacional, uma vez que a poluicdo do niquel ocorre na agua, solo e
ar (Mufioz e Costa, 2012; Wu et al., 2016).

Assim como outros metais, a toxicidade do niquel é dependente da via de
exposicao, da solubilidade do composto e da forma quimica na qual se encontra
(Schaumloffel, 2012). O niquel é capaz de formar compostos inorganicos

insollveis, como o0s 6xidos e sulfetos, e sollveis, como os hidroxidos, nitratos,
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sulfatos e cloretos. Dentre os compostos formados, os sollveis sdo mais
prejudiciais a saude, sendo que o sulfato e o cloreto de niquel (NiSO4 e NiCl,) sdo
0S mais téxicos, ambos classificados como carcinogénicos (Das et al., 2008;
Schaumléffel, 2012).

Em plantas e bactérias, a importancia e essencialidade do niquel séo bem
documentadas. A primeira constatacdo da essencialidade do niquel para os seres
vivos foi realizada por Dixon et al. (1975), quando demonstraram que a enzima
urease apresenta dois atomos de niquel na sua composicdo estrutural. A
essencialidade do niquel nas plantas superiores foi evidenciada posteriormente
(Eskew et al., 1983), sendo que as plantas testadas apresentaram necrose na
extremidade das folhas, devido ao acumulo de ureia em concentracdes toxicas,
como consequéncia da baixa atividade da urease devido a deficiéncia de niquel.
Posteriormente, outras funcdes do niquel nas plantas também foram constatadas
e, 0 mesmo foi classificado como essencial em concentrages adequadas (Brown
et al., 1987; Eskew et al., 1984). Em varios géneros de bactérias (terrestres e
aguaticas), archaea e eucariotos unicelulares, o niquel é necessario para a
biossintese de metaloenzimas incluindo urease, CO-desidrogenase, acetil-CoA
sintase, metil-coenzima M redutase, Ni-superoxido dismutase, dioxigenase
acirredutona, glioxalase 1, lactato racemase e em outras possiveis enzimas
dependentes de niquel (Jaun e Thauer, 2007; Can et al., 2014; Lubitz et al., 2014,
Maroney e Ciurli, 2014; Sheng et al., 2014; Chivers, 2015; Zambelli et al., 2016).

Entretanto, o papel fisiologico do niquel em seres humanos e outros
animais ndo € bem estabelecido. A existéncia de enzimas contendo niquel em
eucariotos superiores (com excecao das plantas) ainda nédo foi evidenciada
(Zambelli et al.,, 2016). Contudo, este ion metélico foi classificado como um
"elemento possivelmente essencial" para animais e seres humanos na década de
70, com base em experimentos em modelos animais (Nielsen e Ollerich, 1974).
Corroborando com os achados da época, a presenca de proteinas com dominios
de ligagdo ao niquel no proteoma humano sugere que essas proteinas podem
justificar pelo menos algumas das respostas celulares especificas a exposicéo ao
niquel. Alem disso, em sistemas biolégicos, o niquel parece ser capaz de formar
complexos com adenosina trifosfato, aminoacidos, peptideos, proteinas e acidos
nucleicos (Zambelli et al., 2016). Como resultado da falta de dados robustos sobre

sua funcdo bioldgica, o niquel € muitas vezes considerado apenas pelo seu
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potencial toxicolégico, sendo que os problemas causados por sua exposicdo em
humanos e animais sdo bem documentados.

Em humanos e outros animais, as principais formas de absorcao de niquel
sao por ingestao e inalacao, ocorrendo também absorcéo epidérmica (Zambelli et
al., 2016). Particulas insoluveis de niquel entram em células (de vertebrados) por
fagocitose, enquanto que carbonila de niquel, soluvel em lipidios, é capaz de
passar a membrana plasmatica. O Ni (ll) é transportado para dentro da célula
através de canais de calcio e/ou por transportadores de metal divalente,
necessarios na captacao de ferro (Barceloux, 1999). O transporte de Ni (II) no
plasma é promovido pela albumina, aminoacidos (ex.: histidina) e pequenos
peptideos (Van Soestbergen e Sunderman, 1972; Asato et al., 1975).

Além disso, os metais pesados, como o niquel, ndo sdo biodegradaveis e,
portanto, podem ser acumulados em organismos vivos, aumentando o risco de
exposicdo através da cadeia alimentar, causando doencas e problemas de saude
(Bailey et al., 1999). A absorg&o pulmonar ocorre rapidamente, principalmente das
formas soluveis de niquel, sendo que a forma quimica do niquel e seu local de
deposicado nos pulmdes ir4 afetar a extensdo da absorcao (Das et al., 2008; Zhao
et al., 2009; Schaumloffel, 2012). Através das vias respiratérias, o metal pode ser
disseminado para outros tecidos. O niquel pode ser removido de por¢des do trato
respiratorio por transporte mucociliar e, chegar até o trato gastrointestinal. Além
da dispersdo via aérea, a ingesta de niquel, através da agua ou alimentos
contaminados, por exemplo, aumenta a chance de absorcéo por essa via (lyengar
e Nair, 2000; Das et al., 2008; Srinivasan e Reddy, 2009; Reddy et al., 2015).
Embora este metal seja fracamente absorvido pela epiderme, alguns compostos
como sulfato e cloreto de niquel podem penetrar na pele intacta (Fullerton et al.,
1986; Das et al., 2008; Schaumloéffel, 2012).

Alergia ao niquel, na forma de dermatite de contato, € a reacdo mais
comum e bem conhecida, ocorrendo até mesmo por exposi¢cao aguda (Saito et
al., 2016). J4 o acumulo no corpo humano pela exposicdo crénica pode levar a
problemas mais graves como diversas doengas respiratérias, problemas de
fertilidade, fibrose pulmonar, doencas cardiovasculares e renais e seérios e
irreversiveis danos neuronais, sendo que toda a alteracdo ocorrida apos a
exposicdo pode levar a progressdo carcinogénica (Navarro Silvera e Rohan,
2007; Mufioz e Costa, 2012; Pasanen et al.,, 2012; Marchetti, 2014; Guo et al.,
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2015; Xu et al., 2015). Aléem disso, o niquel é capaz de passar a placenta,
influenciando no desenvolvimento pré-natal por acdo direta no embrido. A
exposicdo durante o desenvolvimento pode causar danos ao DNA, malformacgdes
congénitas, baixo peso e tamanho ao nascer e defeitos na formacdo do tubo
neural (McDermott et al., 2015).

1.2.1. Niquel e neurotoxicidade

A inalacdo de niquel pode levar a deposicdo do metal no SNC. Essa
deposicdo ocorre através dos neurbnios olfatorios, constituindo uma via de
entrada no SNC por escapar a selecdo da barreira hematoencefalica (Tjalve e
Henriksson, 1999; Sunderman, 2001). Dentre os danos causados, a hiposmia
(diminuicdo do olfato) e anosmia (perda total do olfato) foram observadas em
trabalhadores expostos ao niquel. Esse metal pode ser absorvido pelo epitélio
olfativo, migrando para os neurdnios olfatérios primarios, posteriormente para os
neurénios olfatérios secundéarios e terciarios (Tjalve e Henriksson, 1999;
Sunderman, 2001).

Os danos celulares causados pela exposi¢cdo ao niquel ocorrem em grande
parte no SNC. Nesse sentido, alguns estudos tém demonstrado alteracbes nas
funcdes de canais ibnicos (Kang et al., 2006, 2007; Nosal et al., 2013) e
modificacdo em diferentes tipos celulares que levam a importantes alteracdes
funcionais. Em cultura priméaria de neurdnios corticais, foi demonstrado que o
niquel promove um aumento significativo da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), causando perda da viabilidade celular, além da inibicdo da
funcdo mitocondrial, diminuicdo de ATP e de DNA mitocondrial (Xu et al., 2010,
2015). Em oligodendrécitos, a exposi¢do in vitro a ions de metais, incluindo
niquel, promoveu citotoxicidade (Issa et al., 2008). Além disso, outro estudo
utilizando células PC12, um modelo para desenvolvimento neuronal, demonstrou
que o niquel, juntamente com a exposi¢cao a outros poluentes, como inseticidas e
organoclorados, induz neurotoxicidade durante o desenvolvimento (Slotkin e
Seidler, 2009).

Além dos transtornos de desenvolvimento e danos celulares, a

neurotoxicidade induzida por metais pesados desenvolve deficiéncias cognitivas e
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motoras, sugerindo que esses metais, como 0 niquel, podem alterar a atividade
sinaptica no sistema nervoso central e periférico. Foi observado in vivo, que a
deposicdo de niquel no cértex cerebral de camundongos causou déficit de
memoria espacial e da atividade exploratéria nos animais expostos a este metal
(He et al., 2013), indicando que a exposi¢cao ao niquel pode afetar os sistemas de

neurotransmissao.

1.2.2. Niquel no ambiente aquéatico

Atualmente, devido a ampla ocorréncia da poluicdo proveniente de metais
no ambiente aquatico, mais atencdo tem sido dada a este sistema. Os metais
podem estar naturalmente presentes no sistema aquatico devido a erosdo do solo
que chega a agua, geralmente ocorrendo em baixos niveis, 0s quais ndo causam
efeitos deletérios a saude de organismos (Zhou et al.,, 2008). Entretanto,
particulas em suspensao e sedimentos provenientes da poluicdo sdo capazes de
ser liberados na agua, levando a uma contaminacdo adicional de metais no
ambiente aquatico, podendo apresentar alta toxicidade para organismos Vivos
(Zhou et al., 2008; Zhao et al., 2009).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabelece a presenca de niquel
na agua na concentracdo maxima de 0,025 mg/L Ni. Esta é a mesma
concentracdo estabelecida pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA,
orgéo responsavel pelas definicdes brasileiras) para agua doce, salina e salobra.
Entretanto, para os padrdes de lancamento de
efluentes, a concentracao estabelecida
€ de 2,0 mg/L Ni.

Contrariamente ao que a lei prevé, muitos paises relatam niveis elevados
de niquel em lagos e rios (Villanueva e Botello, 1998; Skerfving et al., 1999; Niu et
al., 2015; Gissi et al., 2016; Li et al., 2016; Wang et al., 2016) e varias alteracdes
tém sido observadas em alguns animais, particularmente peixes. Algumas
alteracdes em diferentes espécies de peixes incluem problemas estruturais, como
anormalidades na pele, alteracdes morfologicas e modificacdes nas branquias e
desenvolvimento muscular; e também alteragdes moleculares, tais como inducao

ao estresse oxidativo, apoptose e alteracdes génicas. O aumento da mortalidade,
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a eclosao tardia de ovos e a diminuicdo da atividade locomotora também foram
relatados (Kienle et al., 2008, 2009; Scheil e Kdhler, 2009; Defo et al., 2014;
Hussainzada et al., 2014; Marcato et al., 2014; Zheng et al., 2014; Ku et al.,
2015).

Devido aos diferentes efeitos observados, a resposta comportamental de
peixes tem sido investigada para entender os efeitos da toxicidade causada por
poluentes. Algumas espécies de peixes tém sido utilizadas para este tipo de
analise. Dentre elas observa-se o uso do peixe-zebra, medaka, dojo, peixinho-

dourado, truta arco-iris, entre outros (Zhou et al., 2008).

1.3. PEIXE-ZEBRA

O peixe-zebra (Danio rerio) € um pequeno teledsteo, da familia dos
ciprinideos. E uma espécie ornamental, também conhecido pelos nomes de
bandeirinha, peixe-zebra, paulistinha e bandeira-paulista (Grunwald e Eisen,
2002). O peixe € originario da india, sendo encontrado naturalmente em partes do
Paquistdo, Bangladesh, Nepal e Birmania (Arunachalam et al., 2013). A espécie
comumente habita riachos, canais, lagoas e corpos de agua de movimento lento
ou estagnado, incluindo campos de arroz. Sua forma é fusiforme e lateralmente
comprimida, com a boca direcionada para cima. O macho apresenta listras
douradas entre as listras azuis; a fémea tem uma barriga maior, esbranquicada e
listras prateadas entre as azuis. O peixe-zebra pode crescer até 6,4 cm de
comprimento, embora raramente cres¢a acima de 4 cm em cativeiro. Sua vida util
em cativeiro é de cerca de dois a trés anos, embora em condic¢des ideais possa
chegar a 5-6 anos de vida (Westerfield, 2000).

Este organismo apresenta uma série de caracteristicas que o torna atrativo
para o desenvolvimento de pesquisas, destacando o fato de ser um animal de
pequeno tamanho, com curto tempo de geracdo (Kalueff et al., 2014; Stewart et
al., 2014). Além disso, esse animal possui um rapido metabolismo e uma grande
sensibilidade a farmacos e poluentes, absorvendo os componentes diretamente
da &agua pelas suas branquias acumulando-os em diferentes tecidos,
principalmente, no SNC (Karlovich et al., 1998; Goldsmith, 2004). Esta espécie

também tem sido comumente utilizada para o estudo de desenvolvimento em
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vertebrados e dos mecanismos bioldgicos relacionados as doencas humanas
(Lele e Krone, 1996; Grunwald e Eisen, 2002). Especificamente, essa espécie tem
sido utilizada como um importante modelo para a realizagdo de estudos nas areas
de bioquimica (Taylor et al., 2004; Seibt et al., 2009; Siebel et al., 2011),
comportamento (Gerlai et al., 2009; Buske e Gerlai, 2011; Cognato et al., 2012),
toxicologia (Hill et al., 2005; Senger et al., 2006 a,b; Pereira et al., 2012), pesquisa
transgénica (Lillesaar et al., 2009), teratologia (Ton et al., 2006; Padilla et al.,
2012) e neurociéncias (Stewart et al., 2014).

Sua extensiva utilizacdo na pesquisa € decorrente da similaridade de varias
caracteristicas dessa espécie com outros vertebrados, uma vez que cerca de 70%
dos genes de peixe-zebra apresentam homologia com genes humanos (Howe et
al., 2013). O sistema nervoso desse animal é bem caracterizado e estudado e
diversos tipos de sistemas de neurotransmissdo sdo bem conservados entre
peixe-zebra e outras espécies, incluindo humanos (Clemente et al.,, 2004;
Schweitzer et al., 2012; Cheng et al., 2014; Stewart et al., 2015). Além disso, o
repertério comportamental e sistemas de sinalizacdo presentes nesse organismo,
também podem ser comparados a outros grupos de vertebrados (Rico et al.,
2011; Stewart et al., 2014).

1.3.1. Peixe-zebra e desenvolvimento

O desenvolvimento do peixe-zebra é bem caracterizado e similar ao de
outros vertebrados (Barbazuc et al., 2000; Dooley e Zon, 2000). Os animais se
desenvolvem rapidamente, sendo que no primeiro dia (24 horas pés-fertilizacao,
hpf) a maioria dos 6rgaos ja estdo formados. Entre 3 e 4 meses, 0s animais sao
sexualmente maduros, com fémeas produzindo centenas de ovos (Legradi et al.,
2015). Os embrides se desenvolvem externamente e sdo protegidos por um corio
transparente durante os primeiros 2 a 3 dias de vida. Embribes e larvas jovens
apresentam essa caracteristica de transparéncia; assim, mudancas morfolégicas
podem ser facilmente monitoradas atraves de microscopia (Lele e Krone, 1996;
Kalueff et al., 2014; Stewart et al., 2014).

No peixe-zebra, o tubo intestinal que d& origem ao figado, pancreas,

vesicula biliar e intestino € discernivel aproximadamente 26 hpf. Uma série de
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eventos morfolégicos bem caracterizados durante os 4 dias seguintes de
desenvolvimento dao origem a um sistema digestivo totalmente funcional,
permitindo o inicio da alimentacdo, sendo que em periodos anteriores a este
estagio, os animais alimentam-se do vitelo (Trotter et al., 2009).

As células cardiacas desenvolvem-se durante a gastrulacdo (6 hpf). Estas
células cardiogénicas atingem o eixo embrionario no estagio de 8 somitos, e
formam o primérdio do miocérdio em ambos os lados da linha média. Pelo estagio
de 21 somitos, os tubos miocéardicos se aproximaram um do outro e um grupo
distinto de células fica medialmente entre eles. Os tubos miocéardicos entdo se
fundem e formam o tubo cardiaco definitivo. Cerca de 22 hpf, o coracdo esta
batendo. Embora ndo sejam morfologicamente distinguiveis até 36 hpf, nesta
fase, as camaras se distinguem em atrio e ventriculo (Stainier et al., 1993).

A neurogénese dos animais também inicia na gastrulacdo, quando
aparecem as primeiras células que originam o sistema nervoso. Ao final da
gastrulacéo (9-10 hpf), o tubo neural é formado, o qual € dividido em diferentes
regides do cérebro e a medula espinhal (Fulwiler e Gilbert, 1991; Legradi et al.,
2015). Os primeiros movimentos sao visiveis aproximadamente 17 hpf. Cerca de
24 hpf, diferentes partes do cérebro, incluindo prosencéfalo, diencéfalo,
telencéfalo, mesencéfalo e corddo espinhal sdo estabelecidos, e os primeiros
neurbnios sdo conectados por axonios. Apos 27 hpf, o comportamento torna-se
mais complexo. O embrido é capaz de distinguir entre toques na cabeca e cauda
e comeca a nadar com movimentos coordenados. Cerca de 48 hpf, os ventriculos
cerebrais estdo formados (Lewis e Eisen, 2003; Hocking et al., 2013).

Aproximadamente 96 hpf, o sistema nervoso esta quase completamente
desenvolvido, e todos os neurdnios catecolaminérgicos e subtipos de células
gliais, oligodendrdcitos, células de Schwann e astrécitos podem ser identificados
(Blader e Strahle, 2000; Hjorth e Key, 2002). O sistema visual é totalmente
funcional e pode ser testado cerca de 120 hpf. O peixe-zebra possui dois
sistemas mecanosensoriais importantes para a deteccdo de vibracbes e
orientacdo adequada na agua. O primeiro é o ouvido interno, e 0 segundo € a
linha lateral, que contém células ciliadas sensoriais semelhantes ao ouvido
humano. Testes auditivos utilizando estimulos acusticos ou testes de vibragao
podem ser realizados a partir de 5 dias pos-fertilizacdo (dpf) (Bhandiwad et

al., 2013). O peixe-zebra desenvolve barreira hematoencefalica similar a de
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humanos, sendo completamente funcional nos animais com 10 dpf. Este € um
aspecto muito importante para os estudos de neurotoxicologia, devido ao fato de
que compostos que afetam o encéfalo de larvas podem néo ser capazes de entrar
no encéfalo de peixes adultos e podem, por conseguinte, ser menos neurotéxicos
(Jeong et al., 2008; Eliceiri et al., 2011; Umans e Taylor, 2012).

1.3.2. Peixe-zebra e comportamento

O peixe-zebra apresenta uma seérie de padrbes de comportamento
complexos que sdo altamente comparaveis a roedores e humanos, que podem
ser avaliados e empregados em diferentes estudos. Aos 4 dpf, as larvas
apresentam um comportamento complexo. O aprendizado pode ser medido de
forma confidvel em torno de trés semanas de idade (de Esch et al., 2012). O
comportamento das larvas pode ser avaliado através da andlise exploratoria
(Colwill e Creton, 2012). Nesta analise, os animais séo colocados individualmente
em uma placa de 24 pocos onde é observada a capacidade exploratéria e
locomotora de cada animal. Nesta andlise, é possivel estabelecer a distancia e a
velocidade do nado, além da preferéncia pela area mais proxima a borda do poco
ou central. Este parametro permite avaliar ansiedade nos animais. O aprendizado
e a memoria podem ser testados através do comportamento aversivo (Pelkowski
et al., 2011). Nesta tarefa, € avaliada a habilidade cognitiva e a resposta de
prevencdo a um estimulo visual, sendo que naturalmente os animais evitam o
estimulo, nadando para o outro lado.

O repertorio de comportamento que pode ser avaliado em animais adultos
€ extenso. Entre outros, eles demostram comportamento de medo (Agetsuma et
al., 2010; Ogawa et al., 2014), ansiedade (Formella et al., 2012; Parker et al.,
2014), agressividade (Norton et al., 2011; Ariyomo et al., 2013), aprendizado (Aoki
et al., 2013; Valente et al., 2012), memoéria (Cognato et al., 2012; Jia et al., 2014)
e, interacao social (Gerlai et al., 2000; Gerlai, 2003).

Os comportamentos de medo e ansiedade normalmente se sobrepdem. No
medo, normalmente o animal evita um local, estimulo ou objeto. Ja nas situacdes
de ansiedade (mas também de medo), os animais apresentam uma diminui¢cdo na

exploracdo do ambiente, permanecem mais tempo no fundo do aquério,
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eventualmente ficam paralisados, apresentam aumento de movimentos
operculares, mudanca da coloracdo corporal e movimentos erraticos (ziguezague)
(Levin et al., 2007; Kalueff et al., 2013).

O comportamento agressivo inclui uma série de condutas complexas
dirigidas a um coespecifico, como elevacado das nadadeiras, movimento ondulado
do corpo, abertura da boca, alteragcdo da coloracdo corporal, perseguicao,
movimentos circulares, entre outros. Essas respostas agressivas podem aparecer
no contexto da defesa do territorio, protegendo recursos (por exemplo, fémeas ou
alimento) e estabelecendo dominancia (Kalueff et al., 2013). Tarefas avaliando
agressividade incluem a agresséao direta a outro animal (oponente) ou ao seu
reflexo (tarefa do espelho) (Gerlai et al., 2000; Gerlai, 2003).

O peixe-zebra adulto € um animal social e vive em cardumes. O
comportamento social é influenciado pela presenca ou acdes de outros
coespecificos e pode ser testado pela preferéncia do animal por estar ou ndo
proximo a outros iguais. Uma possivel forma de avaliacdo envolve a utilizagdo de
um aparato que consiste de trés aquarios. O aquario central € aquele no qual o
animal a ser testado sera colocado, de um dos lados deste, é colocado um
aquario vazio e do outro um com coespecificos. Durante a tarefa, observa-se a
preferéncia por um destes lados (Gerlai et al., 2000; Gerlai, 2003).

O aprendizado e a memoria podem ser testados por exploracdo de novos
locais e por evitar estimulos. Nestas tarefas, os animais sdo submetidos a uma
situacdo inicial e, posteriormente, ha um tempo determinado os animais devem
lembrar/reconhecer o que ja foram expostos anteriormente. Normalmente, as
tarefas incluem a associacdo a um estimulo que pode ser bom ou ruim (Blank et
al., 2009; Cognato et al., 2012).

Diversos agentes podem alterar o repertdrio comportamental de larvas e
adultos de peixe-zebra, o que pode ser avaliado em estudos toxicolégicos. Nestes
casos, 0s animais sdo expostos a poluentes, farmacos, entre outros compostos e,
posteriormente, é observado se o agente escolhido foi capaz de alterar algum
parametro. Além disso, alteragbes no comportamento desempenham um grande
problema na sobrevivéncia da espécie, por isso a importancia de seu estudo
(Scott e Sloman, 2004). Ainda, a resposta do comportamento dos peixes a essas
exposicdes tem sido sugerida para estudar a toxicidade de muitos poluentes
(Zhou et al., 2008).
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1.3.3. Peixe-zebra e niquel

Os peixes acumulam substancias quimicas por exposicao direta a produtos
presentes na agua, e de forma indireta através da cadeia alimentar no
ecossistema (Powers, 1989). Nesse sentido, alguns estudos tém utilizado o peixe-
zebra como modelo experimental para analisar os efeitos causados pela
exposicao ao niquel.

Estudos utilizando NiCl, para induzir toxicidade nos animais observaram
diminuicdo na atividade locomotora (exposicdo aguda e subcrdnica), além de
alteracOes na taxa de ecloséo dos ovos, que passou a ocorrer mais tarde quando
comparado a animais do grupo controle, bem como, um aumento da taxa de
mortalidade dos animais (exposi¢cao subcronica). As alterac6es foram observadas
nas concentracoes de 7,5, 10, 12,5 e 15 mg/L NiCl, (Kienle et al., 2008, 2009). O
atraso na eclosdo dos ovos e aumento da mortalidade, também foi observado em
outros estudos nas concentracdes de 45 pg/L e 90 pg/L NiSO,4 (Dave e Xiu, 1991)
e 5, 10, e 15 mg/L NiCl, (Scheil et al., 2010).

Anormalidades na pele (aparéncia distorcida) dos peixes foram reportadas
em outro estudo (Hussainzada et al., 2014). Além disso, 0s animais expostos ao
niquel (nas concentracdes de 45, 54 e 62 mg/L NiCl,) apresentaram aumento da
expressdo de genes envolvidos nos processos de regulacdo do ciclo celular e
apoptose e na sintese de proteinas. Também foi observado, no mesmo estudo,
que o niquel induziu alteracbes em fatores de transcricdo, aumentando a
regulacdo de alguns genes (hifia e xbpl), os quais sao reguladores celulares que
detectam o nivel de oxigénio e desencadeiam cascatas de adaptacao,
equilibrando os niveis de oxigénio (Hussainzada et al., 2014).

Considerando que no ambiente, os metais estdo em constante interagéo
com diferentes poluentes, 0 que altera sua conformacao e ac¢ao, torna-se valido
estudar a sinergia envolvida nessa combinag¢do. Um estudo avaliando a interacdo
de NiCl,, pesticidas e diferentes temperaturas, revelou que a combinacéo de altas
temperaturas e exposicédo ao niquel (efeitos observaveis nas concentracdes de 5,
10, e 15 mg/L NiCly) apresenta um efeito sinérgico para ambos 0s estressores,
causando aumento da mortalidade e diminuigdo na taxa de eclosao dos ovos de

peixe-zebra (Scheil e Kohler, 2009). Outra forma de sinergismo foi demonstrada
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em um estudo, o qual avaliou a interacdo de NiSO, (5, 10, 20, 40, 80, e 100 mg/L
NiSO4) com um agroquimico (buprofezina). No estudo, foi observado que essa
interacdo leva ao aumento da absorcdo de niquel, causando uma elevacdo da
taxa de mortalidade de embrides de peixe-zebra. A exposicdo combinada de
niquel e buprofezina, em baixas concentracfes, produziu um efeito toéxico, que
ndo teria resultado observavel destes produtos quimicos individualmente,
sugerindo que a exposicao combinada de metais e outros poluentes € um risco

para a saude e, também, ecoldgico (Ku et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

O niquel é um metal pesado, presente naturalmente no meio ambiente.
Entretanto, devido a atividade humana, suas concentracdes estdo aumentadas e
a exposicdo excessiva apresenta riscos para a saude humana. Além disso,
evidéncias tém demonstrado um numero crescente de casos de intoxicagdo por
metais, a qual induz um aumento da suscetibilidade para desenvolver diversas
alteracdes fisioldégicas e comportamentais em organismos vivos. Tais alteracfes
podem afetar significativamente a sobrevivéncia de diversas espécies, incluindo
organismos aquaticos, além de representar riscos para outros vertebrados, uma
vez que o niguel pode ser bioacumulado e amplificado na cadeia alimentar.
Portanto, torna-se relevante avaliar, em diferentes organismos, os efeitos
causados pela exposicdo a este metal. Além disso, a analise de parametros
morfolégicos, fisiolégicos e comportamentais, apds exposicdo ao niquel, pode
contribuir para o entendimento dos efeitos toxicos causados por este metal,
especificamente em peixe-zebra, o qual tem sido considerado um importante

modelo para estudos de analises toxicologicas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposicdo aguda e subcronica ao cloreto de niquel
sobre parametros morfolégicos, fisiolégicos e comportamentais em peixe-zebra,

nos estagios larval e adulto.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a taxa de eclosdo dos ovos na exposicdo subcronica ao niquel.

- Avaliar a taxa de sobrevivéncia/mortalidade de larvas e adultos de peixe-zebra
expostos ao niquel de forma aguda e subcronica.

- Avaliar alteracdes morfologicas em larvas expostas ao niquel de forma aguda e
subcronica.

- Avaliar parametros hematologicos em peixe-zebra adultos expostos ao niquel de
forma aguda e subcronica.

- Avaliar parametros de atividade locomotora em larvas e adultos expostos ao
niquel de forma aguda e subcrénica.

- Avaliar comportamento aversivo em larvas expostas ao niquel de forma aguda e
subcronica.

- Avaliar pardmetros comportamentais de memdria, interacdo social e
agressividade em adultos exposto ao niquel de forma aguda e subcronica.

- Analisar os niveis de niquel em encéfalos de larvas e adultos de peixe-zebra
expostos ao niquel de forma aguda e subcronica.

- Avaliar a morte celular através da técnica de laranja de acridina em larvas de
peixe-zebra expostas ao niquel de forma aguda e subcrénica.

- Avaliar a morte neuronal através de marcadores, tais como caspase 8, p53 e
bax-a, em encéfalos de larvas e adultos de peixe-zebra expostos ao niquel de

forma aguda e subcronica.
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Além dos resultados apresentados no capitulo 2, a analise hematolégica
também foi realizada. O mecanismo de absorcdo de niquel ndo € conhecido. No
entanto, 0s peixes expostos a concentragdes relativamente elevadas deste metal
na agua tendem a acumular este metal no seu plasma, o que sugere que o niquel
pode atravessar o epitélio branquial e entrar na corrente sanguinea (Pane et al.,
2006; Chowdhury et al., 2008).

Portanto, para este experimento foram realizados os mesmos tratamentos
descritos no capitulo 2. Seis animais adultos de cada grupo foram utilizados para
identificar os parametros hematoldgicos. Os animais foram eutanasiados por
resfriamento r4pido, e a amostra de sangue foi coletada da aorta dorsal (Zang et
al., 2013). Apos este processo, o esfregaco foi corado utilizando coloracao de
May-Grunewald-Giemsa (Costa et al., 2014). As células foram imersas em
metanol PA durante 2 minutos, lavadas trés vezes com agua destilada, incubadas
durante 20 minutos em Giemsa e lavadas outras trés vezes com agua destilada.
As contagens de linfécitos, mondcitos, neutrdéfilos, eosinodfilos, basofilos e células
imaturas foram estimadas por contagem de 100 células sob objetiva de x40
(OLYMPUS CX31).

Os resultados encontrados mostraram um aumento significativo de
monaocitos em animais adultos expostos de forma aguda (p < 0,05) e subcrénica

(p < 0,05) na concentracéo de 2,0 mg/L comparado com os controles (figura 1).

a b
1009 - 1009 . - a i
r ® 1 @ Neutrofilos
__ 8o+ __ 8ot N Linfécitos
EE 107 . Ex 207 B8 Mondcitos
m U’ . 2
‘E § g § 154 Eosinéfilos
Q= o =
g 3 g 3 10-
o g a3
| 5+
0 .
Controle 2,0 5,0 15,0 Controle 2,0 5,0 15,0
NiClz (mg/L) NiCl2 (mg/L)

Figura 1. Porcentagem de células observadas em animais adultos apdés
tratamento agudo (a) e subcrénico (b) com NiCl,. As barras expressam a média +
erro padrédo (n = 6). (*) indica diferenga significativa de p < 0,05 em comparacao

ao grupo controle (one-way ANOVA, seguido pelo teste de Kruskal-Wallis).
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A fim de avaliar se as alteragbes observadas em animais tratados
ocorreram devido a danos causados por inducdo de morte celular, foram
realizadas andlises de morte apoptética em larvas e de marcadores especificos
de morte neuronal em larvas e adultos.

Primeiramente, foi realizada a técnica de laranja de acridina. Esta técnica
permite observar ilhas apoptoéticas ao longo do corpo dos animais, por marcar
com fluorescéncia acido nucleico degradado. Para tanto, 15 larvas por tratamento
foram tratadas com propiltiouracil (PTU) desde a fertilizacdo para inibir a
pigmentacdo natural dos animais e facilitar a visualizagdo da marcacao
fluorescente. Larvas do tratamento agudo foram testadas aos 5 dpf, e animais do
tratamento subcronico aos 5, 8 e 11 dpf (condi¢cdes de tratamento descritas no
capitulo 2). Nos dias estipulados, os animais ficaram imersos em solucédo de
laranja de acridina (2 pg/mL) durante 30 min, seguido de trés lavagens com agua
mineral por 10 min (Tucker e Lardelli, 2007). Para a visualizagdo, as larvas foram
fixadas em metilcelulose (3%) e observadas sob estereomicroscépio com luz UV.
Apoés o registro fotografico, os animais foram crio-eunatasiados. A quantificacao
densitométrica de cada imagem foi realizada utilizando o software Carestream
(Carestream Health), através da razéo de pixels positivos e negativos.

Os resultados demonstraram um aumento significativo de morte em
animais tratados de forma aguda na concentragéo de 15,0 mg/L (p < 0,0001). Ja
no tratamento subcrénico aos 5 dpf houve um aumento na morte celular na
concentracédo de 5,0 mg/L (p < 0,001), em 8 dpf nas concentracbes de 5,0 (p <
0,05) e 15,0 mg/L (p < 0,05) e em 11 dpf nas concentracdes de 2,0 (p < 0,05) e
5,0 mg/L (p <0,05) (figura 2 e 3).

Os marcadores de morte neuronal, analisados em larvas e adultos, foram
medidos para determinar se o NiCl, poderia causar alteracdes nos niveis
proteicos relativos dos marcadores de morte celular através da técnica de western
blot (Anichtchik et al., 2004; Nery et al., 2014). Os animais foram analisados apés
o término dos periodos de exposicdo (condigcbes de tratamento descritas no
capitulo 2) e as amostras processadas ap0s a eutanasia dos animais, submetidas
a eletroforese SDS-PAGE, seguida de transferéncia para membranas de
nitrocelulose. As membranas foram incubadas com anticorpos especificos para
Caspase 8 (Anaspec, 55375), p53 (Anaspec, 55342) e Bax-alfa (Anaspec, 55469),

visualizadas por quimioluminescéncia quando associados aos anticorpos
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secundarios e reveladas utilizando o Kit Western LightingWestern
BlotChemioluminescence (Perkin Elmer). A densitometria das bandas foi realizada
utilizando o software Carestream.

Os resultados preliminares sugerem que as concentracdes de NiCl,
testadas em larvas e adultos ndo alteraram os niveis de proteina dos marcadores

de morte celular (figura 4).
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Figura 2. Andlise de apoptose através da técnica de laranja de acridina em larvas
submetidas ao tratamento agudo (a) e subcronico (b, 5 dpf; c, 8 dpf; d, 11 dpf). As
barras expressam a média * erro padréo (n = 15). * indicam diferenga significativa
de p < 0,05, *™* p < 0,001 e **** p < 0,0001 em comparagao ao grupo controle
(one-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 3. Imagens das larvas submetidas a técnica de laranja de acridina (a

esquerda da imagem: vista lateral; a direita da imagem: vista superior).
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Figura 4. Influéncia da exposi¢cao ao NiCl, em alvos apoptéticos como p53, bax-a
e caspase-8 em larvas e adultos de peixe-zebra por Western blot. As barras
expressam a média + desvio padrdo (one-way ANOVA, seguido pelo teste de
Tukey).

Todos os protocolos realizados neste trabalho (apresentados nos capitulos
2 e 3) foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (CEUA-PUCRS, 15/00463) (carta em

anexo).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, ouve-se muito sobre poluicdo. Essa palavra € usada para
designar, essencialmente, qualquer tipo de alteracdo provocada ao ambiente por
meio da intervencdo humana, referindo-se especificamente ao ato de contaminar
a agua, o solo e o ar. Entre os poluentes mais comuns encontrados em ambientes
urbanos estdo o0s metais, que sdo usados com frequéncia em atividades
industriais e descartados sem controle algum na rede coletora de aguas pluviais
ou de esgotos. Devido a isso, ha algum tempo, associa-se a urbanizacdo a
poluicdo de corpos de &gua, devido a esgotos domésticos ndo tratados e aos
dejetos industriais (Florea e Busselberg, 2006; Tchounwou et al., 2012).

A Dbiodisponibilidade e toxicidade nos ecossistemas aquaticos estédo
relacionadas com a composigdo fisica e quimica do metal na coluna d‘agua
(Schaumloffel, 2012). Os metais podem ser dissolvidos, sendo, portanto
incorporados aos organismos que estdo em contato direto ou indireto com o0s
recursos hidricos (Zhao et al. 2009; Zhou et al., 2008). A descarga de metais em
ambientes aquaticos resulta em respostas fisicas, quimicas e bioldgicas,
ocasionando mudangas nos processos enzimaticos e acumulo nos tecidos dos
organismos aquaticos. Mudancas ocorrem também na densidade, estrutura da
comunidade e composi¢cdo das espécies e populacdes, interferindo diretamente
na sua sobrevivéncia (Moore e Ramamoorthy, 1984).

A concentracdo de metal no organismo de peixes é funcdo do balanco
entre velocidade de absorcdo e excre¢do, tamanho do corpo, hébito alimentar,
habitat, variacdo sazonal e afinidade individual para absorcdo do metal (Mance,
1990; Jallel et al., 1996). Alguns animais sdo capazes de excretar uma proporcao
de metal maior do que a absorvida do meio contaminado, mantendo a
concentracdo do corpo a nivel normal, evitando o efeito patolégico que ocorre
quando a velocidade de absorcao excede a excrecado (Rand e Petrocelli, 1985).
Entretanto, visto que o numero de relatos de ambientes aquaticos contaminados
excedendo os valores estabelecidos por leis e diretrizes ambientais tém
aumentado, torna-se cada vez mais frequente também o relato de alteragbes
observadas em organismos aquaticos, principalmente peixes (Villanueva e
Botello, 1998; Skerfving et al., 1999; Kienle et al., 2008, 2009; Scheil e Koéhler,
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2009; Defo et al., 2014; Hussainzada et al., 2014; Marcato et al., 2014; Zheng et
al., 2014; Ku et al., 2015; Niu et al., 2015; Gissi et al., 2016; Li et al., 2016; Wang
et al., 2016).

No capitulo 2 do presente trabalho, foram avaliados os efeitos toxicolégicos
da exposicdo aguda e subcrbénica ao niquel em larvas e adultos de peixe-zebra
(Danio rerio). Especificamente, foram analisados os efeitos deste metal sobre
parametros do desenvolvimento, cognicdo e comportamento exploratorio em
larvas, bem como a atividade locomotora, comportamento social e agressivo e

alteracdes na memoria em animais adultos.

Os resultados demonstraram que a exposicdo ao niquel foi capaz de
retardar a eclosdo dos ovos, diminuir a taxa de batimentos cardiacos e alterar
morfologicamente larvas e embrides submetidos ao tratamento subcrénico. Os
animais apresentaram alteracdes no comportamento aversivo e exploratorio,
exibindo aos 5 dpf uma diminuicdo na atividade exploratdria na concentracédo de
0,025 mg/L enquanto houve um aumento em altas concentracbes (5,0 e 15,0
mg/L). Ao longo dos 11 dias de tratamento, o comportamento exploratorio
diminuiu significativamente na concentracao de 15,0 mg/L. As larvas submetidas
as altas concentracdes analisadas também apresentaram comprometimento
cognitivo. Alteracdo na taxa de sobrevivéncia, eclosdo dos ovos e modificacfes
morfolégicas tem sido reportadas por outros estudos devido a diferentes
alteracBes celulares e moleculares induzidas pela exposicdo ao niquel. Além
disso, alteracdes comportamentais também tém sido observadas (Kienle et al.,
2008, 2009; Scheil e Kohler, 2009; Defo et al., 2014; Hussainzada et al., 2014; Ku
et al., 2015).

Além das alteracbes morfolégicas, fisioldgicas e comportamentais nos
estagios iniciais do desenvolvimento de peixe-zebra, a exposicdo aguda e
prolongada de animais adultos ao niquel também causa efeitos deletérios sobre
diversos parametros, incluindo comportamento (Kienle et al., 2008, 2009;
Hussainzada et al.,, 2014). No presente trabalho, os animais submetidos a
concentracdo de 15,0 mg/L no tratamento subcrdonico demonstraram efeito
ansiogénico. Embora néo tenha sido observada alteracdo na interacdo social, os

animais tratados apresentaram diminuicdo do comportamento agressivo
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(tratamento subcrénico) e comprometimento de memoria (tratamento agudo e
subcronico) em todas as concentracdes testadas quando comparados aos

controles.

No capitulo 3, sdo apresentados resultados adicionais que ndo foram
incluidos no artigo cientifico. Foram analisados parametros hematolégicos em
animais adultos e marcadores apoptoticos como p53, bax-a e capase-8 em larvas
e adultos, além da andlise de morte apoptética por marcacdo fluorescente em
larvas. Os resultados observados demonstraram um aumento da presenca de
monaocitos em animais adultos tratados com a concentracdo de 2,0 mg/L NiCl, no
tratamento agudo e subcrénico. Estes achados podem estar relacionados a algum
efeito inflamatorio causado pela exposicdo ao metal. Em peixes, sabe-se que a
exposicdo a metais afeta a hematologia e a osmoregulagcdo dos animais.
Especificamente, peixes expostos a concentracdes relativamente elevadas de
niquel na agua tendem acumular no seu plasma, indicando que este metal pode
atravessar o epitélio branquial e entrar na corrente sanguinea (Pane et al., 2006;
Chowdhury et al.,, 2008). No organismo, o niquel é capaz de alterar vias
imunoldgicas, principalmente através de alteracdes em mondcitos (Lewis et al.,
2009; Freitas e Fernandes, 2011; Li et al., 2012). Essas alteracfes estdo
intimamente relacionadas com alteragcdes em citocinas, envolvidas em processos

inflamatérios e também na carcinogénese.

Além das alteracdes hematolégicas, a indugdo a morte celular e diversas
modificacdes celulares e moleculares, compreendendo alteragcbes no SNC, tém
sido descritas (Kang et al., 2006, 2007; Slotkin e Seidler, 2009; Xu et al., 2010;
Nosal et al., 2013; Xu et al., 2015). Nesse sentido, analisamos se a exposi¢ao ao
niquel poderia alterar niveis proteicos de marcadores apoptoticos. Diferente de
outros achados, os resultados obtidos ndo confirmaram essa relacdo. Entretanto,
a marcacao com fluorescéncia em larvas demonstrou um aumento significativo de
morte em animais tratados de forma aguda na concentragdo de 15,0 mg/L. No
tratamento subcrénico, aos 5 dpf, houve um aumento na concentracdo de 5,0
mg/L, em 8 dpf nas concentracbes de 50 e 150 mg/L e em 11 dpf nas

concentracoes de 2,0 e 5,0 mg/L.
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A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que a exposi¢cdo ao
NiCl, induz alteragcbes morfologicas e fisiologicas em embrides e larvas e
mudancas comportamentais em diferentes estagios do desenvolvimento do peixe-
zebra, o que pode ser explicado devido a efeitos neurotéxicos induzidos por este
metal, uma vez que o niquel foi capaz de se acumular no SNC. Além disso, essas
alteracdes podem afetar significativamente a sobrevivéncia do peixe-zebra em
habitats naturais e representam riscos para outros organismos aquaticos e
também para outros vertebrados, uma vez que o niquel pode ser bioacumulado e

amplificado na cadeia alimentar.
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5. PERSPECTIVAS

O SNC tem sido reportado como principal alvo da toxicidade de niquel, e
evidéncias indicam que a exposicao resulta em uma variedade de sintomas
neurolégicos em humanos (Das et al., 2008). Além disso, os metais sdo capazes
de causar lesbes no cérebro, especialmente se a exposicdo acontecer durante o
inicio do periodo de desenvolvimento (Coddou et al., 2005; Grandjean e
Landrigan, 2006). Se os processos de desenvolvimento do sistema nervoso
imaturo séo prejudicados, os efeitos podem ser duradouros e permanentes,
levando a déficits na capacidade mental e desordens comportamentais (Andersen
et al., 2000; Grandjean e Landrigan, 2006; Hu et al., 2006; Huizink e Mulder,
2006; Slotkin e Seidler, 2009). Portanto, como perspectivas, pretendemos estudar
as alteracbes sobre parametros neuroquimicos relacionados aos sistemas de

sinalizacdo, como o sistema purinérgico.

O sistema purinérgico desempenha um importante papel na
neurotransmissdo e na neuromodulacdo, e € caracterizado pela acdo de
adenosina 5’-trifosfato (ATP) e adenosina (ADO) nos purinoreceptores P2 e P1,
respectivamente (Burnstock, 1976). Os niveis dessas moléculas sédo regulados
pela acdo das ectonucleotidases, especialmente as nucleosideo trifosfato
difosfoidrolases (NTPDases) e a ecto-5’-nucleotidase, que catalisam a hidrélise do
ATP a adenosina (Goding e Howard, 1998; Bonan et al., 2000; Robson et al.,
2006). A adenosina pode ser desaminada a inosina pela acdo da adenosina
desaminase (ADA). Alguns trabalhos tém demonstrado que o sistema purinérgico
pode ser alterado pela exposi¢cdo a metais, o que torna relevante a avaliacdo dos
possiveis efeitos causados pelo niquel (Coddou et al., 2005; Senger et al.,2006 a,
b; Cruz et al., 2013; Goncalves et al., 2013; Leite et al., 2013). Além disso, o
niquel é capaz de causar alteracbes na liberacdo de ATP e atua sobre
metaloenzimas (Xu et al., 2015; Zambelli et al., 2016). A ADA €& uma
metaloenzima que necessita de um cation divalente (zinco ou cobalto) para sua
atividade (Cristalli et al., 2001; Yegutkin et al., 2008). Embora, essa enzima néo
dependa de niquel, sabe-se que interagbes entre metais ocorrem e, nesse sentido

0 niquel possa ter uma atuacao sobre esse sistema.
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Portanto, entre as perspectivas deste estudo, destacamos:

- Avaliar o efeito da exposi¢cdo aguda e subcrdnica ao niquel sobre a atividade
enzimatica e expressdo génica das NTPDases, ecto-5-nucleotidase e adenosina

desaminase em membranas encefalicas de peixe-zebra.

- Investigar o efeito da exposicdo aguda e subcrbnica ao niquel sobre o
metabolismo de ATP até inosina em encéfalo de peixe-zebra.
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7. ANEXO

Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul

PRO-REITORIA DE PESQUISA, INOVAGAO E DESENVOLVIMENTO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Oficio 62/2015 - CEUA Porto Alegre, 09 de setembro de 2015.

Prezado Sr(a). Pesquisador(a),

A Comissao de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e aprovou seu
Protocolo de Pesquisa, registro CEUA 15/00463, intitulado “Exposicdo aguda e
subcrénica ao niquel em zebrafish (Danio rerio): avaliagio de parametros
neuroquimicos e comportamentais”.

Sua investigacg&o, respeitando com detalhe as descrigdes contidas no projeto e
formularios avaliados pela CEUA, esta autorizada a partir da presente data.

Informamos que é necessario o encaminhamento de relatério final quando
finalizar esta investigagdo. Adicionalmente, ressaltamos que conforme previsto na Lei
no. 11.794, de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca), que regulamenta os
procedimentos para o uso cientifico de animais, é fungdo da CEUA zelar pelo
cumprimento dos procedimentos informados, realizando inspegdes periédicas nos

locais de pesquisa.

N° de Animais Espécie Duragéo do Projeto
3.686 Danio rerio 09/2015 - 09/2017
Atenciosamente,
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