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RESUMO

O estuario do Sado (Oeste de Portugal) esta sujeito a vérias fontes de poluicdo
associadas a centros urbanos, industrias pesadas, actividades mineiras e agricultura.
Este estuario permanece um local importante de actividade pesqueira para consumo
préprio e para mercados locais e externos, assim com para actividades recreativas e
turisticas. No entanto, estudos anteriores revelaram varios contaminantes presentes
nos sedimentos aquaticos, maioritariamente metais, pesticidas e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos. Estes compostos podem ser absorvidos e acumulados nas
partes comestiveis das espécies estuarinas e nos produtos agricolas locais entrando,
deste modo, na cadeia alimentar humana, colocando em risco a salde humana. Neste
contexto, o presente estudo tem como objectivo analisar os efeitos genotdxicos, in
vitro e in vivo, de extractos de sedimentos do estuario do Sado. Para esse fim, os
sedimentos foram recolhidos de quatro locais de pesca (P, C, A e E) do estuario e os
contaminantes organicos e inorganicos totais foram extraidos com uma mistura de
metanol:diclorometano. Células HepG2 foram expostas aos extractos e a um agente
antimutagénico, para a analise da genotoxicidade utilizando o ensaio do cometa, a fim
de analisar a possivel reversdao de danos oxidativos induzidos pelos contaminantes.
Adicionalmente, recorreu-se a um modelo de ratinhos transgénicos baseados no
plasmideo lacZ expostos por via oral a duas doses de extracto P para testes de
genotoxicidade in vivo. Neste modelo foi realizado o ensaio do micronucleo, do
cometa e de mutagdes em varios érgaos de ratinho. Nos resultados in vitro nao se
verificou a reversdo dos danos oxidativos induzidos pelos extractos de sedimentos por
parte da quercetina, nas condi¢des testadas. In vivo, verificou-se a inducdo de
micronucleos, embora o ensaio do cometa n3do revelasse resultados positivos.
Aparentemente, ndo se verificou mutagenecidade in vivo, embora sejam necessarios
mais estudos para concluir a andlise de mutagdes. Globalmente, os resultados obtidos
neste estudo reflectem o potencial efeito adverso para a saide humana associado aos
contaminantes encontrados nos sedimentos do estuario, contribuindo para a avaliacdo

de risco.

Palavras-chave: extracto de sedimento; Estuario do Sado; genotoxicidade; stress

oxidativo; ratinho transgénico






ABSTRACT

The Sado Estuary (West Portugal) is subject to several sources of pollution
associated with an urban center, heavy-industries, mining activities and agriculture. It
remains a site for fishing activity for personal consumption and for local and external
market, and also for recreational and touristic activities. Previous studies revealed
several contaminants in the aquatic sediments, mostly metals, pesticides and
polycyclic aromatic hydrocarbons. These compounds can be absorbed and
accumulated in edible parts of estuarine species and in local agriculture products, thus
entering the human food chain and posing a risk to human health. In this context, this
study aims at analyzing the genotoxic effects, in vitro and in vivo, of sediment extracts
from the Sado Estuary. For this end, sediments were collected from four fishing sites
(P, C, A and E) of the Estuary and total organic and inorganic contaminants were
extracted with a mixture of methanol:dichloromethane. HepG2 cells were exposed to
the extracts and an antimutagenic agent, for genotoxicity analysis using the comet
assay, in order to see whether there was a reversion of the contaminant-induced
oxidative damage. Furthermore, a lacZ plasmid-based model of transgenic mice was
orally exposed to two doses of extract P for in vivo genotoxicity testing. For the in vivo
analysis, the micronucleus assay, comet assay and mutant frequency analysis were
performed in several mouse tissues. In vitro results failed to elicit a potential reversion
of the contaminant-induced oxidative damage by quercetin, in the tested conditions.
In vivo, there was a positive induction of micronuclei, however there was no positive
results in comet assay. Overall, the results obtained in the present study reflect the
potential hazard effect to human health associated with the contamination of

estuarine sediments, contributing to risk assessment.

Keywords: Sediment extract; Sado Estuary; genotoxicity; oxidative stress; transgenic

mouse
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INTRODUCAO

1. Poluigao aquatica - Contaminagao de sedimentos estuarinos

Uma das consequéncias da exploracdao antropogénica do meio ambiente,
particularmente da industrializacdo, é a producdo de residuos e efluentes toéxicos
indesejaveis. A descarga de contaminantes através de aguas residuais de fontes
industriais, domesticas e agricolas directamente nos lagos, rios e regides costeiras,
constituem a maior fonte de poluicdo aquatica (Chen e White, 2004). Varios estudos
tém demonstrado que muitos dos residuos e efluentes industriais, particularmente da
metalurgia, refinarias de petrdleo, de papel e industrias quimicas, contém agentes
potencialmente genotdxicos, mutagénicos e/ou carcinogénicos (Ohe et al., 2004; Chen
e White, 2004). Este potencial para causar efeitos adversos por parte dos compostos
organicos e inorganicos de varios tipos de efluentes industriais encontra-se
predominantemente associado ao material particulado. Isto é, o movimento apds a
emissdo da descarga e a compartimentacdo dos compostos hidrofdbicos, incluindo
muitas substancias genotoxicas, vai resultar na adsorgdo as particulas em suspensao
que, no final, se vdo incorporar nos sedimentos do fundo aqudtico. Assim, estes
contaminantes ambientais, de origem diversa, podem ser continuamente
reintroduzido na coluna de agua através da ressuspensdo e transferéncia tréfica.
Consequentemente, os sedimentos poderdo tornar-se um reservatério de agentes
potencialmente perigosos, e a sua sedimentacdo vai contribuir para a exposicao,
directa ou indirecta, dos organismos bentdnicos, ou das popula¢gdes humanas locais,
assim como para a sua bioacumulacdo no meio ambiente (Chen e White, 2004; Ohe et
al., 2004; Chapman e Wang, 2001).

Os estuarios, em particular, estdo sujeitos a uma variedade de pressdes
antropogénicas do tipo urbanas ou industriais localizadas ao longo das margens. Mais
importante, o facto destes ambientes serem semi-fechados e terem uma capacidade
de auto-renovacdo limitada torna a sua contaminagcdo mais problematica. A
contaminacdo dos sedimentos estuarinos é assim reconhecida como uma importante
fonte de pressdo na saude do ecossistema e, por esta razdo, a avaliacdo adequada da
contaminacdo dos sedimentos num estudrio e o seu significado bioldgico e ecolégico é

crucial (Caeiro et al., 2005). No entanto, a andlise do impacto da contaminacdo dos



sedimentos, em organismos estuarinos ou popula¢gdes humanas localmente expostas,
¢ um desafio devido a complexidade geoquimica dos sedimentos, as pressdes
antropogénicas impostas e a natureza fisico-quimica particular dos corpos de dgua em
transicdo. A deposicao e libertacdo de contaminantes nos sedimentos estuarinos é
uma equacdo complexa que depende de multiplos factores abiéticos, tais como a
carga de matéria organica (MO) dos sedimentos, a dimensdo dos graos de areia, ou a
agitacdo ou hidrodinamismo do local. A combinac¢do de todos estes parametros, com a
provavel presenca de multiplas classes de contaminantes, contribui para a dificuldade
na avaliagdo do potencial impacto de sedimentos contaminados nos organismos

expostos (Costa et al., 2012).

2. Area de estudo - O estuario do Sado
2.1. Descrigdao da drea e pressoes antropogénicas associadas

O estudrio do Sado (Figura 1), localizado na costa sudoeste de Portugal, é o
segundo maior do pais, com uma area de, aproximadamente, 24 000 ha (180 kmz).
Sendo um estudrio biogeograficamente muito heterogéneo, é de grande importancia
tanto ecoldgica como para actividades humanas. No entanto, encontra-se sujeito a
uma grande variedade de pressdes antropogénicas que entram em conflito com o
facto de parte do estudrio ser classificado como reserva natural (Costa et al., 2008). A
margem norte inclui a cidade de Setubal, areas urbanas adjacentes, aterros para
residuos perigosos e um parque de industria pesada, como por exemplo fabricas de
produtos quimicos (pesticidas e fertilizantes), de papel, uma central termoeléctrica,
estaleiro de navios e instalacdes de exploragdo de minério, contribuindo todas como
potenciais fontes de poluicdo (Carreira et al., 2013). Para além disso, na margem sul
encontra-se a peninsula de Trdia, mais afastada das grandes fontes de poluicao,
reconhecida como uma area importante para o turismo e lazer. Ainda nesta margem
do estuario existem dreas agricolas, principalmente zonas de arrozais, salinas
tradicionais e aquaculturas cada vez mais intensivas. O préprio rio Sado cruza-se com
regides com minas de pirite assim como areas de agricultura mais a montante, o que
permite o transporte de substancias potencialmente téxicas que poderdo, por sua vez,
ficar retidas nos sedimentos aquaticos. Algumas destas actividades incluem a descarga

de contaminantes como metais, fertilizantes, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos



(HAPs) ou mesmo pesticidas nas aguas do estuario que podem alterar a qualidade da
agua e do sedimento e gerar efeitos adversos nas comunidades biéticas (Caeiro et al.,
2005; Caeiro et al., 2009; Costa et al., 2012).

No estudrio existe uma intensa actividade piscatéria, realizada pelas
populacdes locais e as espécies capturadas como, por exemplo, o berbigdo
(Cerastoderma edule), a améijoa boa (Ruditapes decussatus), o choco (Sepia
officianalis), o caranguejo (Carcinus maenas) e o linguado (Solea senegalensis), ndo s6
sdo consumidas por estas comunidades mas também poderdao ser distribuidas
nacionalmente (Carreira et al., 2013, Rodrigo et al., 2013, Gongalves et al., 2013, Costa
et al., 2012). Adicionalmente, nas zonas a montante do estuario, as praticas agricolas,
em particular a colheita de tomate e de arroz, utilizam a dgua do estuario e constituem
o principal uso do solo (Carreira, 2011). Assim, a potencial bioacumulacdo destes
contaminantes nas espécies bentdnicas ou nos produtos agricolas, podem constituir

uma via de exposicao indirecta, através da cadeia alimentar, para as populagdes locais.

Figura 1 — Mapa da area de estudo, o estuario do Sado, com indicagdo dos diferentes locais de
amostragem (C, P, E e A) utilizados neste trabalho [Adaptado de Pinto et al., (2014a)].

2.2. Contaminagdo no estuario do Sado
Estudos recentes na area confirmaram a ocorréncia de diversos contaminantes

nos sedimentos do estudrio, tanto na area norte (industrial/urbana) como na sul



(rural), incluindo metais, pesticidas, bifenilos policlorados (PCBs) e HAPs, consideradas
substancias de interesse primario (Caeiro et al., 2005; Caeiro et al., 2009; Costa et al.,
2012; Carreira et al., 2013). Uma analise a sedimentos de 153 esta¢Ges do estuario do
Sado, no que diz respeito ao seu conteddo em metais e metaldides, fracgdo fina, MO e
o potencial redox, revelou a existéncia de diversas dreas contaminadas. De facto,
segundo um indice de risco ecoldgico (SQG-Q; Sediment quality guideline quotient), 3
% das esta¢Oes encontravam-se altamente contaminadas, possuindo um alto potencial
para induzir efeitos bioldgicos adversos, enquanto 47 % mostraram contaminagdo
moderada (Caeiro et al., 2005). Outro estudo mais recente, integrando diversos
parametros quimicos e bioldgicos identificou também algumas areas de alto risco, por
conterem contaminantes capazes de causarem efeitos adversos na biota (Caeiro et al.,

2009).

2.2.1. Efeitos bioldgicos dos principais contaminantes estuarinos

Tal como referido anteriormente, a maioria dos contaminantes existentes na
agua e nos sedimentos sdo compostos potencialmente genotdxicos, mutagénicos e/ou
carcinogénicos que poderdo causar efeitos adversos tanto na biota indigena como nas
populagdes humanas localmente expostas. A International Agency for Research on
Cancer (IARC) efectua uma ac¢do coordenada de avaliacdo dos resultados de testes de
genotoxicidade e classifica os varios agentes em diferentes grupos, de acordo com a
sua capacidade de induzir o aparecimento de cancro no homem, no sentido de
uniformizar os critérios dos testes de genotoxicidade (Tabela 1). Vérios poluentes
encontrados no estuario do Sado, foram classificados pela IARC como carcinogénicos,
provavelmente carcinogénicos ou possiveis carcinogénicos para o homem, como é o
caso de alguns HAPs, metais e compostos organoclorados incluindo pesticidas

organoclorados (IARC, 1991; 2012).

Tabela 1 - Classificacdo de agentes genotdxicos pela IARC

Grupo Descricdo do Agente
1 Cancerigeno para o Homem
2A Provavelmente cancerigeno para Homem
2B Possivelmente cancerigeno para o Homem
3 N3do classificavel em relagdo ao Homem
4 Provavelmente ndo cancerigeno para o Homem

(Adaptado de IARC).



Os diferentes contaminantes encontrados no estudrio tém mecanismos de
mutagénese distintos. No entanto, uma grande variedade possui como denominador
comum, a formacdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) que medeia a inducdo de
danos no DNA.

Os HAPs sdo contaminantes ambientais muito difundidos, devido a sua
formagao durante a combustdo incompleta de MO. Em particular, os processos
industriais que envolvem a pirdlise ou combustdo de carvdao sao uma das maiores
fontes de HAPs. Estes compostos organicos, que contém apenas dtomos de carbono e
hidrogénio e sdo formados por 2 ou mais anéis aromaticos, podem ser encontrados no
ar, agua, solos e sedimentos, geralmente a niveis residuais excepto quando perto das
suas fontes (IARC, 2010). Muitos HAPs s3o pro-mutagénicos, i.e. tornam-se
genotdxicos apenas apds a activacdo enzimadtica (fase | de destoxificacdo). Este
processo produz substancias altamente reactivas e genotdxicas, como diol-epoxidos e
ROS (Miller e Ramos, 2001). Estes dois tipos de metabolitos podem causar danos no
DNA, uma vez que os HAPs activados tém a tendéncia de formar aductos no DNA,
sendo que as ROS estdo envolvidas na oxidacdo de bases gerando, por exemplo,
aductos com a guanina (8-oxoguanina). A IARC classificou muitos destes compostos
como carcinogénicos, provavelmente carcinogénicos ou possiveis carcinogénicos para
o homem (Tabela 1). O benzo[a]pireno (B[a]P) é o unico HAP classificado no grupo 1,
sendo carcinogénico e teratogénico, e o seu mecanismo de ac¢do genotdxica envolve
o metabolismo e a formacdo de espécies reactivas que formam aductos covalentes no
DNA (IARC, 2012). Alguns estudos ja revelaram que o B[a]P é provavelmente
responsavel por cerca de metade da mutagenecidade nas fraccGes de extractos de
sedimentos contendo HAP (Chen e White, 2004). Em estudos in vivo em ratinhos,
também ja se observou um aumento das respostas tumorais em tecidos linfdides,
hematopoiéticos e em varios drgaos, incluindo pulmdes, figado, eséfago e lingua, apds
exposicdo ao B[a]P (IARC, 2012).

Os metais, quando comparados com material organico, sdo moléculas
pequenas que estao presentes naturalmente no ambiente e sdo essenciais para a vida.
Contudo, alguns podem-se tornar téxicos dependendo da sua concentracao, estado de
oxidacdo, forma (em complexo ou ndo) e via de exposicdo. Na verdade os metais ndo

sdo degradados pelos organismos vivos e existe o risco de se acumularem até niveis



perigosos, onde podem interagir com macromoléculas celulares, vias metabdlicas e
processos genéticos (Beyersmann e Hartwig, 2008). A IARC classificou alguns metais e
metaldides como carcinogénicos, possiveis ou provaveis carcinogénicos para o homem
(Tabela 1). Estes compostos podem ser genotéxicos, apesar do mecanismo exacto de
accdo ainda ndo ser completamente conhecido (Figura 2). Considera-se que alguns
metais (como por exemplo o Cd, Hg, Ni ou Pb) e metaldides (como o As) podem
provocar um desequilibrio do metabolismo oxidativo (com uma subsequente producao
de ROS) e/ou um enfraquecimento da actividade das enzimas de reparagdo do DNA,
apresentando assim um mecanismo de acg¢do indirecto (Beyersmann e Hartwig, 2008).
De facto, tem sido sugerido que os metais e metaldides aumentam os danos no DNA
agindo como co-mutagéneos, potenciando a formacdo de aductos de DNA-HAP
activados e a producdo de ROS, como ja observado em células de hepatoma de ratinho
expostas a As (Maier et al., 2002), ou células de leucemia humana co-expostas a PCBs e
Cu (Srinivasan et al., 2001). Além disso, também se observou genotoxicidade ao nivel
dos cromossomas, dado que o As, por exemplo, tem sido reportado como um agente
aneugénico a doses baixas mas também clastogénico a doses elevadas (Rossman,

2003; Beyersmann e Hartwig, 2008).
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Figura 2 — Principais mecanismos de carcinogenicidade de metais (Adaptado de Beyersmann e
Hartwig, 2008).

Por outro lado, os PCBs sdo compostos organicos usados como dieléctricos em
transformadores, em fluidos de arrefecimento, sistemas hidraulicos, pesticidas e

retardadores de chamas, e como plastificantes em tintas, papel de cépia, adesivos,



selantes e plasticos (OMS, 1993). Os PCBs segundo a classificacdo da IARC sdo
provavelmente carcinogénicos para o homem (IARC, 1987). A estabilidade destes
compostos, que alids é a razdo do seu vasto uso comercial, levou a sua distribuicdo no
ambiente e, apesar da sua produgao ter diminuido, ou mesmo sido banida em alguns
paises, estes compostos ainda persistem no ambiente e sdo rotineiramente
encontrados em soro humano, leite materno e amostras de tecido adiposo (Ludewig et
al., 2008). Alguns estudos ligaram a exposi¢cdo a PCBs a formacdo de aductos de DNA e
quebras na cadeia de DNA mas também ao stress oxidativo (Ludewig et al., 2008).
Estes compostos podem sofrer activacdo metabdlica, formando-se metabolitos
electrofilicos com capacidade para reagirem com macromoléculas celulares como
proteinas, lipidos e o préprio DNA (Ludewig et al., 2008).

Finalmente, o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), ainda encontrado no estudrio
do Sado (Carreira et al., 2013), é uma mistura complexa de para- para’-DDT, seus
isomeros e compostos relacionados. Tem sido usado desde 1943 como um insecticida
nao sistémico com um amplo espectro de actividades, nomeadamente para o controlo
de vectores da malaria, tiféide, febre-amarela e doenca do sono, e também na
agricultura. O seu uso foi banido em alguns paises e foi restringido desde 1970 em
muitos outros para o controlo de vectores de doencas (como é o caso de Portugal
desde que assinou a Convencdo de Estocolmo). O DDT é ubiquitario no ambiente,
altamente persistente e tem sido encontrado em alimentos, solos e sedimentos. No
entanto, os niveis residuais em tecidos humanos tém vindo a diminuir lentamente com
o decréscimo do uso do DDT mundialmente (IARC, 1991). A IARC concluiu que, apesar
de ndo existir provas adequadas para a carcinogenicidade do DDT em humanos,
existem indicios suficientes em experimentacdao animal para que o DDT seja
classificado como possivelmente carcinogénico (Grupo 2B) para os humanos (IARC,
1991). Foi observado que os DDTs e os seus metabolitos induzem apoptose em células
mononucleares de sangue periférico que é precedida por um aumento dos niveis de
ROS (Pérez-Maldonado et al., 2005).

Tal como descrito anteriormente, apesar destes diversos compostos terem uma
potencial toxicidade individualmente (particularmente varios HAPs e metais), vdrios
estudos tém mostrado que estes podem ter efeitos aditivos, sinergisticos ou

antagonisticos quando combinados numa mistura complexa (Tarantini et al., 2011;



Beyersmann e Hartwig, 2008; Hreljac e Filipic, 2009). Pelo modo de ac¢do destes
quimicos, é plausivel que a formagao de ROS, ou metabolitos oxidados, possa ser um
mecanismo comum para a indugdo de danos no DNA, por metais (Beyersmann e
Hartwig, 2008), HAPs (Xue e Warshawsky, 2005), PCBs (Marabini et al., 2011), ou DDTs
(Pérez-Maldonado et al., 2005). Existe um nivel de tolerancia biolégico para radicais
livres que, quando excedido pode causar um nivel elevado de danos oxidativos em
biomoléculas (como lipidos, proteinas e acidos nucleicos) resultando em efeitos
biolégicos nocivos (Marabini et al., 2011; Collins, 2009). Para além disso, nalguns
estudos observou-se que a co-exposicdo a DDTs (i.e. isoformas e metabolitos) pode
aumentar a frequéncia de micronucleos induzido por B[a]P em células HepG2, mesmo
guando o DDT sozinho ndo provoca efeitos clastogénicos (Wu et al., 2003). Esta
observacdo é corroborada pelas observacdes de que os pesticidas induzem a
expressao de enzimas envolvidas na activacdo dos HAPs e outros xenobidticos

organicos (Dehn et al., 2005; Medina-Diaz e Elizondo, 2005).

2.2.2. Efeitos adversos observados em organismos aquaticos

Foi adicionalmente observado que estes contaminantes presentes nos
sedimentos tinham o potencial para induzir efeitos adversos, incluindo genotoxicidade,
em espécies aquaticas locais (Carreira et al., 2013; Rodrigo et al., 2013; Gongalves et
al., 2013; Costa et al., 2012; Costa et al., 2013). Foram observadas lesGes genotdxicas
em Solea senegalensis (linguado), expostos a sedimentos contaminados com HAPs e
metais, através da analise de anomalias nucleares em eritrdcitos (ENA; uma variante
do teste de micronucleo convencional) e do ensaio do cometa em sangue periférico do
peixe (Costa et al., 2008; Costa et al., 2011a). Os resultados observados incluiram a
inducdo de efeitos clastogénicos e de quebras no DNA. Também foi demonstrado por
ensaios bioquimicos que a toxicidade dos contaminantes, existentes no sedimento,
pode ser influenciada por processos antagonisticos e sinergisticos que resultam de
uma exposicdo a uma mistura complexa de contaminantes (Costa et al., 2009a; Costa
et al.,, 2011b; Costa et al., 2012). Estes ensaios permitiram também observar uma
inducdo de stress oxidativo em linguados expostos aos sedimentos. Adicionalmente,

analises de biomarcadores histopatoldgicos também mostraram lesdes hepaticas



induzidas em peixes expostos a estes sedimentos contaminados (Costa et al., 2009b;
Costa etal., 2011a).

Em suma, ao longo do estuario do Sado observou-se, em estudos anteriores,
contaminacao devido a fontes antropogénicas. Para além disso, os sedimentos
contaminados revelaram induzir genotoxicidade em espécies aquaticas locais de valor
comercial. Surgiu, assim, a necessidade de avaliar o risco ambiental, incluindo
ecoldgico e para a saude humana, associado a contaminacdo dos sedimentos do
estudrio do Sado. Essa necessidade justifica-se devido aos potenciais efeitos adversos
exercidos pelos contaminantes retidos, que podem ser perigosos para as populacdes
bentdnicas locais, mas também para os seres humanos expostos através da
agricultura, actividades recreativas ou ocupacionais (por exemplo, pesca) e, mais

importante ainda, através da cadeia alimentar.

2.3. O Projecto HERA

No contexto da contaminacdo e efeitos adversos observados na biota local, e
descritos anteriormente, surge o projecto HERA (financiado pela Fundag¢do para
Ciéncia e Tecnologia; PTDC/SAU—ESA/100107/2008) onde este trabalho se insere. Este
projecto teve o objectivo geral de avaliar o potencial risco ambiental, incluindo
ecoldgico e para a saude humana, de um ambiente estuarino contaminado,
nomeadamente o estudrio do Sado. Nesse sentido, o projecto desenvolveu-se em
diversas componentes, nomeadamente: i) uma componente do foro epidemioldgico
envolvendo a populacdo local, ii) outra relacionada com a caracterizacdo da
contaminagdo do sedimento estuarino tendo em conta as fontes de contaminacao, as
seguintes iii) visando os efeitos dos contaminantes em espécies estuarinas e iv) os
efeitos citotdxicos e genotdxicos em células humanas e, por fim, v) o estudo dos
metais pesados em amostras de vegetais, dgua e solo colhidas na margem sul do

estuario, junto da povoacao da Carrasqueira.

2.3.1. Componente epidemioldgica
Neste projecto foi efectuado um estudo epidemioldgico para investigar
potenciais vias de contamina¢dao humana numa populagdo com actividades piscatérias

e agricolas da Carrasqueira, uma vila situada na margem sul do estuario do Sado. O



estudo realizou-se através de um questionario (incluindo dados socio-demograficos,
habitos alimentares, e de saude global e reprodutiva). O estudo confirmou a varias vias
de exposicdo humana aos contaminantes do estuario do Sado por via ocupacional,
recreativa e através do consumo de agua e organismos aquaticos (como peixes e
molusculos) [Machado et al., (submetido)]. Os resultados globais sugerem que existe

um potencial efeito para a salde decorrente da exposi¢ao ao estuario do Sado.

2.3.2. Caracterizagao da contaminagao do sedimento estuarino

Outra componente do projecto, teve como objectivo a caracterizagao de varias
amostras de sedimentos do estudrio do Sado em termos de contaminantes e
parametros fisico-quimicos (Carreira et al., 2013).

Resumidamente, os sedimentos analisados (utilizados também no presente
trabalho) foram colhidos em 4 locais do estudrio do Sado (Figura 1), provenientes de
duas dreas distintas: a drea Norte, considerada na generalidade uma zona urbana e
industrial (locais P e C), e a drea Sul, considerada na generalidade uma zona agricola e
fluvial (locais A e E). Os resultados apresentaram uma heterogeneidade de
contaminantes nos sedimentos do estudrio e uma diferenca evidente entre areas com
influéncia industrial (norte) e com influéncia agricola (sul). A amostra C foi colhida num
banco de areia localizado a norte mas ainda afastado da zona industrial de Setubal,
num local com alto hidrodinamismo, e consiste num sedimento essencialmente
arenoso, com percentagem de fraccdo fina (FF) e matéria organica total (MOT) muito
baixas (Tabela 2). Esta amostra foi considerada uma amostra de referéncia por ter sido
determinada, essencialmente, como ndo contaminada. A amostra P, colhida perto da
zona industrial de Setubal, € um sedimento essencialmente vasoso, com niveis
moderados de contaminantes metalicos (As, Cr, Ni, Cu, Zn e Pb) e organicos (pireno,
fluoranteno, B[a]P, acenaftileno, acenafteno e dibenzo[a,h]antraceno). A amostra E,
colhida perto de uma zona agricola com pouco hidrodinamismo, local de pesca
(apanha de bivalves), € um sedimento essencialmente vasoso, com niveis moderados
de contaminantes, particularmente metais (Zn, Cr, Ni, Cu e As). Finalmente, a amostra
A, colhida junto ao efluente de drenagem de arrozais adjacentes, também zona de
pesca, com pouco hidrodinamismo, apresenta niveis moderados de contaminantes,

particularmente metais (As, Cr, Ni, Cu, Zn e Pb) (Carreira et al., 2013).
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Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos e niveis de contaminagdo das amostras de sedimentos utilizadas
neste trabalho

Amostras
C A E P TEL PEL
TOM (%) 1 9 7 10
FF (%) 4 74 64 53
Contaminante
Elemento Metaldides 350  2502*  2644*  19,70* 7,24 41,60
ee’) Se 0,63 0,72 0,59 1,92 n/a n/a
Metais cd 0,13 0,43 0,33 0,27 0,68 4,21
Cr 2,30 87,61* 62,22* 77,67* 52,30 160,00
Cu 4,04 92,30  74,15%  178,64** 18,70 108,00
Ni 1,71 22,79* 17,15% 16,67* 15,80 43,00
Pb 5,73 32,70* 25,30 56,45* 30,20 112,00
Zn 14,51 385,11** 269,79* 327,51** 124,00 271,00
SQG-Q elementos 0,04 0,62 0,49 0,68
Organico  HAP  3-aneis Acenaftileno <dl. 1,98 0,90 9,77* 587 128,00
e ) Acenafteno 0,41 1,78 1,16 9,00* 6,71 88,90
Fluoreno 0,43 2,80 1,18 8,41 21,20 144,00
Fenantreno 10,25 35,03 15,86 66,02 86,70 544,00
Antracina 0,31 1,54 1,15 9,00 46,90 245,00
4-aneis Fluoranteno 2,75 38,99 14,38 207,29* 113,00  1494,00
Pireno 2,64 36,23 14,89 175,12%* 153,00 1398,00
Benzo[a]antraceno 2,10 13,01 4,44 72,16 74,80 693,00
Criseno <d.l 7,87 3,44 40,88 108,00 846,00
5-aneis Benzol[b]fluoranteno 1,62 14,24 4,94 78,17 n/a n/a
Benzolk]fluoranteno 0,51 7,02 3,15 49,74 n/a n/a
Benzo[e]pireno 1,94 13,54 4,50 70,04 n/a n/a
Benzol[a]pireno 0,92 12,83 4,05 86,29 88,80 793,00
Dibenzol[a,h]antraceno <d.l 0,70 0,04 15,09* 6,22 135,00
6-aneis Indeno[1,2,3—cd]pireno <d.lL 14,43 3,67 101,85 n/a n/a
Benzo[ghi]perileno <d.l 13,03 4,72 78,14 n/a n/a
tHAP 23,88 215,03 82,47 1076,98 1684,00 16770,00
SQG-Q HAPs 0,00 0,02 0,01 0,09
Pesticidas tDDT 002 021 0,13 1,22 389 51,70
organoclorados
HCB 0,02 0,05 0,06 0,04 20,00 480,00
SQG-Q Pesticidas 0,00 0,00 0,00 0,05
PCB tPCB 018 026 0,27 5,37 3410 277,00
SQG-Q PCBs 0,00 0,00 0,00 0,02
SQG-Q organicos 0,00 0,01 0,00 0,06
SQG-Q total 0,01 0,16 0,12 0,21

Adaptado de Carreira et al.,, (2013). Os contaminantes sdo apresentados por grama de peso de
sedimento seco. Os valores de MOT e FF sdo expressos em percentagem relativamente ao peso de
sedimento seco. < d.l. abaixo do limite de detecgdo; n/a — valor n3o disponivel; MOT — matéria organica
total; FF — fracgdo fina (particulas < 63 um); SQG-Q — Sediment quality guideline quotient; TEL —
Threshold effect level; PEL — Probable effect level.*acima do valor de TEL. **acima do valor de PEL.

Foi efectuada uma estimativa do risco ecoldgico associado ao ambiente

sedimentar, através do indice SQG-Q. Este indice funciona como um indicador da
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tendéncia para observar efeitos bioldgicos adversos na biota devido &4 mistura de
contaminantes com diferentes concentragdes (Long e MacDonald, 1998), classificando
as amostras de acordo com trés categorias de impacto: Categoria 1: SQG-Q < 0,1 -
Baixo potencial para induzir efeitos adversos; Categoria 2: 0,1 > SQG-Q < 1 - Potencial
moderado para induzir efeitos adversos; Categoria 3: SQG-Q 2= 1 - Potencial alto para
induzir efeitos adversos. As amostras de sedimento contaminadas do estuario do Sado
revelaram possuir um risco moderado (Carreira et al., 2013). De acordo com
Macdonald et al., (1996) para o célculo do indice de risco ecolégico SQG-Q, sdo
utilizados os seguintes valores-guia: TEL (Threshold Effect Level), que representa a
concentracdo abaixo da qual raramente sdo esperados efeitos adversos para os
organismos aquaticos e o PEL (Probable Effect Level), que define a concentracdo acima

da qual frequentemente sdo esperados efeitos adversos para os organismos.

2.3.3. Efeitos dos contaminantes em espécies estuarinas

Adicionalmente, estudos recentes tém-se focado na caracterizacdo dos efeitos
adversos em espécies aqudticas expostas aos sedimentos do estudrio do Sado,
recolhidas de diferentes dreas de pesca. Uma analise de biomarcadores a uma espécie
de améijoa comercial (Ruditapes decussatus, obtidas nos locais de amostragem P e E,
respectivamente), revelou a existéncia de uma inducdo de stress oxidativo
(peroxidacdo lipidica e a actividade da catalase) que se podia correlacionar tanto com
0s contaminantes organicos e inorganicos presentes (Carreira et al., 2013). Para além
disso, observaram-se lesGes histopatolégicas e alteracdes nas guelras e glandulas
digestivas dessas améijoas (Costa et al., 2013). Em concordancia, uma anadlise ao choco
(Sepia officinalis) revelou também uma inducdo de stress oxidativo nestas espécies
(Rodrigo et al., 2013). Efectuou-se também uma analise do risco ambiental, utilizando
linguados jovens (Solea senegalensis), nos quais foram analisadas alterac¢des
histoldgicas no figado e biomarcadores de stress oxidativo (metalotionina, peroxidacdo
lipidica, e actividade da glutationa-S-transferase (GST) e da catalase) (Gongalves et al.,
2013). Aqui, embora se tenha observado diferencas nos padrées dos marcadores
histopatoldgicos entre as areas urbano/industrial (local P) e agricola (locais A e E), ndo
foram observadas diferencas significativas entre as alteragdes cumulativas nos animais

dos dois locais. No entanto, os resultados sdo consistentes com uma contaminacao
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fraca a moderada do estudrio e indicam que o stress oxidativo é o factor mais

importante quando se analisa a diferenga entre os locais (Gongalves et al., 2013).

2.3.4. Efeitos citotdoxicos e genotdxicos em células humanas

Outro objectivo deste projecto foi o de caracterizar os efeitos citotdxicos e
genotdxicos das amostras de sedimentos colhidos em locais de pesca do estudrio do
Sado, numa linha celular humana (HepG2) (Pinto, 2011; Pinto et al., 2014a). Apds uma
exposicdo de 48 h aos extractos dos sedimentos das duas areas (amostras P e F versus
amostras A e E), as células HepG2 apresentaram efeitos adversos, com uma relagao
dose-resposta em comparacdao com a amostra de referéncia (amostra C). Os extractos
provenientes da zona industrial do estudrio do Sado causaram um maior efeito
citotéxico e genotodxico (quebra total da cadeia de DNA e clastogénese). Contudo os
extractos provenientes da zona rural do estudrio demonstraram um potencial superior
para induzir danos oxidativos no DNA, revelados pelo ensaio do cometa modificado
com FPG. Contudo, importa ainda confirmar se o stress oxidativo serd o mecanismo
mais preponderante na inducdo de efeitos genotdxicos. Apesar do estudrio ter sido
classificado como moderadamente contaminado, os resultados sugerem que os
sedimentos da zona industrial sdo significativamente mais genotdxicos e evidenciam
danos mais permanentes (inducdo de micronucleo) do que os da zona rural. Estas
descobertas sugerem que a mistura de contaminantes presentes nos sedimentos
testados é genotdxica para as células humanas. No entanto, dado que os sistemas in
vitro nao conseguem mimetizar completamente os sistemas de defesa de um
organismo vivo, como um todo, tal como, os sistemas metabdlicos e imunitdrios,
preconiza-se a utilizacdo de experiéncias em animais para confirmar os achados em

células.

2.3.5. Estudo dos metais pesados em amostras de vegetais, dgua e solo
Por fim, a avaliacdo do perfil de metais pesados em amostras de vegetais, solos
e agua de pocos perto das culturas agricolas da populagcdo da Carrasqueira, fonte de
consumo importante, levantaram também algumas preocupacgdes, particularmente

para as criancas (Castanheira et al., 2013). De facto, 4 dos vegetais analisados (batatas,
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alfaces, tomates e couves) ja apresentavam um valor de consumo didrio excedente ao

estabelecido pela European Food Safety Authority (EFSA), particularmente para o As.

Em suma, com o projecto HERA confirmou-se a existéncia de contaminagao no
estudrio, assim como potenciais vias de exposicao, efeitos em espécies aquaticas locais
e efeitos adversos induzidos pelos contaminantes numa linha celular humana. A
integracdo dos dados obtidos nestas diferentes componentes do projecto possibilitara
a avaliagdo do risco ambiental, incluindo ecolégico e para a saude humana de um
ecossistema costeiro com um impacto antropogénico (Chapman et al., 2013). Neste
contexto, estudos dos mecanismos envolvidos na genotoxicidade observada em
células humanas bem como estudos em ratinhos poderdao contribuir como uma boa
linha de evidéncia para a avaliacdo do potencial risco para a saude humana (Pinto et

al., 2014a; Pinto et al., 2014b).

3. Caracterizagao de efeitos genotdxicos

A genotoxicidade é a propriedade de um agente quimico ou fisico causar
altera¢des no material genético das células levando a formacdo de mutacdes génicas
e/ou cromossémicas que precedem o aparecimento de cancro. Nem todos os
carcinogéneos sao genotdxicos; contudo, a quase totalidade de substancias
genotdxicas sao carcinogénicas. O estudo de toxicidade ao nivel genético é importante
para a caracterizacdo de agentes com um potencial genotdxico, tal como a deteccdo
de aductos de DNA, alteracdes ou lesGes ao nivel do DNA e dos cromossomas, assim
como estudos de reparacao de danos no DNA, em modelos celulares e animais. A
analise de diferentes biomarcadores, de exposicdao ou efeito, in vitro ou in vivo, é
usada para avaliar o potencial genotéxico de um xenobidtico ou de uma mistura de
xenobidticos. Entre os biomarcadores de efeitos biolégicos precoces, os ensaios mais
aplicados s3ao os ensaios do micronucleo e o ensaio de electroforese de célula Unica
em gel vulgarmente designado por ensaio do cometa. Os biomarcadores de exposicdo
incluem a quantificacao de aductos de DNA e o ensaio de troca de cromatideos irmaos,
entre outros.

No entanto, a caracterizacdo do potencial genotoxico de sedimentos aquaticos

€ um desafio, devido a presenca de uma mistura complexa de contaminantes, e pode
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ser efectuada recorrendo aos sedimentos no seu todo, a aguas intersticiais, elutriados
ou extractos de sedimentos (Chen e White, 2004). Neste contexto, recorrer apenas a
uma andlise quimica dos sedimentos podera ndo evidenciar os potenciais efeitos
adversos dos diferentes compostos presentes nestas matrizes, tendo em conta, tal
como referido anteriormente, que muito destes podem interagir para potenciar os
efeitos genotodxicos (Staal et al., 2007; Tarantini et al., 2011). Contudo, os ensaios
bioldgicos podem ter limitacdes no que se refere ao estabelecimento de relacdes de
causalidade entre um efeito mutagénico observado e a presenca de um certo
contaminante numa amostra de sedimentos aquaticos, visto que ndo existe muita
compreensdao do comportamento de mutagéneos numa mistura ambiental tdo
complexa. Dai ser preciso cuidado ao fazer consideracdes em relacdo a avaliacdo do
potencial risco dos sedimentos aqudaticos de forma a ndo subestima-lo (Chen e White,

2004).

3.1. Estudos de genotoxicidade in vitro de extractos de sedimentos

A avaliagdo da genotoxicidade de extractos obtidos a partir de amostras de
sedimentos tem sido efectuada maioritariamente recorrendo ao uso de linhas
celulares ou de espécies aquaticas para avaliar o risco ecolégico (Woo et al., 2006;
Yang et al., 2010; Srut et al., 2011), ou de células de mamiferos, pela sua capacidade
presumida de reflectir os potenciais efeitos adversos em humanos (Aouadene et al.,
2008; Chen e White, 2004). No entanto, estudos utilizando linhas celulares humanas,
no sentido de avaliar um potencial risco para a salde humana, sdao escassos. Embora
haja estudos descrevendo o potencial de desregulacdo enddécrina (Higley et al., 2012)
ou de inducdo de metalotioneina em células humanas, existe uma lacuna quanto a
inducdo de efeitos genotdxicos por parte de extractos de sedimentos. Neste contexto,
estudos in vitro podem também fornecer informacdo valiosa para os efeitos e
respostas decorrentes da exposicdo a agentes quimicos ou fisicos e dai, poder-se
derivar uma medida de toxicidade e informacao sobre os mecanismos subjacentes aos

efeitos observados (MacGregor et al., 2001).

3.1.1. A linha celular HepG2
Uma vez que os xenobidticos podem ser genotdxicos ou produzir metabolitos

genotoxicos, o figado é o 6rgao de eleicdo para estudar estes efeitos, pois é o 6rgao
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chave da biotransformacdo de xenobidticos. Neste contexto, a linha celular HepG2,
isolada de um carcinoma hepatocelular (Figura 3) bem diferenciado de um individuo
caucasiano com 15 anos (ATCC), é uma alternativa pratica para avaliar a
genotoxicidade de contaminantes ambientais (Knasmiller et al., 2004; Valentin-
Severin et al., 2003). Devido as suas enzimas de fase | e fase Il intactas e indutiveis, as
células HepG2 sdo capazes de activar ou destoxificar xenobidticos, e dai reflectir o
metabolismo dos xenobidticos no corpo humano melhor do que células
metabolicamente incompetentes usadas em ensaios in vitro (Mersch-Sundermann et
al., 2004; Uhl et al., 1999). Estudos anteriores nestas células mostraram que as células
HepG2 sdo capazes de expressar enzimas de defesa antioxidante como a desmutase
superoxide, catalase, glutationa (GSH) peroxidase e GST em pé de igualdade com os
hepatdcitos humanos primarios (Lee et al., 2002). Assim, estas células sdo de grande
utilidade para a identificacdo de pro-oxidantes e antioxidantes com relevancia in vivo,
na deteccdo de substancias citotéxicas e genotdxicas e, por extensao, citoprotectoras,

antigenotodxicas e co-genotodxicas (Mersch-Sundermann et al., 2004).
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Figura 3 — Foto da linha celular HepG2, observadas ao microscépio éptico de inversdo numa ampliagdo
de 100x. A — baixa densidade celular; B — elevada densidade celular.

3.1.2. Determinagao da citotoxicidade: O Ensaio do Vermelho Neutro

Antes de proceder a avaliacdo da genotoxicidade, é necessario uma avaliacao
prévia dos potenciais efeitos citotdxicos, i.e. controlar a viabilidade celular na presenca
do composto a testar, de forma a evitar a ocorréncia de falsos positivos nos ensaios de
genotoxicidade. O ensaio de incorporacdo do vermelho neutro (VN) é um dos ensaios

mais utilizados para aplicacdes ambientais e biomédicas. E utilizado em investigacdo
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basica e aplicada, sendo incluido como o primeiro ensaio de nao-genotoxicidade in
vitro aceite para a avaliacdo regulamentar de quimicos (Repetto et al., 2008). Este
ensaio baseia-se na capacidade de células vidveis incorporarem e ligarem o corante
supravital VN (Figura 4A). Este corante é um catidnico fraco que penetra a membrana
celular através de difusdo passiva ndo idnica e concentra-se nos lisossomas, onde se
liga através de ligagGes hidrofdbicas electroestaticas a grupos anionicos e/ou fosfato
da matriz lisossomal. O corante é depois extraido das células vidveis usando uma
solu¢do de etanol acidificada, e a absorvancia do corante dissolvido é quantificada
usando um espectrofotdmetro (Figura 4B). Quando uma célula morre ou o gradiente
de pH é reduzido, ndo é possivel reter o corante. Consequentemente, a quantidade de
corante retido é proporcional ao nimero de células vidveis. Para além disso, a
captacdo do VN por células vidveis pode ser modificado por alteracdes na superficie
das células ou nas membranas lisossomais. E portanto possivel distinguir entre célula
vidvel, danificada ou morta de acordo com a sua capacidade lisossomal especifica de

incorporar o corante (Repetto et al., 2008).
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Figura 4 — Ensaio do Vermelho Neutro. A — Foto de células HepG2 apés incorporagdo do VN, observado
num microscopio optico de inversdo numa ampliagdo de 100x; B — Fotografia de uma placa de cultura
de 96 pocos no final do ensaio, com o corante VN extraido das células. A quantidade de corante diminui
com o aumento da concentragdo do composto testado (da esquerda para a direita).

Existem vantagens e desvantagens do ensaio do VN em comparagdo com
outros testes de viabilidade utilizados. O processo é muito sensivel e fica
imediatamente disponivel para quantificacdo. E pelo menos duas vezes mais barato,
apresenta menos interferéncia, é mais sensivel e nao utiliza reagentes instaveis. Em
comum com outros procedimentos utilizados em cultura de células, existem certas

limitacOes devido ao caracter dos compostos a serem testados: substancias volateis,
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instdveis ou explosivas em 34gua, ou com baixa solubilidade, apresentam alguns

problemas (Repetto et al., 2008).

3.1.3. Anadlise da genotoxicidade: O Ensaio do Cometa

O ensaio de electroforese de célula Unica em gel (single-cell gel electrophoresis)
ou do cometa tornou-se um dos testes de genotoxicidade de preferéncia para a andlise
de danos no DNA, com aplicagdes em, biomonitorizagdo humana e epidemiologia
molecular (Dusinska e Collins, 2008), assim como em investigacdo fundamental da
lesdio do DNA e sua reparagdo (Collins e Azqueta, 2012). Este ensaio permite a
deteccdo de quebras ao nivel do DNA, através da medicao da migracdo dos fragmentos
do DNA, a partir de DNA nuclear imobilizado em gel agarose, em condigdes
electroforéticas alcalinas. O campo eléctrico aplicado faz com que o DNA danificado
migre no gel, criando-se uma imagem semelhante a um cometa, com cabega e cauda,
quando observado ao microscopio (Figura 5). Os danos no DNA que este ensaio
permite detectar sdo: quebras de cadeia dupla e simples, locais de excisdo-reparacao
incompletas, locais labeis as bases, alteracGes na conformacdo, entre outros. No
entanto, ndo é possivel distinguir e identificar o tipo especifico de danos, mas sim a
globalidade dos danos induzidos (Azqueta e Collins, 2013). A simplicidade,
sensibilidade, rapidez, versatilidade e economia do ensaio do cometa tém sido as
razdes pelas quais este ensaio tem vindo a ser cada vez mais aplicado para a avaliagao
da genotoxicidade in vitro ou in vivo (Tice et al., 2000; Hartmann et al., 2003).
Adicionalmente, de forma a tornar o ensaio mais especifico assim como mais sensivel,
apos a lise celular, pode-se introduzir um passo extra de digestao dos nucledides com
uma enzima que reconheca um tipo especifico de danos, criando uma quebra no local
do aducto. Neste contexto, a endonuclease lll (ENDO Ill) é usada para detectar
pirimidinas oxidadas e o formamido-pirimidina-DNA-glicosilase (FPG) para detectar o
produto da oxidacdo das purinas, a 8-oxoguanina, assim como outras purinas
alteradas. Em cada caso, nos locais sensiveis as enzimas formam-se quebras de DNA
adicionais, aumentando a intensidade da cauda do cometa (Collins, 2014). A contagem
dos nucledides é efectuada através da anadlise quantitativa da intensidade da
fluorescéncia emitida pelo DNA, apds coloracdo, utilizando sistemas de andlise de

imagem acoplados ao microscépio de fluorescéncia. Os parametros mais usados,
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determinados por software, sdo o comprimento da cauda e a percentagem de DNA na

cauda.

> Comet Imager 2.2

Dose Repetition

Length Intensity | Tail Length:
Tail Moment
Tail Moment Olive:
%DNA

Figura 5 — Fotografias de nucledides capturadas pelo software Comet Imager 2.2 (MetaSystems). A —
Nucledides ndo danificados; B — Nucledide com danos moderados no DNA; € — Nucledide com elevados
danos no DNA.

3.1.4. Analise do Stress Oxidativo

Os danos oxidativos podem resultar quando o balanco critico entre a producdo
de radicais livres e a defesa antioxidante fica desequilibrado. Um excesso de ROS pode
oxidar moléculas criticas, e a modificacdo através da oxidacdo do DNA, de proteinas e
lipidos por oxidantes tem sido implicada em vdrias condi¢cGes patoldgicas, como o
cancro, envelhecimento e doencas cardiovasculares (Halliwell et al., 1992). Para
proteger as moléculas contra os radicais livres toxicos e outras ROS, as células tém
desenvolvido defesas antioxidantes por componentes enddgenas enzimaticas e/ou
ndo enzimaticas (Gordon, 1996). Estas defesas actuam na prevencdo da formacdo de
radicais, remocao de radicais antes da ocorréncia de danos, prevencao de mutacdes,
reparacao de danos oxidativos e eliminacdo de moléculas danificadas (Gordon, 1996).
Apesar da presencga de um sistema de defesa antioxidativa eficaz nas células, este
pode ficar sobrecarregado em condicBes de stress oxidativo (Arranz et al., 2007).

Os estudos da presenca de stress oxidativo podem ser efectuados através da
analise da concentracdo de antioxidantes no plasma [por exemplo, vitamina C,
carotendides, GSH, etc.], através da actividade de enzimas antioxidantes [por exemplo,
GSH redutase, superéxido dismutase, catalase, GSH peroxidase (remove o perdxido de

hidrogénio (H,0,) e os lipidos peroxidados)] e através da analise de produtos de
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oxidacdo (malonaldeido, indicador de peroxidacao lipidica e de 8-oxoguanina) (Fang et
al., 2002; Sanchez et al., 2006). O ensaio do cometa tem sido utilizado extensivamente
para monitorizar o stress oxidativo, devido a possibilidade de detectar bases oxidadas,
através da inclusdao da FPG para evidenciar purinas oxidadas (como a 8-oxoguanina) e
da Endo lll para evidenciar pirimidinas oxidadas (Collins, 2014). Um aumento da
percentagem de DNA na cauda apds a incubagdo com a enzima, em comparagao com o
valor obtido sem tratamento enzimatico, indica a presenca de bases oxidadas (Collins,
2014).

No entanto, as ROS podem induzir danos ao nivel do DNA através da producao
de quebras de cadeia simples, quebras de cadeia dupla, locais labeis as bases, ou
purinas e pirimidinas oxidadas (Arranz et al., 2007). Usado como um agente padrao, o
H,0,, por exemplo, é um agente oxidante que pode estar envolvida na formacdo de
radicais hidroxilo que sdao altamente reactivos e destrutivos e que provocam danos
directos no DNA (Arranz et al., 2007; Aherne e O'Brien, 2000a). Uma das questdes que
surge neste contexto é se os danos no DNA provenientes de ROS geradas por alguns
dos contaminantes presentes nos sedimentos, podem ser revertidos através da
aplicacdo de um agente antimutagénico. Estes agentes exdgenos, muitos deles
provenientes da dieta, poderdo actuar a diversos niveis na sua ac¢do antimutagénica

(Figura 6), como é o caso de muitos polifenois.
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Figura 6 — Esquema das potenciais vias de interven¢do de um antimutagénico nos processos de
mutagénese em humanos (Ferguson et al., 2004).

Estes ultimos constituem um dos mais numerosos e omnipresentes grupos de

metabolitos secundarios de plantas, com mais de 8.000 estruturas fendlicas
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conhecidas actualmente. Os polifendis naturais variam de moléculas simples (acidos
fendlicos, fenilpropanoides, flavondides) a compostos altamente polimerizados
(lenhinas, melaninas, taninos) (Barcelos et al.,, 2011b). Entre os flavondides, o
subgrupo mais comum e largamente distribuido (Bravo, 1998), a quercetina e a rutina
sdo os mais frequentemente estudados e estdo presentes em varios vegetais, frutos,
sementes, nozes, chas e no vinho tinto (Boots et al., 2008). Varios estudos tém
relatado que farmacologicamente, estes compostos atuam como antioxidantes (Gupta
et al., 2010), antivirais (Davis et al., 2008), agentes anti-tumorais, anti-inflamatdrios
(Guardia et al., 2001) e anti-agregantes plaquetdrios (Sheu et al., 2004). Estes
flavondides actuam como quelantes de catiGes divalentes e scavengers de radicais
livres, que permite prevenir a oxidagao do DNA. Eles podem, por isso, estar envolvidos
na prevencdo da citotoxicidade mediada por radicais livres e na prevencdo da
peroxidacdo lipidica, que estdo associados ao envelhecimento celular e a doencas
crénicas (Bravo, 1998). Estes agentes antimutagénicos tém a capacidade de prevenir a
oxidacdo do DNA e também induzir a produgdo de certas enzimas metabdlicas que
inactivam agentes mutagénicos ou que inibem a activacio de pro-mutagéneos
(Barcelos et al., 2011b; Ramos et al., 2008).

Particularmente, a quercetina (Figura 7) tem mostrado ser um excelente
antioxidante in vitro e, dentro da familia dos flavonodides, é o scavenger de ROS e
espécies reactivas de nitrogénio mais potente (Barcelos et al., 2011b; Ramos et al.,

2008; Noroozi et al., 1998; Aherne e O'Brien, 2000b).

OH O

Figura 7 — Estrutura molecular da quercetina [Adaptado de Boots et al., (2008)].

De facto, varios estudos mostraram que a quercetina apresenta uma inibicdo
elevada de ROS gerado pelo H,0, e dos danos induzidos no DNA por diversos
compostos, com uma relacdo dependente da concentracdo (Barcelos et al., 20113;
Aherne e O'Brien, 2000a; Musonda e Chipman, 1998). Para além disso, em estudos

anteriores de genotoxicidade in vitro, a quercetina ndo demonstrou quaisquer efeitos
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adversos, 0 que sugere que a quercetina possa ser um composto anti-genotodxico eficaz
(Barcelos et al., 2011a; Barcelos et al., 2011b; Aherne e O'Brien, 2000a; Najafzadeh et
al., 2009). Adicionalmente sugere-se que a quercetin estd envolvida na activacdo
indirecta de factores de transcricdo que regulam a expressao de genes que codificam
enzimas antioxidantes (Arredondo et al., 2010). Esta accdo também ja foi observada
em células HepG2, para a catalase, superdxido dismutase e GST e GSH (Alia et al.,
2006a; Alia et al., 2006b). No entanto, sugere-se que os polifendis possam também
aumentar o stress oxidativo, e a capacidade da quercetina ser citotdxica ou agir como
um agente pro-oxidante versus antioxidante depende da sua concentracado (Halliwell,
2007; Ramos et al., 2008; Boots et al., 2008). A quercetina tem provado ser um
excelente antioxidante que também possui capacidades anti-inflamatérias, anti-
proliferativas e de inducdo da alteracdo da expressdo génica in vitro (Figura 8). Os
efeitos toxicos da quercetina in vitro estdao provavelmente associados a formacao de
possiveis produtos tdxicos apds a oxidacdo da quercetina durante a actividade de
scavenging das ROS (Boots et al., 2008).

BENEFICIAL «—— QUERCETIN —— > TOXIC

\ ¢
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expression in vitro effects in vitro in vitro

Reduction of clinical
symptoms in humans

Figura 8 — Esquema dos efeitos benéficos e toxicos da quercetina in vitro e in vivo (Boots et al., 2008).

3.2. Estudos de Genotoxicidade in vivo

Embora exista uma crescente tendéncia para a reducdao da experimentagdo
animal e uma crescente utilizacdo de abordagens in vitro, a maioria dos estudos que
abordam a toxicidade de compostos presentes em sedimentos aqudticos passam pela
aplicacdo de uma variedade de testes, in e ex situ, em espécies aquaticas (Thomas et
al., 2002, Chen e White, 2004, Kammann et al., 2004, Boettcher et al., 2010, Costa et
al., 2012, Yang et al., 2010). De facto, a caracterizacdo dos efeitos adversos ou
potenciais efeitos adversos, exercidos na biota local é importante no ambito da

avaliacdo de risco ecoldgico. No entanto, esta abordagem fornece pouca informacao
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quanto ao potencial risco para a saude humana decorrente da exposicao a estes
contaminantes por vias directas ou indirectas (i.e. por contacto em actividades
recreativas ou ocupacionais, ou pela cadeia alimentar). Assim, a utilizacdo de um
modelo de ratinho para a caracterizacdo dos potenciais efeitos genotdxicos dos
contaminantes presentes em sedimentos estuarinos, podera contribuir para a
avaliagdo do risco para salde humana. Isto é, embora os ensaios in vitro possibilitem
caracterizar os efeitos adversos induzidos, ndo permitem compreender (nem
substituir) o comportamento dos contaminantes num organismo inteiro. Apenas 0s
estudos in vivo tém em conta a complexidade de um organismo, desde a exposicao até
ao endpoint a analisar, incluindo a variabilidade, entre tecidos e érgdos, em processos
basicos (por exemplo, taxa de proliferacdo celular, metabolismo e capacidade de
reparar o DNA) que pode influenciar a taxa de mutac¢des (Louro et al., 2010).

Para os ensaios in vivo sdo utilizados frequentemente animais transgénicos, i.e.,
cujo genoma foi alterado pela introducdo artificial de material genético de outra
espécie. O desenvolvimento da tecnologia de animais transgénicos permitiu a
introducdo de DNA estranho na linha germinal de mamiferos por microinjec¢cdo de
odcitos fertilizados, e a sua expressdao. Como permite a introducdo de genes
especificos nos animais, esta técnica cria novas possibilidades de sistemas para o
estudo de doengas genéticas humanas e de mutagénese in vivo. O ratinho é a escolha
Obvia para este tipo de manipula¢Oes, gracas as suas pequenas dimensdes, curto
tempo de geracdo, a riqueza de conhecimentos em relacdo ao seu genoma em
comparac¢dao com o de outros mamiferos e as homologias encontradas entre o genoma
de ratinho e humano através de técnicas de mapeamento génico (Lewis, 1994). Alguns
ensaios com ratinhos transgénicos permitem determinar a incidéncia de mutacgdes
apos a exposicao a compostos ambientais, tal como em ensaios de carcinogenicidade.
Isto ird permitir, teoricamente, a integracdo de efeitos genotdxicos primarios com
influéncias secundarias, assim como avaliar uma potencial toxicidade selectiva de

tecido.

3.2.1. Modelo de ratinho transgénico com o plasmideo LacZ
Varios modelos de animais transgénicos sdao usados para estudar frequéncias

de mutacdes (FM) espontaneas ou induzidas in vivo em qualquer tecido de interesse
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para analise. Estes modelos tém em comum o facto de usarem um gene bacteriano
marcador inserido num vector shuttle. A diferenga entre eles estd no tipo de gene
reporter, lacZ, lacl, supF, ou rpsL, e no tipo de vector shuttle, bacteridfago lambda ou
plasmideo. Enquanto os sistemas baseados em bacteriéfagos lambda sdo limitados na
sua sensibilidade, detectando principalmente mutacdes e pequenas delecdes, os
sistemas baseados em plasmideos podem também detectar rearranjos grandes (Dollé
et al., 1999a).

Neste trabalho, utilizou-se o0 modelo de ratinho transgénico C57BL/6 baseado
em plasmideo LacZ (Gossen et al., 1995), que possui inserido no seu genoma multiplas
copias do plasmideo pUR288 (Figura 9), que foi construido por Rither e Miller-Hill,
(1983), e contém como gene alvo de mutacdes o gene lacZ de Escherichia coli. Para
além disso, este plasmideo tem o comprimento de 5 346 pares de base (bp) e possui
locais de restricdo Unicos para as enzimas Pstl (E.C.3.1.23.31), Hindlll (E.C.3.1.23.21) e
Sacl (E.C.3.1.23.34), entre outras. Contém a sequéncia operadora lac, situada a
montante do /acZ, a qual se liga a proteina repressora lacl. Possui uma origem de
replicacdo (ori) ColEl de E. coli. A presenca adicional do gene de resisténcia a
ampicilina (amp®) permite o crescimento selectivo de bactérias contendo o plasmideo
em meio de cultura a que foi adicionado esse antibidtico. Finalmente, este plasmideo
contém o local de ligacdo da proteina activadora de catabolito (CAP), responsavel pelo

fenémeno de repressdo por catabolito.
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\’ 5163 CAP binding site
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Figura 9 — Plasmideo pUR288 usado para gerar os ratinhos transgénicos C57BL/6
[Adaptado de Gossen et al., (1995)].

Este modelo permite, para além da aplicacdo de diversos ensaios de

genotoxicidade (tais como os ensaios do micronucleo, do cometa, troca de
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cromatideos irmdos), a deteccdo de mutagdes num gene alvo em multiplos érgdos,

apds uma exposi¢cdo a um dado agente (Louro e Silva, 2011).

3.2.2 Mutagénese num modelo de ratinhos transgénico

Os ratinhos transgénicos que contém o gene LacZ como alvo de mutagénese
em todas as células do corpo, incluindo células germinais, foram desenvolvidos para
estudar os efeitos mutagénicos de quimicos in vivo (Gossen et al., 1989; Kohler et al.,
1991; Gossen e Vijg, 1993a). Neste modelo é possivel detectar mutacdes em varios
orgaos e tecidos, de uma forma facil e eficiente, sendo necessario um tempo de
fixacdo das mutacdes, apds a exposicdo e antes do sacrificio (Gossen et al., 1995). As
muta¢les detectdveis podem ser pontuais, pequenas inser¢cdes e dele¢des, assim
como grandes rearranjos, i.e. quando os pontos de quebra estdo no repodrter LacZ e
noutro local do genoma do ratinho. Este sistema é apropriado para o estudo de
mutacGes espontaneas, por exemplo, em relagdio ao envelhecimento, ou para
monitorizar os efeitos nocivos de mutagéneos, incluindo agentes clastogéneos como a
radiacdo ionizante. O uso deste modelo permite aprofundar o conhecimento dos
mecanismos envolvidos tanto para mutagénese espontdnea como induzida in vivo
(Gossen et al., 1995). Uma das vantagens do sistema baseado em plasmideos,
comparado com os vectores lambda, é o facto da recuperacdo do plasmideo ndo ser
dependente do seu tamanho e, mais importante, de permitir a detec¢cdo de grandes
delecbes que se estendam para as regides flanqueantes de cromossomas (Gossen et
al., 1995).

Apds a extracgao do material gendmico do ratinho, os plasmideos contendo o
gene repoérter lacZ sdo excisados do DNA gendmico por uma enzima de restricdo
(HindIll) e sdo separados do DNA gendmico total utilizando esferas magnéticas anti-3-
galactosidase e uma proteina de fusdo Lacl/LacZ (Figura 10). Este complexo proteico
vai ligar-se especificamente ao anticorpo da B-galactosidase que reveste as esferas
magnéticas, possibilitando assim a ligacdo das esferas ao plasmideo devido a elevada
afinidade que a proteina repressora lacl tem para a sequéncia operadora do operdo da
lactose (lac) (lacl protein binding site) (Gossen et al., 1995; Gossen et al., 1993). Apds a
recuperacdo do plasmideo, o isopropil-1-tiol-B-galactésido (IPTG), um indutor do

operao da lactose, compete para o local de ligacao, libertando o plasmideo das esferas
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magnéticas. Segue-se a recirculacdo do plasmideo linear, que é efectuada através da
enzima T4 DNA ligase. O plasmideo circularizado é depois transferido para uma estirpe
hospedeira de E. coli ALacZ/galE- através de electroporagdo (Louro et al., 2002; Gossen
et al., 1995). Para a introducdo do plasmideos nas células bacterianas através da
electroporagao, sao necessarias células electrocompetentes, que possuem uma
capacidade acrescida da receber o DNA exégeno devido ao estado de sensibilidade da
membrana, que é adquirida na final da fase exponencial de crescimento (Inoue et al.,
1990). A técnica de electroporagdao permite a passagem do DNA para as células
bacterianas competentes, através da criacdo de poros repardveis na membrana celular

ap6s uma descarga eléctrica de alta voltagem (Watson et al., 1992).
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Figura 10 — Ensaio de frequéncia de mutagdo em ratinhos transgénicos com o plasmideo LacZ; Esquema
da recuperagdo do transgene lacZ do modelo de ratinho baseado em plasmideo para analise de
mutagdes. O gene LacZ, localizado nos plasmideos inseridos no genoma do ratinho, sdo recuperados
através de hidrdlise enzimatica do DNA gendmico pela enzima Hindlll e a separacdo é imunomagnética.
ApOs a sua eluicdo das esferas magnéticas, e recircularizacdo do plasmideo este é utilizado para
transformar bactérias E.coli C (AlacZ, galE’) através de electroporacdo. Parte das bactérias
transformadas sdo incubadas em placas de agar nao selectivo (X-gal) (1:1000) e o restante em placas de
meio selectivo de mutantes (P-gal). A frequéncia de mutantes (FM) é calculada como a razdo entre estas
[Adaptado de Lambert et al., (2005)].

e

)
ez ]
J

Agar + X-Gal ~ Agar + P-Gal

Esta estirpe hospedeira E. coli ALacZ/galE™ é caracterizada pela delecdo total do

gene LlacZ, gene que codifica a enzima B-galactosidase, como tal, ndo consegue
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metabolizar a lactose (Figura 11). Esta estirpe possui também uma mutacdo pontual no
gene que codifica a enzima galactose epimerase (ou UDP-galactose 4-epimerase; galE
). Isto implica que se as bactérias forem transformadas com o plasmideo ndo mutado,
i.e. o gene LacZ funcional, a bactéria tem a capacidade de iniciar o metabolismo da
lactose, contudo devido a mutacdo galE” ndo consegue degradar o metabolito UDP-
galactose que é tdxico, provocando a morte celular destas bactérias (Gossen et al.,
1992; Dollé et al., 1996). Esta mutacdo em galE facilita a seleccdo positiva dos
mutantes de LacZ quando as bactérias sao cultivadas em meio contendo o analogo da
lactose, fenil-B-D-galactdsido (P-gal), pois apenas sobrevivem as coldnias contendo o
plasmideo com o gene LacZ mutado, i.e. ndo funcional (Gossen et al., 1992; Dollé et al.,
1996; Dollé et al., 1999a; Busuttil et al., 2007; Boerrigter et al., 1995). As bactérias
também sdo plaqueadas num meio de cultura com 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactdsido (X-gal; um substrato para a B-galactosidase que produz um produto azul)
para controlo da sensibilidade do ensaio, em que apenas as bactérias contendo
plasmideo com gene lacZ funcional produzem um composto de coloragdao azul (5-
bromo-4-cloro-indolo), distinguindo estas coldnias das que contém o LacZ mutado,
que surgem como coldnias brancas (Gossen e Vijg, 1993b; Dollé et al., 1996). O
processo é tdo eficiente que numa Unica experiéncia milhdes de copias de plasmideos

podem ser recuperadas (Boerrigter et al., 1995).
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Figura 11 — Metabolismo da lactose em E. coli (Dean e Myhr, 1994).
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A frequéncia de mutantes (FM) determina-se como a razdo entre o niumero de
unidades formadoras de coldnias (UFC) mutantes e ndo mutantes.

Uma potencial interferéncia na determinagdo FM sdo os falsos mutantes
causados por mutacao reversa do gene galE (i.e. revertentes insensiveis a galactose,
galE+) podem surgir nas placas de seleccdo de mutantes (placas com P-gal) e deste
modo introduzir erros na determina¢dao da frequéncia de mutagdes. Para despistar
estes revertentes as colénias de mutantes /lacZ (coldénias brancas) sdo repicadas em
meio nao selectivo (meio com X-gal), e apenas as coldnias que ndao formam uma
coloracdo azul apds 4 a 6 h sdo consideradas verdadeiros mutantes (Gossen et al.,
1992; Dollé et al., 1996).

Apds a seleccdo das colénias mutantes é possivel proceder a caracterizacdo
molecular das mutancdes observadas, com o objectivo de estabelecer o espectro de

mutac¢bes de determinado agente quimico (Louro et al., 2002; Gossen et al., 1995).

3.2.3 Ensaio do Micronticleo in vivo em eritrdcitos

O ensaio do micronucleo in vivo em mamiferos é um teste fidvel e estabelecido
para a andlise de danos ao nivel do cromossoma, i.e. para a deteccdo de eventos
clastogénicos ou aneugénicos (OECD, 1997). Um micronlcleo é uma estrutura
pequena (1/5 a 1/20 do tamanho do nucleo) que contém DNA nuclear correspondente
a fragmentos de cromossomas ou mesmo cromossomas inteiros que ndo foram
incorporados nos nucleos filhos em anafase (Figura 12). Os micronucleos podem ser
formados em qualquer célula de qualquer tecido durante o processo de divisdo celular
(Lambert et al., 2005). Existem 4 mecanismos através dos quais os micronucleos se
podem formar: perda mitética de fragmentos de cromossomas acéntricos (aberracoes
estruturais); consequéncias mecanicas da quebra ou excisdo de cromossomas
(aberracdes estruturais); perda mitdtica de cromossomas inteiros (aberracoes
numéricas); e apoptose. As aberracGes estruturais créem-se ser resultante de
interacgcbes directas ou indirectas dos quimicos testados com o DNA, enquanto as
aberragdes numéricas sao habitualmente resultado de interferéncias com o sistema
mitotico que previne a divisdo nuclear normal (Krishna e Hayashi, 2000; Lambert et al.,

2005).
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Figura 12 — Mecanismo de formagdo de micronucleo em eritrdcitos policromatéfilos (PCEs) e eritrocitos
normocromaticos (NCEs). N — ntcleo; MN — micronucleo; PEB — pro-eritroblasto [Adaptado de Krishna e
Hayashi, (2000)].

Em ratinhos, este ensaio pode ser efectuado na medula dssea apds sacrificio,
ou em amostras de sangue periférico, permitindo a analise da frequéncia de
micronulcleos em eritrocitos imaturos, i.e., eritrécitos policromatofilos (PCE) ou
reticuldcitos. Este ensaio permite a deteccdo de danos ao nivel cromossémico em PCE,
e eventualmente em eritrécitos normocromaticos (NCEs), i.e., eritrocitos maduros,
durante o processo de maturacdo das células sanguineas (Figura 12) (Krishna e
Hayashi, 2000). Os eritrdcitos sdo particularmente adequados para a analise de
micronucleos porque durante a maturacdo do eritroblasto para PCE (periodo de
aproximadamente 6 h apds a ultima mitose) o nucleo é expulso. Apds este processo, o
PCE vai perdendo RNA ao longo do tempo até se tornar um NCE, o que facilita a analise
do micronucleo em PCE apds coloracdo diferencial (Figura 13) (Krishna e Hayashi,
2000; Hayashi et al., 1990). Esta analise é facilitada em espécies, tais como o ratinho,
nas quais o baco ndo tem a capacidade de remover eritrécitos micronucleados (OECD,
1997). Este facto permite a utilizacdo de sangue periférico para o ensaio do
micronucleo nestas espécies, possibilitando uma amostragem repetida no mesmo
animal (Sato et al.,, 1995), e evita o seu sacrificio, em caso de exposi¢cOes longas,
permitindo uma andlise temporal da inducdo de danos genotdxicos (Heddle et al.,

2011; OECD, 1997). As células do sangue sdo reconhecidas como vantajosas para
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analises de genotoxicidade uma vez que o sangue periférico reflecte o potencial estado

de saude global do individuo.

> NCE

Micronucleo

Figura 13 — Foto de esfregaco de sangue periférico de ratinho corado com laranja de acridina, para o
ensaio do micronucleo observado num microscopio de fluorescéncia numa ampliagdo de 1000x. Apds
esta coloragdo o micronucleo (contendo DNA) apresenta uma coloragdo amarelo-esverdeado, e o RNA
apresenta uma coloragdo vermelha. PCE - eritrécitos policromatéfilo (reticuldcito); NCE — Eritrécito
normocromatico.
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OBIJECTIVOS

O objectivo geral deste trabalho é contribuir para a avaliagao do risco para a
saude humana decorrente da exposicdo directa ou indirecta a contaminantes
presentes na agua e sedimentos do estudrio do Sado, através da analise dos potenciais
efeitos genotdxicos in vitro e in vivo. Particularmente, este trabalho teve dois
objectivos especificos: i) confirmar a inducdo de danos oxidativos no DNA pelos
extractos dos sedimentos em estudo através da anadlise da sua potencial reversdo pela
quercetina na linha celular humana HepG2 e ii) caracterizar a genotoxicidade in vivo do
extracto de uma das amostras de sedimentos do estuario através do ensaio do cometa
e do micronlcleo em sangue periférico, e o ensaio do cometa e de mutagénese em

diversos érgdos de ratinho transgénico baseado no plasmideo lacZ.
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MATERIAIS E METODOS

1. Reagentes

Os meios e suplementos para cultura de células, meio DMEM/F-12 com
GlutaMAX™, tamp3o HEPES, soro fetal bovino inactivado pelo calor (SFBi),
penicilina/estreptomicina e anfotericina B, assim como o Tris-HCl, as esferas
magnéticas, a T4 DNA ligase, o tampado fosfato salino (PBS), o DNA ladder, o
fenol:cloroféormio:alcool isoamilico e o X-gal sdo da marca Invitrogen (Carlsbad, CA,
EUA). O dimetilsulféxido (DMSO), agarose de baixo ponto de fusdao, albumina de soro
bovino, Triton X-100, N-laurosilsarcosina, quercetina, H,0,, HEPES, Trizma Base,
vermelho neutro, trifeniltetrazélio, cloroférmio, ampicilina, brometo de etidio (BrEt),
kanamicina, dodecil sulfato de sddio (SDS), laranja de acridina e P-gal sdo da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O Na,EDTA.2H,0 é da Calbiochem (Darmstadt, Alemanha)
e a agarose de ponto de fusao normal da Amersham Biosciences (Uppsala, Suécia). O
IPTG é da marca Stratagene (La Jolla, CA, EUA) o tampdo NE#2 e a Hindlll do New
England Biolabs (Ipswich, MA, EUA) e o anticorpo anti--galactosidase é da Promega
(Fitchburg, WI, EUA). O glicogénio foi da Boehringer Mannheim (Mannheim,
Alemanha) e a adenosina trifosfato (ATP) da Boehringer Ingelheim (Ingelheim am
Rhein, Alemanha). A proteinase K e a RNase A foram da Roche (Basel, Suica). A bacto-
triptona foi adquirida da BD Biosciences (New Jersey, EUA). Todos os outros reagentes
mencionados e quimicos de laboratdrio gerais sdo da Merck (Darmstadt, Alemanha).

A formamido-pirimidina-DNA glicosilase (FPG) e a endonuclease Ill (ENDO IlI)
foram generosamente cedidas pelo Dr. A.R. Collins da Universidade de Oslo, Noruega.
A proteina de fusdo lacl/lacZ foi gentilmente fornecida pelo Dr. Harry van Steeg, RIVM,

Holanda.

2. Amostragem e analise quimica dos sedimentos

A amostragem e caracterizacdo quimica dos sedimentos foram realizadas
anteriormente por Carreira et al., (2013). Resumidamente, a amostragem ocorreu
durante o Outono de 2010 e a Primavera de 2011. Os sedimentos foram recolhidos,
em 4 locais do estuario do Sado, que foi dividido em duas dareas: a 4rea Norte,

considerada na generalidade uma zona urbana e industrial (local P), e a area Sul,

33



considerada na generalidade uma zona agricola e fluvial (local A e E); e um local de
referéncia (local C) (Figura 1). As amostras de sedimentos foram colhidas com uma
draga em locais permanentemente submersos, foram homogeneizadas e
transportadas para o laboratério a 4 °C, protegidas da luz. J& no laboratério uma
porcdo das amostras de sedimentos foi preservada a 4 °C para andlise e a outra porcao
foi congelada para estudos futuros. Sub-amostras de cada sedimento foram
caracterizadas para contaminantes organicos e inorganicos e parametros fisico-
quimicos, e utilizadas para ensaios de genotoxicidade. Os contaminantes metalicos
foram determinados por um espectrémetro de massa acoplado a plasma indutivo (ICP-
MS) e os compostos organicos por técnicas de cromatografia de fase gasosa acoplada a
espectrometros de massa (GC-MS), a sua analise foi certificada com materiais de
referéncia. Os detalhes do procedimento de analise dos contaminantes estdo descritos
em Carreira et al., (2013), e a os resultados encontram-se na Tabela 2 ja apresentada

anteriormente na introdugao.

3. Preparacao dos extractos de sedimento para ensaios in vitro e in vivo

A extrac¢do dos contaminantes foi adaptada de Srut et al., (2011). As amostras
de sedimentos foram secas a 40 °C durante uma semana, apds a qual foram moidas e
pesadas 15 g de cada amostra. Todo o material utilizado foi descontaminado
previamente com uma solu¢do de dacido nitrico:agua MiliQ (1:1). A extracgdo foi
efectuada com 25 ml de uma mistura de diclorometano:metanol (2:1) sob agitacao
mecanica durante 30 min. Deixou-se o sedimento sedimentar, retirou-se 15 ml de
sobrenadante e evaporou-se o solvente numa placa quente a 45 °C. Os extractos secos
contendo os contaminantes foram ressuspendidos individualmente em 1,5 ml de
DMSO; os extractos em DMSO foram filtrados e armazenados a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. A proporcao final de sedimento:extracto foi 10 g de sedimento seco
por ml de DMSO. A concentracdao do extracto usado em ensaios celulares foi entao
expresso em mg de sedimento equivalente por ml de meio de cultura (mg SEQ/ml).

Para os ensaios in vivo, a extraccdo foi efectuada nas mesmas propor¢cdes mas
apenas para a amostra P, a partir de 1800 g de sedimento bruto, recuperando-se os

contaminantes em 180 ml de DMSO.
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4. Ensaios in vitro
4.1. Cultura de células HepG2
A linha celular de carcinoma hepatocelular humano HepG2 foi obtida através
da American Type Culture Collection (ATCC, No. HB-8065). As células foram mantidas
em meio de cultura DMEM/F-12, suplementado com tampao HEPES (25 mM), 15 % de
SFBi, 1,5 % de penicilina/estreptomicina e 1 % de fungizona (0,25 mg/ml), em
atmosfera humida com 5 % de CO,, a 37 °C. Todas as solucbes de tratamento foram

preparadas em meio de cultura DMEM/F-12 e 2 % de SFBi.

4.2. Ensaio de Citotoxicidade: Ensaio do Vermelho Neutro

As células HepG2 foram cultivadas numa placa de 96 pog¢os a uma densidade de
1x10* células/pogo a 37 °C e 5 % de CO,, 24 h antes de cada tratamento.

Numa primeira abordagem experimental, as células foram expostas a varias
concentra¢des de quercetina durante 49 h desde 0,1 a 100 uM. Numa segunda
abordagem as células foram expostas a concentracdes de quercetina deste 1 a 200 uM
durante 1 h, e numa terceira abordagem foi efectuada uma exposi¢cdo a H,0,, 100 uM,
durante 30 min seguida de uma exposicao a vdrias concentracdes de quercetina desde
1 uM a 200 uM durante 1 h. Um controlo negativo e de solvente (0,2 % DMSO) foram
incluidos em todas as experiéncias.

O ensaio do vermelho foi efectuado com base no método descrito por Repetto
et al, (2008) com algumas modificacbes, e os passos principais encontram-se
apresentados na Figura 14. No final do tratamento renovou-se o meio de cultura e
adicionou-se 10 pl de solugdo de VN (0,5 mg/ml) a cada cultura e incubou-se a 37 °C
durante 3 h. Apds remocdo da solucdo de VN, lavou-se as células 2 vezes com PBS a 37
°C, adicionou-se solucdo Stop (50:1:49 de etanol absoluto: acido acético: agua) e
agitou-se durante 20 min. A quantidade de VN na solucdo foi medida
espectrofotometricamente a 540 nm usando um espectrofotémetro Multiskan Ascent
da Thermo Labsystems (Massachusetts, EUA).

A percentagem de viabilidade celular relativa de células tratadas foi calculada
assumindo que o valor médio de absorvancia do controlo negativo corresponde a 100

% de viabilidade celular, pela formula seguinte:
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Média da Abss,,[células tratadas]

iabili lul lativa (%) = x 1 equacao 1
Viabilidade celular relativa (%) Média da Absg,q[controlo negativo] 00 (equag )

Os resultados foram expressos como o valor médio de percentagem de
viabilidade celular (*xEP) de trés experiéncias independentes por condicdo de

tratamento.

Periodo de
exposigdo
As células sdo incubadas numa As células sio expostas ao Renovagio do meio de culturae
placa de 96 pogos composto em estudo adigdo de vermelho neutro

T

Medigio da absorvéncia a 540 nm Lavagem das células 2xcom PBS e
num espectrofotémetro adigdo da solugdo Stop para extracgdo
do vermelho neutro

Figura 14 — Esquema dos passos principais do ensaio do vermelho neutro em células [Adaptado de
Pinto, 2011].

4.3. Ensaio de Genotoxicidade: Ensaio do Cometa
4.3.1. Tratamento in vitro da linha celular HepG2 e alteracdes ao procedimento
geral do ensaio do cometa
Antes do tratamento as células HepG2 foram distribuidas para uma placa de 24
pocos a uma densidade celular de 5 x 10 células/pogo, e incubadas a 37 °C, 5 % CO,
durante 24 h. Cada tratamento foi efectuado em duplicado, de forma a contabilizar a
potencial variabilidade entre culturas.
As células foram pré-expostas a quercetina a diferentes concentragdes (5 UM,
10 uM e 25 uM) durante 47,5 h e depois foram co-expostas a quercetina as mesmas
concentracdes e a H,0, a 100 pM durante 30 min de forma a determinar a

concentrac¢do 6ptima para utilizar em ensaios com os extractos dos sedimentos.
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Para os ensaios com os extractos dos sedimentos, as células foram pré-expostas
a quercetina 10 uM durante 1 hora e depois tratadas simultaneamente, durante 48
horas, com quercetina e os extractos de sedimento nas concentragdes que ja tinham
demonstrado inducdo de danos oxidativos [entre 50 a 200 mg SEQ/mI| dependendo do
extracto (Pinto et al., 2014a)]. O controlo positivo, H,0, a 100 uM durante 30 min, foi
garantido em todas as experiéncias, assim como o controlo do solvente, 2 % DMSO. No
final do tratamento as células foram lavadas com PBS, desagregadas e a suspensao
celular foi centrifugada durante 10 min a 1200 rpm, a 4 °C. Foi depois adicionada a
suspensdo celular 80 ul de agarose de baixo ponto de fusdo (1 %), colocaram-se duas
gotas desta suspensdo em 2 laminas diferentes e cobriram-se com lamelas (20 x 20
mm). Procedeu-se ao ensaio do cometa em que o tratamento enzimatico foi apenas
com FPG. Foram analisados 100 nucledides por tratamento (50 por gel, 2 géis por
tratamento). Os resultados foram expressos como o valor médio de percentagem de

DNA na cauda (+EP) de trés experiéncias independentes por condi¢do de tratamento.

4.3.2. Ensaio do Cometa - Procedimento geral

O ensaio do cometa foi efectuado com base no método descrito por Collins,
(2004) com algumas modificacdes, e 0s passos principais encontram-se apresentados
na Figura 15. A partir da suspensdo celular adicionou-se agarose de baixo ponto de
fusdo (1 %) e colocaram-se duas gotas desta suspensdo em 2 laminas diferentes e
cobriram-se com lamelas (20 x 20 mm). Todas as laminas usadas foram previamente
revestidas com agarose de ponto de fusdo normal (1 %). Apds solidificacdo dos
microgéis, procedeu-se a lise celular (DMSO 10 % v/v; Triton X-100 1 % v/v; NaCl 2,5
M; Na,EDTA.2H,0 100 mM; Tris-HCl 10 mM; N-laurosilsarcosina 1 % m/v; pH 10)
durante no minimo 1 hora a 4 °C. No final da lise as laminas foram lavadas com tampao
F (HEPES 40 mM; KCl 100 mM; 0,2 mg/ml de albumina de soro bovino; pH 8), 3 vezes
seguidas durante 5 min cada, a 4 °C. Aplicou-se 50 pl de solucdo enzimatica (FPG ou
ENDO Ill em tampdo F) ou apenas tampao F por lamina, e colocou-se de seguida a
incubar durante 30 min para a FPG e 45 min para a ENDO Ill, a 37 °C. Antes da
electroforese as laminas foram incubadas em tampao alcalino de electroforese frio
(NaOH 300 mM; Na,EDTA.2H,0 1 mM; pH=13) durante 40 min para a desnaturacdo do

DNA. Ao fim deste tempo iniciou-se a electroforese a 25 V, 300 mA durante 30 min no
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frio. No final da corrida as laminas foram lavadas em tampdo de neutralizacdo (Trizma
base 0,4 M; HCI 4 M; pH 7,5) durante 10 min, e depois em agua destilada durante mais
10 min, a 4 °C. Apds secagem, as laminas foram coradas com BrEt (0,125 mg/ml), e as
[aminas foram analisadas num microscépio de fluorescéncia Axioplan 2 Imaging
equipado com uma camara de alta resolucdo (ambos do Carl Zeiss Microscopy,
Gottingen, Alemanha). Foram contabilizados 100 nucledides por tratamento através
do software Comet Imager 2.2 (MetaSystems, Altlussheim, Alemanha). Utilizou-se
como parametro de analise a % de DNA na cauda, que estd linearmente relacionada
com a frequéncia de quebras no DNA. A diferenga entre nucledides tratados e nao
tratados com solucdo enzimdtica indica a presenca de purinas oxidadas, reveladas
como quebras pela enzima FPG (sitios sensiveis a FPG) ou presenca de pirimidinas

oxidadas, reveladas como quebras pela enzima ENDO llI (sitios sensiveis a ENDO llI).

Periodo de ) 1
exposicdo Lise
. Neutralizagdo
S::hp;nsau oANR & d . Suf{)ensio “I“hf e Isolamento dos nideos Laminas sao
am AN o imobilizada numa lamina com solucdo de lise lavados 3x em

baixa ponto de fusde previamente coberta com
em agarose

tampdo F

Incubagdo }

v
- »
\ 1T Rl
- 0*.
.

Neutralizagdo e Desenrolamento do Tratamento enzimatico
Anilise de danos no DNA por microscopia coloragdo com DNA por tratamento
de fluorescéncia e Comet Imager software brometo de etideo alcalino

Figura 15 — Esquema dos passos principais do ensaio do Cometa. * - Tratamento enzimatico com FPG
ou ENDO Il para revelar danos oxidativos no DNA [Adaptado de Pinto, 2011].

5. Ensaios in vivo
5.1. Ratinhos transgénicos: Manuten¢do, Tratamento e Sacrificio
Os ratinhos transgénicos C57BL/6 com 20 cdépias do plasmideo pUR288 por
genoma hapldide, foram oferecidos pelo Dr. Jan Gossen. A manutencdo, reproducao,
tratamento e sacrificio dos ratinhos foi feita de acordo com as orientagdes da Unido

Europeia e decorreram no Instituto Nacional de Saude, Dr. Ricardo Jorge, Lisboa. Os
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ratinhos foram mantidos a uma temperatura de 21 a 23 °C, com um ciclo de luz/
escuriddo de 12 /12 h e a ragdo e a agua foram fornecidas ad libitum.

Foram utilizados ao todo 18 ratinhos machos com ~ 19 semanas de vida,
divididos aleatoriamente em 3 grupos de 6 , sendo cada animal designado com cédigos
de R1 a R18. O peso médio de cada ratinho era 22,6 + 1,6 g. Os grupos de ratinhos
foram expostos por via oral, através da dgua que bebiam. Enquanto dois grupos foram
expostos a duas concentracdes diferentes do extracto do sedimento P, um grupo de
controlo negativo foi exposto ao solvente do extracto (DMSO). O periodo de exposi¢ao
foi 28 dias, sendo a agua com extracto renovada 2 vezes por semana.

A seleccao das doses e, em particular, da dose mais elevada, para a exposi¢ao
dos ratinhos baseou-se na DLsg oral de chumbo (Pb), que corresponde a 1,2 mg Pb/Kg
de peso corporal (pc) (IPCS/ INCHEM) e nos resultados da determinagdo prévia de Pb
nos sedimentos (Carreira et al., 2013). Verificou-se o consumo didrio médio de 10 ml
de 4gua por ratinho, correspondendo a uma dose final de 73,7 e 147,3 g de SEQ/dia/Kg
pc. Estas doses serdo adiante referidas como Dose 1 e Dose 2, respectivamente. O
grupo controlo foi exposto ao solvente, DMSO, na mesma quantidade que o grupo de
ratinhos expostos a dose mais elevada de extracto (0,33 ml de DMSO/dia i.e. a 3,33 %
de DMSO/dia).

Antes do inicio do tratamento (Ty) e no final de cada semana de tratamento até
ao sacrificio (Ty a T4) os ratinhos foram pesados e foi-lhes retirado sangue periférico
para os ensaios do cometa e do micronucleo. Para a colheita de sangue periférico
imobilizou-se o ratinho num cilindro imobilizador, picou-se a cauda deste com uma
agulha e retirou-se aproximadamente 3 - 5 pul de sangue (Figura 16) para as diferentes

analises.

Decorrido o periodo de exposicdo de 28 dias, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e os 6rgaos foram removidos (figado, baco, rins e testiculos).

Uma pequena porc¢do de figado, baco e rim foi retirada para o ensaio do cometa e o
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restante foi congelado em azoto liquido e armazenado a -80 °C até serem processados

para o ensaio de mutagoes.

5.2. Ensaio do Cometa em Sangue Periférico de Ratinhos

O ensaio do cometa foi realizado em varios periodos: antes do inicio do
tratamento (Tp) e no final de cada semana de tratamento até ao sacrificio (T a Ty).

O procedimento do ensaio do cometa em sangue periférico de ratinho utilizado
foi semelhante ao que foi descrito anteriormente, apenas com algumas diferengas.
Retirou-se aproximadamente 3 - 5 ul de sangue da cauda do ratinho e colocou-se em
10 pl de solugdo de mincing fria [D-PBS (livre de Ca™* e Mg"*); EDTA 20 mM; DMSO 10
%; pH=7,5]. Apds a adicao de agarose de baixo ponto de fusdo a 1 %, espalhou-se 40 pl
desta suspensdo, em 3 laminas diferentes, e colocou-se uma lamela (20 x 20 mm) por
cima. As laminas foram incubadas a 4 °C por 5-10 min.

Trés laminas a utilizar como controlo positivo foram colocadas numa solucdo de
5 ou 10 mM H,0, durante 15 min, e depois em PBS durante 2 min antes da lise.

Procedeu-se em seguida ao ensaio do cometa de acordo com o procedimento
descrito no subcapitulo "4.3.2. Ensaio do Cometa - Procedimento geral", incluindo
tratamento enzimatico efectuado com FPG e ENDO Ill. Foram contabilizados 100

nucledides por cada ratinho.

5.3. Ensaio do Microntcleo em Sangue Periférico de Ratinho
O ensaio do micronucleo em sangue periférico de ratinho foi baseado no
método descrito por Hayashi et al., (2000). O procedimento foi efectuado no final de
cada semana de tratamento até ao sacrificio (T; a Ts). Resumidamente, retirou-se
aproximadamente 4 pl de sangue periférico para uma lamina previamente corada com
laranja de acridina (1 mg/ml) e esta foi coberta com uma lamela. (Figura 17). As
ldaminas foram armazenadas a 4 °C até a sua observacdo num microscépio de

fluorescéncia (Axioplan 2 Imaging, Carl Zeiss Microscopy, Gottingen, Alemanha).
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Amostra de sangue é colhida da Espalhamento efectuado em Cobre-se as ldAminas com uma

ponta da cauda do ratinho laminas j& previamente coradas lamela e s3o guardadas a 42C numa
com laranja de acridina camara humida

Figura 17 — Esquema representativo do ensaio de micronucleo em sangue periférico de ratinho
Analisaram-se ao todo 2000 reticulécitos por ratinhos (1000 por lamina, 2
laminas por ratinho) e contabilizou-se o nimero de reticuldcitos micronucleados. Os
resultados foram expressos em frequéncia média de reticulécitos micronucleados por
1000 reticuldcitos por grupo de tratamento e a percentagem média de reticuldcitos
por grupo de tratamento. Para aferir possiveis efeitos de mielotoxicidade, foi registada

a proporgao de reticuldcitos de tipo I, Il e lll entre os eritrécitos maduros (Figura 18).

Reticulocitos

A Eritrocito
Tipol Tipoll Tipolll Tipoly Maturo

® ® ® O O

Figura 18 — Distincdo entre os varios tipos de reticuldcitos de ratinho de acordo com a quantidade de
RNA no citoplasma [Adaptado de Asita et al., (1992)].

5.4. Ensaio do Cometa em Orgdo de Ratinhos
Apds o sacrificio do animal uma pequena porc¢do do érgao pretendido (Figado,
Bago e Rim) foi retirada e colocada em 0,5 -1 ml de solugdao de mincing. Com o auxilio
de uma tesoura, trituraram-se os 6rgaos em pequenos pedacos de forma a libertar
células para a solugdo. A partir da suspensao celular procedeu-se do mesmo modo que
o0 ensaio do cometa anteriormente descrito. Trés laminas foram utilizadas como
controlo positivo, mergulhando-as numa solucdao de H,0, a 10 mM durante 15 min,

seguido de 2 min em PBS frio, antes de proceder a lise.

5.5. Extraccao de DNA gendmico de tecidos
O isolamento e purificagdo do DNA gendmico do figado e do baco apds o

sacrificio dos ratinhos foi efectuado como descrito por Gossen et al., (1993). Este
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procedimento consiste em trés partes: lise celular, purificacdo e precipitacdo do DNA.

Em primeiro lugar, descongelou-se um fragmento do 6rgao e colocou-se em 9
ml de tampao de lise (Tris 10 mM; NaCl 150 mM; EDTA 10 mM; pH 8) e destruiu-se o
tecido mecanicamente através de um homogeneizador (IKA - Werke, Staufen,
Alemanha). Foi adicionado proteinase K (0,5 mg/ml), SDS (1 %) e RNase A (120 pg/ml)
e as amostras foram incubadas durante a noite a 56 °C, com agitagao rotativa.

Apds a incubagdo, o DNA foi extraido conforme descrito em Louro et al., (2002).
Adicionou-se 1 volume (10 ml) de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) e
deixou-se a agitar num agitador horizontal durante 15 min. A suspensdo foi
centrifugada a 4000 rpm durante 20 min a temperatura ambiente, removeu-se o
sobrenadante sem arrastar a interfase, para um novo tubo, e repetiu-se a extraccao
nas mesmas condicdes. Adicionou-se % de volume (2 ml) de acetato de potassio a 8 M
e 1 volume de (11 ml) de cloroférmio absoluto, agitou-se no agitador horizontal
durante 10 min e centrifugou-se outra vez a 4000 rpm durante 20 min. De seguida,
apoés a remocdo do sobrenadante para um tubo novo, o DNA foi precipitado por adigao
de 2 volumes (20 ml) de etanol absoluto. O DNA precipitado foi lavado com 1 ml de
etanol a 70 % gelado, por 2 vezes, e de seguida seco em vdacuo (SpeedVac
Concentrator, Savant, NY, EUA) durante 10 min, e ressuspendido em 200 - 400 pl
tampdo Tris-EDTA (TE) (Tris 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8). O DNA dissolvido foi
armazenado a 4 °C.

A qualidade do DNA gendémico foi verificada de forma a poder comprovar a
integridade fisica desde, através de electroforese do DNA em gel de agarose a 1 % em
tampao Tris-borato-EDTA 1x, durante aproximadamente 5 h, a 70 V. Para cada amostra
utilizou-se 1 pl de DNA gendmico e adicionou-se 2 ul de azul bromofenol e 8 ul de agua
miliQ para diluir a amostra; para todas as corridas foi utilizado um marcador de massa
molecular, de tipo DNA Jadder. A quantificacgdo do DNA foi obtida
espectrofotometricamente, através da leitura das absorvancias a 260 e a 280 nm. A
concentra¢do de DNA foi expressa em pg/ml e a pureza da amostra foi dada pela razdo

Aze0/Azs0, onde 1,8 a 2,0 corresponde a uma amostra de DNA com elevada pureza.
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5.6. Recuperagao do transgene LacZ e Determinag¢do da Frequéncia de Mutantes

A recuperacgao do transgene de entre o DNA gendmico e a determinagao da
frequéncia de mutantes (FM) foi realizada como previamente descrito por Dollé et al.,
(1996). Recorreu-se aos resultados obtidos na quantificagdo do DNA para se preparar
para cada amostra uma solu¢do com 30 pg de DNA gendmico num volume final de 58
ul de tampao TE. Adicionou-se 15 pl de tampao de ligagao 5x (Tris-HClI 50 mM; EDTA 5
mM; cloreto de magnésio (MgCl,) 50 mM; glicerol 25 %; pH 6,8) e 4 ul de Hindlll a 10
U/ul e incubou-se a 37 °C durante a noite com agitacdo horizontal. No final da
incubacdo do DNA com Hindlll adicionou-se 60 ul de esferas magnéticas, ja
previamente preparadas cobertas com anticorpo anti-B-galactosidase e proteina de
fusdo Lacl/LacZ, que se liga especificamente ao plasmideo. A mistura foi incubada a 37
°C durante 1 h, com agitacdo horizontal. Precipitaram-se as esferas, ja com o DNA
plasmidico ligado e recolheu-se 5 pl do sobrenadante, contendo fragmentos de DNA
gendmico digerido para um posterior controlo da digestdo (controlo igual ao utilizado
no teste de qualidade do DNA gendémico mas sem diluicdo da amostra). O restante
sobrenadante foi desprezado. As esferas foram lavadas por 3 vezes com tampao de
ligacdo 1x (20 % de tampao de ligacdo 5x e 80 % de dgua miliQ). Para libertar o DNA
plasmidico das esferas adicionou-se 5 pl de solugdo stock de IPTG (25 mg/ml) e 75 ul
de tampado IPTG (Tris-HClI 10 mM; EDTA 1 mM; cloreto de sédio 125 mM). Iniciou-se
uma segunda digestdo com Hindlll para garantir a degradacdo do DNA gendmico que
ainda pudesse existir, através da adicdo de 20 pl de tampdo NE#2, 100 ul de dgua miliQ
e 2 ul de Hindlll a 10 U/ul, e incubou-se durante 30 min a 37 °C com rotacgdo e
movimento orbital. Inactivou-se a Hindlll durante 20 min a 65°C em banho-maria e
arrefeceu-se até a temperatura ambiente com um spin na centrifuga. Para a
circularizacao do plasmideo preparou-se uma mistura com 8 ul de dgua miliQ e 2 ul de
tampao T4 DNA ligase 5x, retirou-se 1 pl desta mistura e acrescentou-se 1 ul de T4
DNA ligase 10x (U/ul) e 20 pl de ATP a 10 mM. Adicionou-se 3 pl desta mistura a
solucdo contendo o DNA plasmidico e incubou-se durante 60 min a temperatura
ambiente. Ao fim desse tempo precipitaram-se as esferas no magneto e transferiu-se o
sobrenadante para um novo eppendorf com 1,5 ul de glicogénio para precipitar o DNA
plasmidico. Agitou-se no vortex e adicionou-se 22 ul de acetato de sédio (3 M a pH 4,9)

e 560 ul de etanol absoluto, misturou-se de novo no vortex e incubou-se durante 60
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min a -80 °C. Centrifugou-se os tubos a 13200 rpm durante 30 min, lavou-se o pellet
com 250 pl de etanol a 70 % gelado, centrifugou-se mais 5 min e removeu-se todo o
etanol com uma pipeta. O pellet foi seco em vacuo durante 10 min e ressuspenso em 5
ul de dgua miliQ.

Para introduzir o DNA transgénico nas células competentes foi utilizada a
electroporacdo. As células electrocompetentes E.coli C (AlacZ/galE’) foram
descongeladas em gelo. Adicionaram-se 60 pl de células ao DNA plasmidico
recuperado do genoma do ratinho e ressuspendido em agua. Transferiram-se as
células para uma cuvette de electroporacdo (com largura de 0,1 cm) e utilizou-se um
aparelho de electroporagao (BioRad, Califérnia, EUA), constituido por um aparelho de
Gene Pulser a 25 uF e um campo de 1,8 kV em ligacdo com Pulser Controller contendo
um resistor de 200 Q. Durante a electroporacdo registou-se o respectivo tempo que a
corrente demorou a passar por cada amostra. Imediatamente apds a electroporagao
adicionou-se 1 ml de meio SOB frio (20 g de Bacto-triptona; 5 g de extracto de
levedura; 0,5 g de NaCl; 10 ml de 0,25 M de KCl; dgua miliQ; pH 7) com 5 mM de
MgCl,, para minimizar os danos da descarga eléctrica nas células. Transferiu-se as
células para um tubo marcados com um P contendo 1 ml de meio SOB com MgCl, e
incubou-se durante 30 min a 37 °C com agitacdo. Apds a incubacdo, efectuou-se uma
diluicao de 1:1000 retirando-se 2 pl das células dos tubos P para tubos marcados com
X com 2 ml de SOB, para a diluicdo de 1:400 retirou-se 5 pul de células do tubo P para
tubos marcados com X400 com 2 ml de SOB.

Foi preparado meio de cultura ndo selectivo, para determinar o total de
colénias ndo mutadas adicionando ao meio Top Agar, ampicilina (25 mg/ml),
kanamicina (50 mg/ml), 0,5 mg de trifeniltetrazdlio e X-gal (50mg/ml) (0,612 g de meio
LB com 0,612 g meio antibidtico 2 por cada 100 ml de agua miliQ). Cerca de 13 ml
deste meio foram adicionados aos tubos X e X400, que foram imediatamente
colocados em placas de Petri. Para seleccionar as coldénias mutadas, foi preparado
meio selectivo Top agar igual ao acima descrito, mas com 0,3 g de P-gal e sem X-gal.
Cerca de 13 ml deste meio foram adicionados aos tubos P, que foram imediatamente
colocados em placas de Petri. Apds a solidificacdo do meio de cultura, as placas de

Petri foram incubadas durante a noite a 37 °C.

44



A contagem das coldnias foi efectuada na manha seguinte: nas placas X (com X-
gal) contaram-se as coldnias azuis (plasmideo com o gene lacZ ndo mutado) e nas
placas P (com P-gal) contaram-se as coldnias brancas (plasmideo com o gene lacZ

mutado) (Figura 19).

X-gal (azuis)
LacZ funcional -[

E.coliC — P-gal (morrem)

X-gal (brancas)
LacZ inactivo -[

P-gal (sobrevivem)

AlacZ GalE”

Figura 19 — Esquema da condicdo de selec¢do das coldnias de bactérias E. coli para o ensaio de
frequéncia de mutagdo em ratinhos transgénicos com o plasmideo LacZ. Placas de agar ndo selectivo (X-
gal) e placas de meio selectivo de mutantes (P-gal).

A FM foi calculada com a razdo entre o nimero de coldnias mutantes e o
numero total de colénias (no minimo 100) multiplicado pelo factor de diluicao
(equacdes 2 e 3).

colénias mutantes -
FM(1:1000) = — — (equacdo 2)
colénias nao mutantes x 1000

FM (1 400 colénias mutantes (equacio 3)
(: )= coldonias ndo mutantes X 400

6. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi efectuada através do programa SPSS Statistics 19.0 (IBM
Software). Apds transformacdo dos dados através de logaritmizacdo, para se obter
normalidade, os resultados do ensaio do cometa foram analisados através do teste t
de Student, considerando a normalidade dos dados e a homogeneidade de variancias
através dos testes de Shapiro-Wilk e de Levene, respectivamente. Os dados de
citotoxicidade foram analisados da mesma forma que os dados do ensaio do cometa,
ndo sendo necessdaria a logaritmizacao dos dados.

Os resultados do ensaio do micronucleo foram analisados pelo teste exacto de
Fisher.

A comparacao da frequéncia de mutagdes entre grupos tratados e ndo tratados
foi realizada usando o teste U de Mann-Whitney. O valor limite de significancia

estabelecido para todas as analises foi de p < 0,05.
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RESULTADOS

1. Citotoxicidade e genotoxicidade in vitro, em células HepG2
1.1. Determinagao da concentracao de quercetina mais efectiva (exposi¢ao longa)

Numa primeira abordagem, apds 49h de exposicdo a vdrias concentracdes de

quercetina (0,1 a 100 uM), observou-se uma queda acentuada da viabilidade celular

com os tratamentos de 10 uM e 25 uM, de 94,79 + 3,61 % para 43,06 + 3,01 % (Figura

20). As concentracdes de quercetina entre os 25 e os 100 uM induziram uma reducgao

estatisticamente significativa da viabilidade celular em relagdo ao controlo negativo (p

< 0,001 para ambos). O controlo do solvente (DMSO a 0,14 %) ndo induziu

citotoxicidade nestas condi¢Ges experimentais (viabilidade = 103,63 £ 2,87 %).
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Figura 20 — Resultados do ensaio do vermelho neutro em células HepG2 apds uma
exposicdo de 49 h a quercetina em concentragGes diferentes (0,1 a 100 uM). Os resultados
apresentados sdo o valor médio da percentagem de viabilidade celular (tEP) de 3
experiéncias independentes. * - Diferengas estatisticamente significativa quando
comparado com o controlo negativo.

De seguida, investigou-se qual a concentracdo de quercetina ideal para
produzir um efeito inibitério dos danos oxidativos causados pelos extractos do estuario
do Sado, ja observados em estudos anteriores através do ensaio do cometa (Pinto et
al., 2014a) e apresentados no Anexo A (Figura Al). Num primeiro ensaio, testaram-se 3
concentra¢des ndo (ou moderadamente) citotoxicas de quercetina (5, 10 e 25 uM)
contra o controlo positivo (H,0, a 100 uM), utilizando uma pré-exposicao de 48,5h
seguido de uma co-exposicdo de 30 min (Figura 21). Neste ensaio, aquando uma
exposicdo prévia com quercetina a 5 e 10 uM, observou-se uma reducdo de

aproximadamente 11 % na percentagem de DNA na cauda em células expostas a H,0,,
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com tratamento com FPG. No entanto, apds uma exposi¢cdo a concentracdo de 25 uM
de quercetina, a mesma redugdo ndo se verificou. Na auséncia de tratamento
enzimatico, a percentagem de DNA na cauda, em comparacdo com o controlo positivo,
foi reduzida até 8, 10 e 13 %, para as trés concentra¢des de quercetina testadas,

respectivamente. A quercetina ndo induziu genotoxicidade nestas condi¢des

experimentais em comparagao com o controlo negativo.
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Figura 21 — Resultados do ensaio do cometa em células HepG2 apds uma exposi¢do a
concentragles diferentes de quercetina, durante 49h. As células foram pré-expostas a
diferentes concentra¢des de quercetina durante 48,5 h e sofreram mais 30 min de co-
exposicdo a H,0, a 100 uM. Os valores apresentados representam o valor médio da
percentagem de DNA na cauda de apenas uma experiéncia.

1.2. Co-exposicao a quercetina e aos extractos de sedimentos
Perante a redugdo da percentagem de DNA na cauda pela pré- e co-exposicao a
guercetina e H,0, em comparacdo com o controlo negativo, aplicou-se o mesmo
tratamento aos extractos dos sedimentos do estuario do Sado, utilizando a
concentragdo de 10 uM porque foi a concentragdo que provocou a maior redugdo dos
danos induzidos pelo H,0, no DNA, com e sem FPG. O tratamento com os extractos
apenas durante 48h produziu resultados semelhantes aos obtidos por Pinto et al,,

(2014a) no que diz respeito a inducdo de quebras no DNA (Figura 22).
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Figura 22 — Resultados do ensaio do cometa em células HepG2 apds exposicao a quercetina durante 1 h
(10 uM) seguida de co-exposicdo a quercetina (10 uM) e diferentes concentracbes de amostras de
extractos dos varios sedimentos do estuario do Sado durante 48h. A — Amostra C; B — Amostra P; C —
Amostra E; D — Amostra A; E — Controlo negativo e positivo das experiéncias. Os valores apresentados
representam o valor médio da percentagem de DNA na cauda (+EP) de 3 experiéncias independentes. A
concentracdo de 0 mg SEQ/ml corresponde a 2 % DMSO para todas as amostras. X - Diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao respectivo controlo do solvente. 4 - Diferencga
estatisticamente significativa entre tratamento com e sem FPG, a mesma concentragao.

A amostra C ndo induziu genotoxicidade significativa, com e sem tratamento
com FPG, e na presenca ou auséncia de quercetina, quando comparado com o

controlo do solvente (Figura 22A).
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Para a amostra P, observou-se um aumento significativo da percentagem de
DNA na cauda com as concentrag¢bes de 50 mg SEQ/ml com FPG (p = 0,016) e de 100
mg SEQ/m| com e sem FPG (p < 0,001 e p = 0,007; respectivamente), quando
comparado com o controlo do solvente (Figura 22B). Observou-se uma diferenca
estatisticamente significativa entre o tratamento com e sem FPG para a concentracao
de 100 mg SEQ/mIl de extracto. A co-exposi¢do a quercetina, produziu um padrio
semelhante.

A amostra E induziu um aumento significativo na percentagem de DNA na
cauda na concentra¢do de 200 mg SEQ/mIl, com FPG (p = 0,001), quando comparado
com o controlo do solvente (Figura 22C). Na presenga de quercetina, também se
observou um aumento significativo da percentagem de DNA na cauda.

Apds exposicdo a amostra A, observou-se um aumento significativo da
percentagem de DNA na cauda nas concentragdes de 100 e 200 mg SEQ/mI, com FPG
(p = 0,013 e 0,001; respectivamente), quando comparado com o controlo do solvente
(Figura 22D). Foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
tratamento com e sem FPG para as concentra¢des de 100 mg SEQ/ml (p = 0,030) e de
200 mg SEQ/ml (p = 0,019). A co-exposicdo a quercetina, produziu um efeito
semelhante.

Em cada experiéncia realizada, expods-se as células a 30 min de H,0, e
quercetina nas mesmas condigdes que os extractos, para confirmar se havia a redugao
da percentagem de DNA na cauda (com e sem FPG), como na experiéncia anterior
(Figura 21). O resultado ndo foi o esperado, pois ndo se observou uma diminuicdo da
percentagem de DNA na cauda com a exposi¢do a quercetina em comparagao com o
controlo positivo (Figura 22E). Assim, para verificar o resultado obtido na primeira
experiéncia (Figura 21) repetiu-se mais 2 vezes as mesmas condi¢des experimentais, e
os resultados estdo apresentados na Figura 23. Apds 48,5 h de exposicdo a quercetina
a varias concentragbes (5, 10 e 25 uM) seguida de uma co-exposicdo de 30 min de
H,0, com quercetina (as mesmas concentragdes) podemos observar que a quercetina
causou uma fraca diminuiu no nivel de danos induzidos no DNA pelo H202, e que

sozinha ndo produziu danos no DNA.
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Figura 23 — Resultados do ensaio do cometa em células HepG2 apds uma exposi¢do a
concentragdes diferentes de quercetina, durante 49h (22 experiéncia). As células foram
pré-expostas a diferentes concentragdes de quercetina durante 48,5 h e sofreram mais 30
min de co-exposi¢cdo a H,0, a 100 uM. Os valores apresentados sdo o valor médio da
percentagem de DNA na cauda (+EP) de 3 experiéncias independentes. 4 - Diferenca
estatisticamente significativa entre tratamento com e sem FPG, a mesma concentragdo.

1.3. Determinagdo da concentracao de quercetina para uma exposi¢ao curta

Face aos resultados descritos anteriormente, numa segunda abordagem,
testou-se a citotoxicidade de diferentes concentragdes de quercetina (1 a 200 uM)
apos 1 h de exposicao, e testou-se a citotoxicidade de uma exposi¢cdao a H,0, a 100 uM
durante 30 min seguido de uma exposicdo a quercetina durante 1 h (Figura 24). A
exposicao das células apenas com quercetina apresentou um aumento significativo da
viabilidade celular em relacdo ao controlo negativo, de 1 a 200 uM (p = 0,041 e 0,001;
respectivamente). Apds exposicdo a H,0, e quercetina, ndo se observou uma
diminuicdo na percentagem da viabilidade celular. O controlo do solvente (0,28 % de
DMSO) ndo induziu citotoxicidade nestas condi¢des experimentais (102,04 + 3,64 %).

De seguida, realizou-se o ensaio do cometa com uma exposicdo a quercetina
durante 1 h em trés concentragcbes diferentes (100, 150 e 200 uM), apds uma
exposicdo a H,0, durante 30 min (Figura 25). Ndo se observou diferencas significativas
para nenhuma das concentracdes de quercetina, com ou sem tratamento com FPG,
em comparag¢ao com a exposicao a H,0, durante 30 min seguido de 1 h de meio de
tratamento. A exposicdo a quercetina a diferentes concentracbes durante 1 h ndo
induziu genotoxicidade. Observaram-se diferencas estatisticamente significativas entre

o tratamento com e sem FPG para a concentracdo de 100 e 200 uM de quercetina
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depois do tratamento com H,0, (p = 0,033; 0,041 e 0,020; respectivamente) e para o
H,0, sem quercetina (p = 0,033). Perante os resultados obtidos com o tratamento com

a quercetina ndo se realizaram ensaios de co-exposicdo com os diversos extractos.
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Figura 24 — Resultados do ensaio do vermelho neutro em células HepG2 apds uma
exposicdo de ® 1 h de quercetina em concentracgdes diferentes; e a ' 30 min de H,0, (100
UM) seguida de uma exposicdo de 1 h de quercetina as mesmas concentragdes. Os
resultados apresentados representam o valor médio da percentagem de viabilidade
celular (£EP) de 3 experiéncias independentes. O valor obtido para o controlo positivo de
100 uM de H,0, durante 30 min foi de 98,89 + 8,68 %. * - Diferenca estatisticamente
significativa quando comparado com o controlo negativo.
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Figura 25 — Resultados do ensaio do cometa em HepG2 apds exposi¢cdo a 30 min de H,0,
(100 pM) seguida de 1 h de quercetina a diferentes concentracGes. Os valores
apresentados representam o valor médio da percentagem de DNA na cauda (+EP) de 3
experiéncias independentes. O valor obtido para o controlo positivo (H,0,, 100 uM, 30
min) foi de 38,28 + 6,00 e de 59,18 + 3,16 % sem e com FPG, respectivamente. 4 -
Diferenca estatisticamente significativa entre tratamento com e sem FPG, a mesma
concentragao.
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2. Ensaios de genotoxicidade in vivo
2.1. Variagao do peso e consumo de agua ao longo do periodo de exposi¢ao

Ao longo do periodo de exposicdo (28 dias), foi observado um aumento do
consumo médio didrio de dgua para os 3 grupos de ratinhos (Figura 26). Este aumento
foi mais acentuado para o grupo controlo e para o grupo exposto a dose 2. Ao todo, no
final da experiéncia o grupo controlo ingeriu em média 9,9 + 1,3 ml/dia/ratinho, o
grupo exposto a dose 1 ingeriu em média 8,8 + 1,9 ml/dia/ratinho, e o grupo exposto a
dose 2 ingeriu 10,4 + 2,5 ml/dia/ratinho. Assim, globalmente a média foi de 10 + 2
ml/dia/ratinho, que foi o valor utilizado para o célculo das concentragGes finais de
extracto (Anexo B; Tabela B1).

Na Figura 27 podemos observar a variacdo do peso médio de um ratinho por
grupo de tratamento ao longo das semanas de exposicdo. Os valores obtidos para as
pesagens de cada ratinho ao longo do periodo de exposicdo encontram-se
apresentados no Anexo B (Tabela B2). Ndo houve diferencas em relacdo ao peso entre
grupos ao longo do tempo, verificando-se apenas um ligeiro aumento ao longo das
semanas, frequente em ratinhos desta idade.
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Figura 26 — Consumo médio diario de dgua de um ratinho por grupo de tratamento, ao
longo do tempo de exposicdo (28 dias). Os valores apresentados sdo a média do consumo
diario de um ratinho (ml/dia) por grupo de tratamento (*DP) no final de cada semana até
ao sacrificio.
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Figura 27 — Peso corporal médio de um ratinho por grupo de tratamento, ao longo do
tempo de exposicdo (28 dias). Os valores apresentados sdo o valor médio do peso corporal
de um ratinho por grupo de tratamento (+DP) antes da exposicdo e no final de cada
semana até ao sacrificio.

2.2. Genotoxicidade
2.2.1. Ensaio do Cometa em sangue periférico

No ensaio do cometa em sangue periférico, realizado antes e ao longo do
periodo de exposicdo ao extracto P (Figura 28), ndo se observaram diferencas na
percentagem de DNA na cauda, com ou sem tratamento enzimatico com FPG ou ENDO
[ll, para os dois grupos expostos quando comparados com o grupo controlo em
qgualquer dos intervalos testado (Tg a T4). Os controlos positivos foram assegurados
para todos os ensaios através da exposicao das laminas a H,0,. Apds 5 mM de H,0, os
valores médios eram 37,02 + 10,42 % sem tratamento enzimatico, 51,25 + 2,67 % com
FPG e 45,33 + 8,48 % com ENDO Ill (T, a T4). O conjunto dos valores experimentais

encontra-se apresentado no Anexo B (Tabela B3).
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Figura 28 — Resultados do ensaio do cometa em sangue periférico de ratinho, a diferentes intervalos de
exposicao, para o grupo controlo e os 2 grupos expostos ao extracto de sedimento P do estuario do
Sado. A — Ty; antes do inicio da exposi¢do; B — Ty; final da primeira semana (72 dia); C — T,; final da
segunda semana (142 dia); D — Ts; final da terceira semana (212 dia); E — T,; fim do tratamento (282 dia).
Os valores apresentados representam o valor médio da % de DNA na cauda (xDP) por grupo de
tratamento (n = 6). O resultado da média % de DNA na cauda a dose 1 para o tempo de amostragem T,
possui apenas 4 individuos, pois os valores para os individuos R9 e R10 ndo foram determinado. %k -
Diferencga estatisticamente significativa entre os valores de DNA na cauda apds tratamento com e sem

enzima (FPG ou ENDO lIl) a mesma dose.

2.2.2. Ensaio do Micronticleo em sangue periférico de ratinho
Os valores médios de micronucleo por 1000 reticuldcitos no sangue periférico

de ratinho obtidos para cada grupo de tratamento, em diferentes intervalos de tempo
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durante a exposicdo, encontram apresentados na Figura 29. Os valores experimentais
obtidos encontram-se apresentados no Anexo B (Tabela B4). Para este ensaio, devido
ao numero reduzido de ratinhos disponiveis, considerou-se como controlo positivo o
valor obtido num estudo efectuado anteriormente em que ratinhos tratados com etil-
nitrosureia (ENU) apresentaram um valor médio de 11,48 + 4,06 micronucleos por

1000 reticulécitos (Anexo C; Tabela C1).
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Figura 29 — Resultados do ensaio do Microntcleo em sangue periférico de ratinho, para grupos de
ratinhos expostos a diferentes concentragées do extracto de sedimento P do estudrio do Sado, em
diferentes tempos de exposi¢do. T, — final da primeira semana (72 dia); T, — final da segunda semana
(142 dia); T3 — final da terceira semana (212 dia); T, — fim do tratamento (282 dia). Os valores
apresentados representam o valor médio de reticulécitos micronucleados por 1000 reticulécitos (xDP)
por grupo de tratamento (n = 6). % - Diferenca estatisticamente significativa entre os valores dos grupos
expostos e o grupo controlo, em cada periodo da exposi¢do analisado. 4 - Diferenca estatisticamente
significativa entre os valores dos grupos expostos a dose 1 e a dose 2, na mesma semana. B - Diferenca
estatisticamente significativa entre T, e o tempo seguinte, para cada grupo exposto.

Analisando primeiro cada intervalo de exposicdo testado, ao fim de uma
semana de exposicdo (T;) observou-se um aumento significativo da média de
micronucleos para o grupo exposto a dose 2 (p < 0,001) quando comparado com o
grupo controlo e com o grupo exposto a dose 1 (p < 0,001 e p = 0,003,
respectivamente). No final da segunda semana (T,) observou-se também uma indugdo
significativa de micronucleos para os grupos expostos em comparacdao com o grupo
controlo (p = 0,003 e p = 0,001 para a dose 1 e dose 2, respectivamente). Em T3 a
média de micronucleos era significativamente mais elevada para o grupo exposto a
dose 2 em relacdo ao grupo de controlo, e em relacdo a dose 1 (p = 0,005 e p = 0,026;

respectivamente). No final da exposicdo (T4;) observou-se um aumento significativo da
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média de micronucleos, entre o grupo de controlo e as duas doses (p = 0,023 e p <
0,001; respectivamente).
Quando analisados ao longo do tempo de exposicdao, comparando com o tempo
T,, observa-se que:
i) para o grupo controlo hd um aumento significativo da média de
micronucleos (p = 0,019) apenas no final do tempo de exposicao (T4);
ii) para o grupo exposto a dose 1, existe um aumento da média de
micronucleos em T, e em T4 (p = 0,017 e p < 0,001; respectivamente);
iii)para o grupo exposto a dose 2, existe um aumento da média de
micronucleos no final do tratamento (T,4) (p = 0,018).
Adicionalmente, podemos observar que o grupo exposto a dose 2 ja apresenta
valores idénticos ao do controlo positivo histérico desde o T;.
Como indicador de mielotoxicidade, foram determinadas as propor¢des de
reticuldcitos entre o total de eritrécitos. Ndo se observaram diferengas na
percentagem média de reticuldcitos em cada grupo de tratamento apresentada ao

longo do tempo de exposicdo, nem entre os grupos de tratamento (Tabela 3).

Tabela 3 — Média da percentagem de reticuldcitos por grupo de tratamento a
diferentes tempos de exposicao.

Dose Média da % de Reticuldcitos por Eritrécitos (+DP)
(gSEQ/dia/Kgps) T = T -
0 6 7,22+1,19 6,67+0,47 6,46+£0,56 6,32+0,76
73,7 6 7,38+0,78 7,54+1,71 7,53+098 7,66+0,9
147,3 6 8,48+1,03 8,38+164 783+1,26 7,11+0,57

DP — Desvio Padrao

Quando comparamos os presentes resultados com resultados histdrico obtidos
para o controlo negativo, a percentagem de reticuldcitos mantém-se nos mesmos
valores (Anexo C; Tabela C1). Por sua vez, é estatisticamente diferente do resultado

histérico obtido para o controlo positivo de 1,95 + 1,01 % (p < 0,001).

2.2.3. Ensaio do cometa em 6rgaos de ratinho
Os resultados do ensaio do cometa em érgdos de ratinho estdo apresentados
na Figura 30, onde podemos observar o valor médio da percentagem de DNA na cauda
(tDP) para cada grupo de exposicdo, com tratamentos enzimaticos diferentes. Os

valores experimentais obtidos para cada ratinho e para cada érgdo encontram-se

57



apresentados no Anexo B (Tabelas B5, B6 e B7). Relativamente aos resultados obtidos
para o figado (Figura 30A), ndo se observaram diferengas nos danos no DNA nos
grupos expostos, em compara¢do com o grupo controlo, com ou sem tratamentos
enzimaticos.

Quanto aos resultados obtidos para o baco (Figura 30B), também ndo se
observaram diferengas na percentagem de DNA na cauda para os grupos expostos em

comparagdo com o grupo controlo, com ou sem tratamentos enzimaticos.

A 25,00 B 25,00
i i
- -
3 3
B 20,00 8 20,00
-] )
c c
g 15,00 g 15,00
= [=]
v v
T T
= 10,00 ® 10,00
'g * * * 'g *
] ]
= 500 = 5,00 —
3 I I I T I I
= =
0,00 4 T T 1 0,00 4 T T 1
a 73,7 1473 a 73,7 1473
Dose (g de SEQ/dia/Kg pc) Dose (g de SEQ/dia/Kg pc)
W 5SemEnzima mCom FPG Com ENDO I M SemEnzima M Com FPG Com ENDO Il
25,00
o ]
=
3 ]
8 20,00
s ]
c
g 1500 ]
2 ]
v
= 10,00 ]
09 4 *
P ] * %
- 1
I, I :
] 5,00 . —
0 ]
=
0,00 T 1
a 737 1473
Dose (g de SEQ/dia/Kg pc)
M SemEnzima M Com FPG Com ENMDO 1l

Figura 30 — Resultados do ensaio do cometa em 6rgdos de ratinho, apds exposicdo de 28 dias a
diferentes concentragdes do extracto de sedimento P do estuario do Sado. A — Figado, B — Bago, e C —
Rim. Os valores apresentados representam o valor médio da % de DNA na cauda (xDP) por grupo de
tratamento (n = 6). X - Diferenca estatisticamente significativa entre os valores de DNA na cauda apds

tratamento com e sem enzima (FPG ou ENDO lll) 3 mesma dose.

No que diz respeito aos resultados obtidos para o rim (Figura 30C), observou-se
um ligeiro aumento de danos no DNA apenas no grupo exposto a dose 1, com o
tratamento com FPG (p = 0,012), quando comparado com o controlo. Quando
existentes, as diferencas devidas a exposicdo ao sedimento s3do a niveis muito
reduzidos. Os controlos positivos da experiéncia efectuados para o figado e para o

baco, por exposicdao das laminas a 10 mM de H,0,, tiveram resultados diferentes
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apesar de terem sido executados no mesmo ensaio. O figado apresentou valores
médios de 6,6 £ 0,22 % sem utilizagao de enzima, 9,57 + 1,19 % com FPG e 7,53 £ 0,91
% com ENDO IIl. O bago apresentou valores médios de 36,1 + 6,57 % sem utilizacdo de
enzima, 37,32 + 7,06 % com FPG e 45,85 + 1,72 % e com ENDO lll. Ndo foi efectuado
controlo positivo da experiéncia para células do rim. Um grupo de ratinhos exposto a
ENU (controlo positivo) realizado anteriormente apresentaram para o ensaio do
cometa em células do figado danos no DNA estatisticamente diferentes do grupo de
controlo negativo (ANEXO C; Tabela C2). Contudo o mesmo nao se verificou para as

células do baco.

3. Determinagao da Frequéncia de Mutantes em tecidos de 6rgaos de ratinhos
3.1. Extraccdao de DNA gendmico de tecidos

Apds a extraccdo do DNA gendmico dos fragmentos de figado e de baco mediu-
se a concentragdo e a pureza para cada amostra, esta Ultima com base na razao entre
as absorvancias a 260 e a 280 nm, que podemos observar na Tabela 4. As amostras de
figado apresentam uma razdo Ajso/As0 entre 1,873 e 1,706 sendo consideradas
amostras de elevada pureza. As amostras de DNA do baco por sua vez apresentam
uma razao entre 1,728 e 1,461 sendo consideradas amostras de pureza inferior
podendo conter ainda alguma percentagem de proteinas. Podemos observar que a
concentracdo de DNA extraido do figado foi muito superior as concentra¢des de DNA
extraidas do baco.

Em termos de qualidade do DNA gendmico extraido podemos observar através
da Figura 31 que tanto para as amostras de figado (Figura 31A) como para o bago
(Figura 31B) nao existe fragmentagao de DNA, tendo sido obtido DNA de elevado peso
molecular. No caso do DNA do bacgo, este revelou-se dificil de dissolver, e a elevada
viscosidade da amostra levou a um efeito de retardamento na migracdo

electroforética, visivel na Figura 31.
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Tabela 4 — Quantificagdo do DNA gendmico extraido dos 6rgdos dos ratinhos (Figado e Bago)

Dose Figado Bago Poco
(s SEQ/dia/Kg Ratinho  Razio Concentragdo Razio Concentragio 4. Gel
ps) Azso/Azso (ng/ml) Azs0/Azso (ng/ml)

R1 1,827 2417,7 1,695 499,4 2
R2 1,768 1234,3 1,614 774,5 3
0 R3 1,73 1494,6 1,609 817 4
R4 1,795 1623,4 1,565 787,6 5
R5 1,757 1891,2 1,705 248,6 6
R6 1,806 1536 1,628 738,3 7
R7 1,706 1521,2 1,676 337,8 8
R8 1,792 1757,9 1,642 945,9 9
73.7 R9 1,873 4410,4 1,753 260,2 10
’ R10 1,792 1172,8 1,676 638,8 11
R11 1,815 1019,7 1,7 367,7 12
R12 1,837 1283,7 1,461 1052,6 13
R13 1,751 1661,4 1,643 474,3 14
R14 1,774 1352,8 1,787 276,5 15
1473 R15 1,794 462,7 1,662 522,5 16
! R16 1,754 993,4 1,543 1585,9 17
R17 1,801 2109,7 1,675 496,2 18
R18 1,828 2696 1,728 558,7 19

A razdo A,g /Ass0 € um indicativo da pureza da amostra (Aye /Ass0 = 1,8-2,0 amostra pura; < 1,8
contaminagdo com proteina ou fenol; =1,5 mistura de 50 % proteina e 50 % DNA).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1 2 3 4 5 6 7 8 910111213141516171819

TR ‘ ." ) m .'

Figura 31 — Controlo da extrac¢do de DNA gendmico do A) figado e B) bago em gel de agarose a 1 %. O
pogo 1 corresponde ao DNA /adder, 1 Kbp. As amostras colocadas em cada pogo encontram-se descritas
na Tabela 4.

3.2. Anadlise de mutagdes no transgene lacZ
A primeira experiéncia para determinacdo da FM foi realizada utilizando apenas

amostras de figado dos ratinhos do grupo de controlo negativo, R1 e R2, assim como a
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amostra N2, ja utilizada numa experiéncia anterior onde tinha resultado numa FM de 8
x10 (Ratinho exposto a solugdo salina por via intravenosa, controlo).

Durante o procedimento de recuperacdo do transgene de entre o DNA
gendmico, no método de determinagdo da FM, foi realizado o controle da hidrdlise

com a enzima Hindlll, através de electroforese em gel de agarose (Figura 32).

Figura 32 — Controlo da hidrélise do DNA por electroforese em gel de
agarose a 1 % (12 experiéncia). 1) DNA Jadder 1 Kbp; 2) Amostra de DNA
gendmico digerido de figado de N2; 3) Amostra de DNA gendmico digerido
de figado de R1; 4) Amostra de DNA gendmico digerido de figado de R2; 5)
DNA gendmico ndo digerido de figado de R10.

Verificou-se a efectiva fragmentacdo do DNA gendmico apds a digestdo com
HindlIll nas amostras R1, R2 e N2 quando comparada com a banda Unica na amostra do
DNA gendmico que nado sofreu digestdao (Figura 32; poco 5), demonstrando que a
reac¢ao ocorreu com sucesso.

Um outro controlo realizado para o procedimento, consistiu no registo do
tempo de electroporacdo de cada amostra (Tabela 5). O valor do tempo de
electroporacdo entre 4,5 e 4,6, semelhante ao de amostras de dgua pura, indicou a

eficaz transformacao celular.

Tabela 5 — Resultados do tempo de Electroporagdo: tempo que levou a
corrente a passar pelas células (12 experiéncia).
Ratinho N2 Rl R2

Tempo de Electroporagdao 4,6 4,5 4,5

Nesta experiéncia, as 3 amostras de DNA apresentaram uma FM muito elevada
(Tabela 6), muito superior ao esperado, considerando os valores histdricos obtidos

anteriormente, inferiores a 10 x 10~ (Louro et al., 2010).
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Tabela 6 — Frequéncia de mutantes (FM) no gene lacZ do figado de ratinhos transgénicos C57BL/6 do
grupo controlo (R1 e R2) e de figado de ratinhos de uma experiéncia anteriormente realizada (N2).

Diluicdao de 1:1000

Ratinho  Total UFC UFC Mutantes FM (x10°) Média FM * DP (x10°°)

N2 100000 17 17,00* -
R1 136000 35 25,74

20,62 +7,23
R2 129000 20 15,50

*Resultados para o ratinho N2 de um grupo controlo de outra experiéncia ja anteriormente realizada,
onde tinha sido observada uma FM = 8 x 10”. UCF — Unidades formadoras de coldnias; DP — Desvio
padrdo.

Foi colocada a hipdtese de que este valor elevado poderia ser causado por uma
actividade inespecifica da enzima Hindlll, efeito descrito na literatura como “star
activity”, que produzisse um excesso de mutantes. Para evitar tal artefacto, foi
adquirida nova enzima, de um lote distinto e foi repetida a experiéncia, desta vez para
um maior nimero de amostras.

Assim, a segunda experiéncia para determinacdo da FM no figado dos ratinhos
foi realizada utilizando todas as amostras do grupo de controlo e do grupo com a dose
mais elevada de extracto P (Dose 2). A semelhanca do controlo efectuado
anteriormente, foi verificada a fragmentacdao do DNA gendmico apds a digestdo com
Hindlll (Figura 33) em todas as amostras, por comparacdo com a amostra do DNA
gendmico que nao sofreu digestao (Figura 33; poco 14).

9 10 11 12 13 14
: S

oo

Figura 33 — Controlo da hidrélise do DNA por electroforese em gel de agarose a 1 % (22 experiéncia). 1)
DNA ladder, 1Kbp; Amostras de DNA gendmico digerido de figado do ratinho: 2) R1; 3) R2; 4) R3; 5) R4;
6) R5; 7) R6; 8) R13; 9) R14; 10) R15; 11) R16; 12) R17; 13) R18; 14) Amostra de DNA gendmico ndo
digerido de figado do ratinho R16.

O controlo realizado através do tempo de electroporacdo de cada amostra
apresenta-se na Tabela 7. Enquanto um valor de 4,5 a 4,6 é o normal, um valor inferior
foi obtido para R17 possivelmente devido a presenca de ides ou sais em solucao que
alteram o percurso da corrente eléctrica na solugcdo contendo bactérias e DNA,

diminuindo a eficiéncia da transformacao, que se reflectiu nas coldnias obtidas.
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Tabela 7 — Resultados do tempo de electroporagdo: tempo que levou a corrente a passar pelas células
(22 experiéncia).

Dose (g SEQ/dia/Kg ps)
0 147,3
Ratinho Rl R2 R3 R4 R5 R6 R13 R14 R15 R16 R17 R18

Tempo de Electroporagao 4,6 46 46 46 4,6 4,5 45 45 46 45 3,0 4,5

Os resultados da FM de nesta segunda experiéncia (valores ndo apresentados)
foram semelhantes aos controlos negativos da primeira experiéncia, sendo mais
elevados que os controlos histéricos neste mesmo érgdo (Anexo C; Tabela C3),

sugerindo que o ensaio ainda ndo se encontra a funcionar em condi¢des dptimas.
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DISCUSSAO

O estudrio do rio Sado é afectado por diversas fontes de poluicdo, como a
industria pesada e descargas urbanas, actividades agricolas, de minério e trafego
maritimo. Além disso, o estudrio é utilizado para actividades piscatdrias abundantes,
gue sdo responsdveis por capturar espécies para consumo de elevado valor
econdmico. A contamina¢do da agua e dos sedimentos do estuario pode representar
um problema para a saude publica, para além da preocupacdo ecoldgica, uma vez que
as espécies estuarinas ai capturadas para consumo podem acumular os contaminantes
nas suas partes ediveis, entrando assim na cadeia alimentar humana. Assim, o
objectivo principal deste trabalho é contribuir para avaliagdo do risco para a saude
humana, através da andlise dos danos oxidativos causados pelos extractos dos
sedimentos do estuario do Sado numa linha celular humana, e a analise dos efeitos

genotdxicos destes extractos in vivo, utilizando ratinhos transgénicos.

1. Ensaios in vitro em células HepG2, e potencial antioxidante da quercetina

A quercetina tem sido testada extensivamente em condi¢des experimentais in
vitro e in vivo de modo a investigar o seu potencial mutagénico e genotdxico (Barcelos
et al.,, 2011b; Alia et al., 2006a; Duthie et al., 1997; Aherne e O'Brien, 1999). A
capacidade da quercetina ser citotdxica ou agir como um agente pro-oxidante ou
como antioxidante depende da sua concentracdo (Barcelos et al., 2011b) e do tempo
de exposicdo. Neste contexto, um dos objectivos deste trabalho era o de confirmar
gue a formacao de lesdes oxidativas no DNA era um mecanismo envolvido na indugao
de quebras de DNA pelos diferentes extractos de sedimentos previamente testados.
Assim, a hipdtese a testar era a de que a quercetina, através da accdo antioxidante,
tinha capacidade para reduzir os danos genotéxicos (particularmente danos oxidativos
no DNA detetados pela enzima FPG acoplada ao ensaio do cometa), causados por 48 h
de exposicdao a extractos do estuario do Sado, numa linha celular humana, a linha
HepG2 (Pinto et al., 2014a). Para isso, era necessario em primeiro lugar determinar a
concentracdo de quercetina que ndo produzisse efeitos citotdxicos e que reduzisse os
efeitos genotodxicos de um controlo positivo (H,0,) nestas condicbes, através do ensaio

do Cometa. Neste estudo, apds uma exposicdao de 49 h, a quercetina demonstrou
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citotoxicidade a partir de uma concentracdo de 25 pM em células HepG2 (Figura 20).
Estes resultados encontram-se em concordancia com observagdes anteriores de
outros estudos que também demonstram a capacidade citotéxica da quercetina em
HepG2. Ramos et al., (2008) observou que com uma exposi¢cdo de 24 h e de 72 h,
varias concentracdes de quercetina provocavam uma reducdo significativa da
viabilidade celular das células HepG2: as 24 h (95,1 %) com uma concentragao de 100
UM (concentracdo mais alta testada) e as 72h a partir de 25 uM (90,5 %). Ramos et al.,
(2008) também mostrou inibicao da proliferagdo celular dependente da concentragao,
nomeadamente, uma inibicdo de 30 e 45 % apds exposicao de 24h a 25 e 50 uM de
quercetina, respectivamente, e uma inibicdo de 40 e 86 % apds 72 h de exposicao a
12,5 e 25 uM de quercetina, respectivamente. No entanto, Aherne e O'Brien, (1999)
mostraram que a quercetina entre 3 a 200 uM, utilizados durante uma exposicdo de 24
h, ndo demonstra efeitos de citotoxicidade em HepG2.

Relativamente a genotoxicidade, estudos anteriores ja demonstraram que o
H,O, tem a capacidade de induzir quebras na cadeia de DNA dependentes da dose e
do tempo de exposicdo, em células HepG2. Para além disso, também se observou que
este composto tem a capacidade de induzir danos oxidativos no DNA, revelados pela
presenca de sitios sensiveis a FPG e a ENDO lll, indicando a presenca de purinas e
pirimidinas oxidadas, respectivamente (Pinto et al., 2014a; Vicente, 2012; Arranz et al.,
2007). Foi sugerido que o H,0, tem um efeito genotdxico devido a criacdo de radicais
hidroxilo (OHe), através da reaccdo de Fenton, radicais esses que forma aductos com a
molécula de DNA (Arranz et al., 2007).

Numa primeira abordagem, face ao danos no DNA causado pelo H,0, (Figura
21), as trés concentragdes de quercetina testadas (5, 10 e 25 uM) induziram uma
reducdo dos danos no DNA, induzidos pelo H,0,, de 8, 10 e 13 %, respectivamente.
Quando aplicado o tratamento enzimatico com FPG apenas se observou uma reducgao
nos danos induzidos pelo H,0, nas concentracdes de 5 e 10 uM de quercetina (ambas
de 11 %). Adicionalmente, os resultados mostram que a quercetina ndo induziu danos
ao nivel do DNA, i.e. quebras ou danos oxidativos, nas condicdes experimentais
utilizadas (Figura 21). Face a este resultados, optou-se por utilizar a quercetina na
concentracdo de 10 uM para investigar o seu efeito na reducdo das lesGes oxidativas

eventualmente induzidas pela exposicdo a extractos de sedimentos do Estuario do
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Sado, dado que se observou uma reducdo dos danos ao nivel do DNA, tanto com como
sem tratamento enzimatico.

A exposicdo de 48 h as duas concentracOes testadas dos extractos de
sedimentos, induziu padrées de danos no DNA, em células HepG2, semelhantes aos
obtidos anteriormente (Pinto et al., 2014a). Todos os extractos, com excepc¢do da
amostra C, induziram um aumento dose-dependente da percentagem de DNA na
cauda, mais acentuado aquando o tratamento dos nucledides com FPG. Isto é, tal
como foi observado em estudos recentes, os extractos de sedimentos dos diferentes
locais em andlise, induziram genotoxicidade relacionada com tipo de contaminantes
presentes nas amostras, e que reflectem as pressdes antropogénicas subjacentes a
cada drea em estudo (Pinto et al., 2014a; Carreira et al., 2013). Apesar dos sedimentos
das duas areas (area norte industrial e sul rural) conterem metais e contaminantes
organicos, a maior diferenga entre as duas encontra-se na presenga de contaminantes
organicos na area industrial, principalmente os HAPs, com um total de HAPs (tHAP) do
sedimento do local P ~ 13 vezes superior ao do sedimento do local E (Tabela 2). E
importante realcar que alguns HAPs, especialmente os que possuem 5 e 6 anéis, sdo
genotoxicos e pro-mutagéneos conhecidos, tal como o B[a]P que se encontra quase 21
vezes mais concentrado na amostra do local P do que do local E. Este contaminantes
organicos, juntamente com a presenca de metais, poderdo estar, de facto, na origem
das quebras e danos oxidativos no DNA observados para a amostra P (Pinto et al,,
2014a). Por outro lado, para as amostras A e E, a maioria dos danos na cadeia de DNA
sao o resultados de danos oxidativos, revelados pela enzima FPG (Figura 22C e 22D).
Assim, sugeriu-se que estes efeitos poderiam ser devidos aos efeitos potenciais dos
metais na producdo de ROS (Pinto et al., 2014a), dado que estudos anteriores ja
sugeriram que este poderd ser um mecanismo de ac¢dao genotdxico comum aos metais
(Beyersmann e Hartwig, 2008). Contudo os danos diferenciais observados resultantes
da exposicao aos diferentes extractos ndo podem ser apenas explicados devido as
concentragdes de contaminantes presentes, uma vez que as concentragdes de metais
nos extractos E e A sdo semelhantes as do extracto P, o que leva a sugerir que estes
efeitos poderdo ser devidos a interac¢cdes entre contaminantes de uma mistura
complexa de compostos organicos e inorganicos nos sedimentos (Pinto et al., 2014a).

As baixas concentracdes de uma mistura de xenobidticos indutores de ROS é
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possivelmente responsdvel pelos danos oxidativos no DNA (principalmente bases
oxidadas) em vez das outras formas de lesGes que sdao detectadas através do ensaio do
cometa sem tratamento com FPG, como quebras de cadeia simples ou dupla. Sugeriu-
se entdo que os extractos dos sedimentos A e E poderiam provocar danos primarios no
DNA repardveis, ao contrario da instabilidade cromossémica que é permanente (Pinto
et al., 2014a). Para além disso, de acordo com os resultados actuais, apds a avaliagao
das améijoas colhidas na area sul do estudrio do Sado (de onde os sedimentos foram
colhidos), foi reportado uma elevada actividade de catalase e peroxidagao lipidica,
confirmando assim o aumento da producdo de ROS in vivo (Carreira et al., 2013).

Neste contexto, e considerando o efeito antioxidante descrito para a
guercetina, seria esperado uma reducdo dos niveis de danos no DNA, em particular os
danos revelados pela enzima FPG, induzidos pelos diferentes extractos de sedimentos.
No entanto, quando as células foram expostas a quercetina, ndo se observou qualquer
diminui¢ao nos danos ao nivel do DNA induzidos por cada um dos extractos testados,
com ou sem tratamento enzimdtico com FPG (Figura 22). A diminuicdo dos danos
induzidos pelo H,0, observada anteriormente (Figura 21) ndo se verificou nos ensaios
com os extractos (Figura 22), i.e. ndo se observaram diferencas estatisticamente
significativas entre as células tratadas com apenas H,O, e aquelas com uma pré-
exposicao a quercetina e co-exposicao com H,0,. Sem este controlo, e face os
resultados semelhantes para a exposicao aos extractos com ou sem quercetina, ndo é
possivel confirmar algum efeito antimutagénico por parte da quercetina. Assim, para
verificar os resultados obtidos na primeira experiéncia (Figura 21) reproduziu-se as
mesmas condi¢des experimentais em triplicado. Contudo ndo houve diminuicdo dos
danos no DNA provocados pela H,0, a qualquer das concentracdes de quercetina
testadas (Figura 23), como apurado nos ensaios com os extractos. Existe uma lacuna
no conhecimento quanto a utilizacdo da quercetina e H,0, em testes de
genotoxicidade por mais de 24 h de exposicdo. Contudo em condi¢cdes semelhantes,
com a excepg¢do do tempo de exposicao, ja foi possivel observar o potencial da
guercetina para reduzir os danos oxidativos, tanto como agente antioxidante através
de scavenging de radicais livres como as ROS, assim como quelante de ides metalicos e
modelador de respostas antioxidantes celulares (Barcelos et al., 2011a; Barcelos et al.,

2011b; Noroozi et al., 1998; Ramos et al., 2008; Aherne e O'Brien, 2000a).
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Assim, sugere-se que a estabilidade da quercetina durante as 48 h de
exposicdo, em meio de cultura, poderd estar comprometida. De facto, outros estudos
jd demonstraram a estabilidade da quercetina, a uma concentracdo de 5 uM, em urina
humana a temperatura ambiente, e em urina humana, plasma humano, acetonitrilo e
agua a 4 °C, -20 °C e -80 °C (Moon et al., 2008). Contudo, a quercetina foi apenas
estavel por curtos periodos a temperatura ambiente em plasma humano, acetonitrilo
e dgua. A primeira constante de degradacdo foi de 0,03/h em plasma humano, 0,006/h
em acetonitrilo e 0,03/h em agua, o que representa uma semi-vida a temperatura
ambiente de 23,1 h. Esta instabilidade da quercetina em condicGes bdsicas é
provavelmente devido a instabilidade do anel central na estrutura da quercetina, e
resultante fragmentacdo do anel (Moon et al., 2008). A temperatura ambiente, a
estabilidade da quercetina em agua é reduzida, de forma que 50 % a 20 % da
quercetina é degradada nas primeiras 25 h a um pH de 7 e 2,7, respectivamente
(Quercegen Pharma LLC, 2010).

Varios estudos utilizaram diferentes protocolos de tratamento para tentar
identificar o mecanismo pelo qual a quercetina actua. Barcelos et al., (2011a) observou
efeitos protectores para o DNA (tanto no ensaio do cometa, como através da detecgao
de 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) por HPLC), em células HepG2 expostas a
quercetina (1 e 5 uM) e metais (HgCl, e MeHg) em simultdneo, e com uma pré-
exposicdo, durante 24h. Contudo nenhuma reversdo de danos genotodxicos foi
observada para o protocolo de pds-exposicdo a quercetina, nas mesmas condic¢des, dai
a escolha das condi¢Oes experimentais descritas anteriormente para a exposicao aos
extractos. Contudo, face aos resultados, e ao possivel periodo curto de estabilidade da
quercetina, reduziu-se, posteriormente, o tempo de tratamento com quercetina. Nos
resultados de citotoxicidade em células HepG2 apés uma exposicdo de 1 h a varias
concentracdes de quercetina (1 a 200 uM), observou-se um aumento significativo da
viabilidade celular a todas as concentracdes testadas (Figura 24). Aquando as mesmas
condicbes experimentais, mas com uma exposicao prévia de 30 min a H,0,, também
ndo se observou citotoxicidade. No entanto, as concentracbes de quercetina
determinadas (100, 150 e 200 uM) para utilizar em ensaios de genotoxicidade também
ndo revelaram diminuicdo nos danos induzidos pelo H,0,, apds uma exposicao de 30

min, seguido de 1 h exposi¢cdo a quercetina, em comparacdo com os danos induzidos
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pelo H,0, com tempo de recuperacdo de 1 h em apenas em meio de cultura (Figura
25). Barcelos et al., (2011b) revelou que uma exposi¢cao de 2 h de quercetina (0,1; 1,0 e
5,0 ug/ml de quercetina extraida da planta Dimorphandra mollis, que corresponde a
0,30; 2,96 e 14,78 uM) reduz os danos no DNA nas células HepG2 tratadas com
aflatoxina B1 (AFB1) ou metanosulfonato de metilo (MMS) durante 2 h, tanto para um
pré-tratamento, em simultaneo ou um pds-tratamento, excepto o MMS para durante
0 poés-tratamento. Com estes resultados Barcelos et al., (2011b) sugeriu que, nestas
condicdes testadas, a quercetina actuaria tanto como uma agente desmutagénico (i.e.
actuando directamente no agente mutagénico, ou nos seus percursores, e inactivando-
0s), ou como agentes bioantimutagenico, i.e. actuando no processo de mutagénese ou
na reparagao dos danos no DNA. Contudo, ndo foi possivel observar estes efeitos, nas
condicOes experimentais que testamos.

Aherne e O'Brien, (2000a), para avaliar as quebras no DNA no inicio (0 h) e no
fim (48 h) para cada experiéncia de reparagao com o ensaio do cometa, observou, nos
controlos negativos, que ao longo do periodo de 48 h houve um aumento ligeiro nos
danos no DNA em células HepG2. Isto poderd ser devido ao desenvolvimento de um
ambiente hiperéxido como sugerido por Collins et al., (1997), que também observou
um pequeno mas consistente aumento nos danos no DNA em células nao tratadas ao
longo das experiéncias de reparacdo. Collins e Horvathova, (2001) descobriram que
linfécitos ndo tratados acumulavam quantidades substanciais de DNA danificado
durante a incubacdo, presumidamente como resultado de exposicdo a oxigénio
atmosférico. Este mesmo aumento também foi observado em linfécitos ndao tratados
ao fim de 24 h, e em linfécitos apds aplicacdo de um suplemento de carotendides para
reparacao das quebras induzidas pelo H,0, que poderd ser confundida com esta
adicdo de danos dependentes do oxigénio, i.e. podera ser simplesmente um efeito
antioxidante, representando uma supressdo dos danos adicionais induzidos pelo
oxigénio atmosférico, do que uma reparacdo do DNA (Torbergsen e Collins, 2000).
Aherne e O'Brien, (1999) observaram que os flavondides ndo conseguiam reverter os
danos no DNA induzidos por H,0, para valores de controlo. Isto pode estar relacionado
com um tempo de pré-incubacdo demasiado longo ou com o metabolismo dos

flavondides em formas menos eficazes (Duthie et al., 1997).
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N3do obstante, observou-se novamente que células HepG2 expostas aos
extractos obtidos de sedimentos de areas com diferentes pressées antropogénicas, i.e.
diferentes perfis de contaminacao, induzem efeitos distintos ao nivel do DNA. Para
além disso, ensaios preliminares de citotoxicidade (resultados ndao apresentados)
mostram que estes extractos poderdo ter efeitos adversos na linha celular HepG2 apds
uma exposicao de apenas 3 h, que por sua vez também poderao ser distintos entre
amostras. De facto, foi observado uma reducdo da viabilidade celular apds exposicao
aos extractos P, E e A, o que poderd indicar que os efeitos genotdxicos destas amostras
também terdo de ser estudados para uma exposicdo curta. Esta observacdo reforca o
potencial risco da exposicdo a sedimentos de uma drea industrial e, portando, de
misturas que contém pro-mutagéneos, como HAPs de peso molecular elevado, e de
uma area rural/fluvial, particularmente uma mistura enriquecida em contaminantes
metalicos, mesmo que presentes nos sedimentos a concentragdes consideradas de
baixo a moderado risco, ao contrastar com directrizes padronizadas inferidas a partir
da andlise convencional de organismos (Costa et al., 2012; Carreira et al., 2013; Pinto
et al, 2014a). Destes dados, duas conclusbes podem ser extraidas: i)
independentemente dos perfis de contaminacdo dos sedimentos estuarinos, esta
mistura complexa de poluentes, compativeis com impactos urbanos, industriais ou
rurais, é genotéxica para uma linha hepatocelular humana, o que pode implicar um
potencial risco para a saide humana; e ii) ensaios com extractos de sedimentos podem
constituir uma linha de evidéncia com peso suficiente para avaliacdo de risco ecoldgico
com potenciais implicacdes para a saude humana (Pinto et al., 2014a; Pinto et al.,,

2014b).

2. Ensaios in vivo

Dados anteriores de cito- e genotoxicidade in vitro, numa linha celular humana,
apods exposicdo a extractos de sedimentos do estuario do Sado (Pinto et al., 2014a),
levaram-nos a questionar se esse mesmo potencial se confirmara num organismo vivo
em que toda a complexidade de sistemas e drgaos estd funcional. Adicionalmente,
estudos anteriores e recentes de genotoxicidade, histopatologia e biomarcadores
bioquimicos in vivo em bivalves (améijoas expostas aos sedimentos P e E) e também

em peixes (linguados, expostos aos sedimentos P, A e E) capturados nos locais de
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pesca do estuario (Carreira et al, 2013; Gongalves et al., 2013), também
demonstraram efeitos adversos apds exposicdo a sedimentos estuarinos contaminados
do Estudrio do Sado. Perante estes resultados, conjuntamente com o conhecimento de
que estas espécies estuarinas sdao consumidas frequentemente pelas populagdes
locais, surge a importancia de estudar os potenciais efeitos genotdxicos e mutagénicos
in vivo em mamiferos, apds a exposi¢cdo ao sedimento P (que demonstrou ser o mais
genotodxico in vitro (Pinto et al., 2014a), afim de poder inferir sobre as possiveis
implicagGes destes efeitos para a salide humana.

Relativamente as condicBes experimentais utilizadas, observou-se que o
consumo de 4dgua com extracto ou com DMSO foi aumentando ao longo das semanas
de tratamento, chegando no final a uma média de 10 ml/dia/ratinho ao contrério do
valor de 6 ml/dia/ratinho estimado inicialmente. Como consequéncia, as doses
administradas foram superiores em rela¢do aos valores calculados inicialmente. Assim,
as doses final de extracto foram determinadas como correspondendo a 73,7 e 147,3 g
de SEQ/dia/Kg pc (dose 1 e dose 2, respectivamente); o grupo controlo foi exposto a
0,33 ml de DMSO/dia. Ndo se observaram diferencas entre o peso corporal médio de
cada grupo, nem entre grupos ao longo do tempo de exposicao indiciando que nao
ocorreu uma toxicidade geral associada ao tratamento.

Quanto a caracterizacao da genotoxicidade in vivo, nomeadamente a analise de
danos ao nivel cromossémico, a frequéncia de micronucleos por 1000 reticulécitos do
sangue periférico sofreu um aumento significativo no grupo de ratinhos exposto a
dose mais elevada de extracto, em relagdo ao grupo controlo. Este aumento foi
observado logo no final da 12 semana de exposi¢do, e manteve-se ao longo de todo o
periodo de exposicdo (Figura 29). Observou-se também uma inducdo significativa de
micronucleos para o grupo exposto a dose mais baixa, em compara¢cdo com o grupo
controlo, mas apenas ao fim de 14 e 28 dias. Adicionalmente, observou-se uma
diferenca significativa na frequéncia de microntcleos no final da exposicdo em
comparacdo com a primeira semana para todos os grupos em estudo (incluindo o
grupo controlo), sugerindo um ligeiro aumento ao longo do tempo. Ainda assim, os
valores obtidos para o controlo negativo em T, ainda se situam dentro do intervalo de
valores normais, anteriormente descrito para o mesmo ratinho (Louro e Silva, 2011;

Louro et al., 2010). Efectivamente, o aumento de micronucleos ao longo do tempo foi

72



mais pronunciado para os dois grupos de ratinhos expostos ao sedimento. Por outro
lado, a propor¢ao de reticuldcitos relativamente a eritrécitos nao apresentou
diferencas entre os grupos controlo e tratados, nem ao longo do tempo, indicando que
nao houve indugao de mielotoxicidade devido a ingestdao do extracto (Tabela 3).

Os resultados positivos do ensaio do micronlcleo indicam que os
contaminantes existentes no extracto atingiram a medula éssea e induziram danos
permanentes nos cromossomas, isto e, quebras ou perda de cromossomas, no
processo de mitose dos eritroblastos de ratinho (Hayashi et al., 2000).

No entanto, relativamente a andlise de danos ao nivel do DNA pelo ensaio do
cometa em células do sangue periférico, ndo se observou uma inducao significativa de
guebras ou danos oxidativos (revelados pela FPG e ENDO lll) nos grupos expostos ao
extracto, em cada um dos intervalos de tempo testado (T a T4) em comparagdo com o
grupo controlo, e ao longo do tempo de exposicdo (Figura 28). Adicionalmente, no
final do periodo de exposicdo (28 dias), ndo se observaram danos no DNA das células
do figado, baco e rim dos animais expostos, em comparagcao com os do grupo controlo,
através do ensaio do cometa com ou sem tratamentos enzimaticos (Figura 30). Este
resultado negativo indica que, nas condigdes experimentais utilizadas, o extracto nao
induziu quebras de cadeia dupla ou simples no DNA ou locais ldbeis as bases
observados através do ensaio do cometa in vivo nos tecidos avaliados.

Estudos anteriores descreveram também uma inducdo da frequéncia de
micronucleos, dependente da dose, em células HepG2 expostas a este mesmo extracto
de sedimento, o que mostra o potencial para induzir instabilidade cromossdémica
(Pinto et al., 2014a). Aqui, foi possivel observar também uma indugdao de danos ao
nivel cromossémico mas num organismo completo. A genotoxicidade ao nivel
cromossémico, ao contrdrio das quebras simples ou duplas na cadeia de DNA, reflecte-
se em alteracdes mais estaveis ao longo do ciclo celular, que sdo transmitidas as
células filhas. Em amostras de sedimentos provenientes do estuario do Sado,
semelhantes a amostra P aqui testada, Costa et al., (2008) observou também um
aumento da percentagem de ENA e da percentagem de quebras na cadeia de DNA
com o ensaio do cometa, no sangue periférico de linguados, apds uma exposicao ao

sedimento de 28 dias.
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Apesar da genotoxicidade dos contaminantes no sedimento do estuario do
Sado ja ter sido observada em outros estudos in vitro ou in vivo, esta pode variar
consoante as concentragdes usadas, as vias e o tempo de exposi¢cdao. Neste estudo a
amostra de sedimento P utilizada tinha sido anteriormente caracterizada em relagao a
metais e MO (por exemplo, HAPs). Por essa razdo podemos apenas construir hipoteses
de quais os contaminantes que podem induzir os efeitos genotdxicos observados ou
até mesmo possiveis interaccdes entre eles préprios pois o efeito de uma mistura
complexa de contaminantes pode ser influenciado por interac¢des de tipo
antagonistico ou sinergistico. Os HAPs e os seus metabolitos indutores de ROS podem
entrar na circulagdo sanguinea e afectar células de sangue e 6rgaos hematopoéticos,
por exemplo, ao induzir directamente quebras na cadeia de DNA e a formacdo de
aductos no DNA. Por esta razado, a investigacdo em sangue periférico e medula dssea é
de grande relevancia. Além disso, é provavel que o sangue seja rapidamente afectado
pela accdo directa dos contaminantes uma vez que é o principal transportador dos
xenobidticos. Efeitos genotdxicos ao nivel dos cromossomas ja foram observados apds
a exposicao a metais e metaldides, como por exemplo o arsénio (presente na amostra
de sedimento testado), que podem actuar como agentes aneugénicos a doses baixas
mas também clastogénicos a doses altas, potenciando assim a formacdo de
micronucleos e outras anomalias nucleares (Rossman, 2003; Beyersmann e Hartwig,
2008). Celik et al., (2005) mostraram uma reducdo do numero de PCEs no sangue
periférico de ratinhos tratados com acetato de chumbo e um aumento da frequéncia
de reticulécitos micronucleados. A indugcdo de micronucleos pelo chumbo pode ser
devida a sua capacidade de interferir com o mecanismo de divisdo celular, conduzindo
a formacdo de células com um numero anormal de cromossomas (Johnson, 1998).
Bonacker et al., (2005) sugere que a maioria dos micronucleos induzidos por ides de
chumbo estdo associados a processos que envolvem ROS. Os mesmos mecanismos
parecem também contribuir para a indugcdo de micronucleos pelo préprio chumbo
(Fracasso et al., 2002), também presente na amostra de sedimento testada, com
valores superiores ao TEL.

Os ides metdlicos como o Cd, o As, o Pb e o Cu sdo fortes indutores de ENA,
bem conhecidos e ha muito estabelecidos para testes de toxicidade in vitro e in vivo

(Ayllon e Garcia-Vazquez, 2000; Cavas et al., 2005; Gebel, 2001; Palus et al., 2003).
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Porém, os mecanismos de genotoxicidade para a formacdao de ENA como resultado de
uma exposi¢ao a metais ainda ndo sao completamente compreendidos e podem variar
com diferentes metais. A possibilidade de existéncia de interaccbes entre os
contaminantes organicos e metalicos que contribuam para anomalias cromossémicas
ndo estd esclarecida, mas descobertas recentes sugerem que inducdo de micronucleos
mediados por B[a]P em medula dssea de ratinhos pode ser aumentada através da
exposicdo simultanea a As mas ndo a Cd (Lewinska et al., 2007).

Também ja foram relatados em estudos anteriores, interacgdes antagonistas
entre HAPs e metais, como o resultado da inibicdo do citocromo P450 por metais
(CYP1A - mediador de activacdao de HAP) (Vakharia et al., 2001; Spink et al., 2002). Uma
vez que os HAPs tém baixa solubilidade na 3agua, as células promovem a sua
destoxificacdo através da activacdo destes compostos convertendo-os num composto
mais soluvel e altamente reactivo, HAP-quinonas e altamente genotdxico HAP diol-
epoxidos, com producdo de ROS (Lemaire e Livingstone, 1997). Apesar do figado nos
vertebrados ser o érgdo principal onde os xenobidticos sdo metabolizados, os ROS e
outras substancias mutagénicas podem ser distribuidas através do sangue periférico e
afectar as células do sangue e os tecidos hematopoiéticos. Em contraste, a inibicdo da
actividade da CYP1A pode reduzir a mutagenecidade através da reducdo da libertacdo
dos compostos genotdxicos para a corrente sanguinea. Efeitos clastogénicos ao nivel
do cromossoma tém sido também relacionados com a formacdo de ROS (Soto-Reyes et
al., 2005).

Também deve ser considerado que existe evidéncia que muitos dos metais que
foram detectados na amostra de sedimento sdo genotodxicos conhecidos, apesar do
mecanismo de indu¢do de mutagenecidade dos metais ndo ser ainda muito bem
compreendido. Ao contrdrio dos HAPs activados que podem reagir com o DNA
directamente, o efeito dos metais é mais indirecto, através por exemplo de um
metabolismo oxidativo desequilibrado e inibicdo da reparacdo do DNA. Este aspecto
foi demonstrado para o As, Cd, Co, Cr, Ni e Pb (Hartwig, 1995) e para a espécie
organica ou inorganica de Hg (Crespo-Ldpez et al., 2009).

Relativamente ao ensaio do cometa, este mostrou-se anteriormente exequivel
em multiplos drgaos de ratinhos tratados com diferentes quimicos e aparenta ser um

método simples e eficiente para deteccdo de danos no DNA das células com ou sem
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capacidade de divisdo celular (Kushwaha et al., 2010). O tempo de desnaturacdo do
DNA e de electroforese sao especificos e deve ser padronizado em cada laboratério de
forma a obter, valores de pardmetros, como a percentagem de DNA na cauda, que
devem cair dentro do intervalo de valores controlo histéricos, que devem ser
apresentados (EFSA, 2012). No caso presente, verificou-se que o controlo positivo do
ensaios do cometa no figado ndo causou o aumento de percentagem de DNA na cauda
esperado embora esse controlo tenha funcionado adequadamente para as células do
baco. Por esta razdo sera necessario mais experiéncias para averiguar se o0s
parametros utilizados no ensaio do cometa para estes tecidos é o mais correcto.
Anteriormente ja tinham sido descritas por outros autores discordancias no
resultado do ensaio do micronucleo e do cometa (Valentin-Severin et al., 2003;
Hartmann et al., 2001). O ensaio do cometa é referido como sensivel e especifico, e dai
nao ser expectavel que uma auséncia de resultados positivos no ensaio do cometa
possa reflectir uma sensibilidade menor em comparacdo com o ensaio do micronucleo
(Hartmann et al., 2001). As diferengas no resultado do ensaio do micronucleo e do
cometa podem reflectir a diferenca entre o tipo de lesdes no DNA que cada um
detecta e entre o grau de exposicdao e sensibilidade dos varios 6rgaos analisados.
Enquanto o ensaio do cometa detecta lesbes primarias no DNA que podem ser
reparadas, o ensaio do micronucleo detecta lesdes irreparaveis no DNA apds a sua
fixacdo em mutacGes cromossdmicas ou efeitos aneugénicos, que se manifestam como
perda total ou parcial de cromossomas. Por outro lado, compostos que induzem a
formacdo de ligacGes cruzadas (“crosslinks”) DNA-DNA ou DNA-proteinas, que
retardam a migracdo do DNA, poderdo ndo ser facilmente detectados através do
ensaio do cometa tal como foi realizado. Nesses casos, a diminuicdo da migracao do
DNA devido a ligagdes cruzadas DNA-proteinas podem ser detectada através da
modificacdo do protocolo do ensaio do cometa, de acordo com o descrito por Vasquez
e Tice, (1997). Alternativamente, se os contaminantes atuarem predominantemente
por um mecanismo de aneugénese (embora existam poucos agentes quimicos nessas
condicGes) e ndo de clastogénese, os resultados negativos do ensaio do cometa seriam
expectaveis, uma vez que o ensaio ndo detecta aneuploidia, ao contrario do ensaio do

micronucleo (Hartmann et al., 2001).
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Uma outra razdo para uma maior proporc¢ao de resultados positivos no ensaio
do micronucleo quando comparado com o ensaio do cometa pode ser a influéncia da
citotoxicidade nos resultados (Hartmann et al., 2001). Mesmo em concentracdes
elevadas de citotoxicidade, os compostos testados por Hartmann et al., (2001) nao
resultaram em efeitos positivos, isto ¢, um aumento da migracdao do DNA. O facto de
ndao haver resultados positivos no ensaio do cometa pode ser devido as células
afectadas poderem ter entrado em apoptose e por essa razao ndo sdo detectadas no
ensaio do cometa, provocando resultados falsamente negativos. No geral, o tipo e a
capacidade de reparacdo das células alvo utilizadas, a fase do ciclo celular, a natureza
do estudo genotodxico e a duragdo entre a exposi¢do e a andlise, vao contribuir para as
diferengas na sensibilidade entre o ensaio do micronucleo e do cometa (Valentin-
Severin et al., 2003). E claro que n3o existe nenhum teste que seja capaz de detectar
todos os agentes genotodxicos relevantes sozinho, pelo que a abordagem usual é a
realizacdo de varios testes in vitro e in vivo para avaliar a genotoxicidade (Sasaki et al.,
2000). Contudo o micronucleo e outras anomalias nucleares sdo biomarcadores de
eventos genotdxicos e manifestacdes de instabilidade cromossémica que sdo
normalmente relacionadas com cancro (Bonassi et al.,, 2011). Bonassi et al., (2011)
demonstrou que a frequéncia de micronucleos em linfécitos de sangue periférico é
preditivo de risco de cancro, o que sugere que a formac¢ao de micronucleo é associada
a eventos iniciais de carcinogénese.

A complexidade da mistura de contaminantes no sedimento e o efeito das
interaccdes dos xenobidticos precisdo ainda de muita investigacdo, principalmente
guando as substancias toxicas ndo estdo presentes em grandes quantidades de forma
a obter diferencas dbvias de efeitos adversos para os organismos.

Para avaliar a mutagenecidade do extracto P, recorreu-se ao ensaio de
mutagdes em ratinhos transgénicos contendo o gene lacZ. Os ensaios com ratinhos
transgénicos permitem determinar a frequéncia de mutagdes apds a exposicdo a doses
de agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos, em varios 6rgaos dos animais expostos a
esses agentes. Assim, procurou analisar-se a FM no figado de ratinhos transgénicos
expostos a duas doses do extracto P por comparagcdao com um grupo controlo negativo
exposto apenas ao solvente. Nos primeiros ensaios para a determinacdo da FM,

utilizou-se apenas ratinhos do grupo controlo. Os resultados da FM no grupo de
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ratinhos de controlo indicavam valores muito elevados, comparativamente aos
resultados ja obtidos no laboratdrio para o mesmo ensaio (Louro et al., 2002; Louro et
al., 2008; Louro et al., 2010). Também os valores descritos na literatura, para o gene
lacZ no figado, reportam um nivel de FM muito inferior aos aqui observados, i.e. de
6,82 + 0,15 para o grupo controlo (DMSO por injec¢do) (Dollé et al., 1996). No entanto,
os controlos do procedimento de determinacao de FM, i.e., o controlo da hidrélise do
DNA gendmico com a Hindlll, assim como o tempo de electropora¢do nao indiciavam
problemas experimentais nestes aspectos.

Anteriormente, Lourenco (1997) também observou FM altas para o grupo
controlo (DMSO) de 32,8 + 8,3 e apds caracterizagdo dos mutantes obtidos, a
amplificacao do gene lacZ revelou a existéncia de dele¢des nos plasmideos mutados. A
origem destes mutantes excessivos pode ser explicada por Dollé et al., (1999b), que
refere que a maior fonte de artefactos no modelo de plasmideo /lacZ consiste num
background estavel de mutantes provocados por uma actividade inespecifica da
enzima Hindlll (star activity), que ocorre com uma frequéncia de 1,1 x 10”. N3o
obstante, os mutantes originados por star activity da Hindlll podem ser reconhecidos
através do comprimento caracteristico dos fragmentos da restricdo, o que foi
verificado em Lourenco (1997). Segundo Dollé et al., (1999b) em amostras de ratinhos
jovens n3o tratados com uma média total de FM de 4 a 7 x 10”, a constante de base
causada pela star activity da Hindlll pode abranger até 25 % dos mutantes
recuperados. Se em estudos futuros houver a confirmacdo de um background estavel
(istoé,0,7a1,5 xlO'S) de mutantes da star activity da Hindlll em outros tecidos o valor
de background de 1,1 x 10” podia ser subtraido da FM (Dollé et al., 1999b).

Outra possibilidade para justificar a elevada FM seria as células hospedeiras
terem-se tornado insensiveis a galactose (por reversdao da mutacdo pontual no gene
galE), fendmeno que normalmente ocorre com uma frequéncia de 2 x 10 e portanto
representa uma pequena contribuicdo para a frequéncia de background. As coldnias
insensiveis a galactose sdao facilmente reconhecidas com base na actividade da B-
galactosidase (Dollé et al., 1999b), através da repicagem das coldnias e crescimento
em meio nao selectivo.

Considerando a hipdtese de que o valor elevado de FM poderia ser causado por

uma actividade inespecifica da enzima Hindlll, na tentativa de evitar tal artefacto, foi
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adquirida nova enzima, de um lote distinto e foi repetida a experiéncia. Numa segunda
experiéncia, utilizou-se um maior nimero de amostras, i.e. todas as amostras do grupo
controlo e da dose mais elevada. Nestas condi¢des, os controlos da digestdo da Hindlll
e do tempo de electroporagdao foram mais uma vez realizados e indicavam que o
procedimento funcionava adequadamente em relacdo a estes dois aspectos.

Durante as duas experiéncias realizadas, verificou-se que o numero total de
coldnias, em meio X-gal, de alguns ratinhos ficou abaixo do limite de sensibilidade do
ensaio. A descarga eléctrica aplicada na electroporacao pode implicar por vezes a
morte celular, conduzindo a poucas coldnias vidveis. No entanto, segundo Lourenco
(1997) apenas cerca de 20,4% da totalidade das células electroporadas ndo
sobreviviam. Dower et al., (1988) refere que cerca de 80 % das células competentes
sdo eficazmente transformadas com o DNA (embora tenha utilizado um sistema
diferente), e que a eficiéncia de transformacado é influenciada pela densidade celular.
As células competentes utilizadas no ensaio foram preparadas antecipadamente e
armazenadas em aliquotas a -80 °C. Lourengo (1997) verificou um decaimento da
competéncia das células ao longo do tempo de armazenamento (25 dias) em azoto
liguido, comparou também o armazenamento em azoto liquido com o -70 °C, que nao
apresentou diferengas ao fim de 18 dias. A morte celular de uma percentagem de
células devido a descarga eléctrica e o decaimento da competéncia das células devido
ao armazenamento (armazenadas ha 1 més), poderiam estar na origem do baixo
numero total de coldnias, em meio X-gal. No entanto, as bactérias competentes
utilizadas para todas as amostras provinham do mesmo tubo, e em muitas amostras
geraram adequado numero de coldnias, pelo que esta possibilidade foi eliminada.
Quanto aos valores de FM do grupo controlo, nesta segunda experiéncia observaram-
se de novo valores muito elevados, sendo até mais elevados que os controlos
histéricos obtidos para este mesmo 6rgdo, sugerindo que o ensaio ainda ndo se
encontra a funcionar em condi¢Bes dptimas.

Ainda assim, pode concluir-se que ndo existia nenhum aumento da FM nos
ratinhos expostos ao extracto do sedimento. Face a estes resultados, existe a
necessidade de confirmar os resultados com novos ensaios, procurando optimizar
novamente as condi¢cdes experimentais do ensaio antes de se repetir a experiéncia.

Embora sejam necessarias mais experiéncias para que o procedimento de recuperacao
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do transgene ocorra adequadamente, os resultados até aqui obtidos sugerem que a
exposicdao oral dos ratinhos aos extractos poderd ndo ter efeitos mutagénicos no
figado dos ratinhos, nas condicGes analisadas. Adicionalmente, verificou-se uma ligeira
diminuicdo da FM apds a exposicdo, em comparagao com os controlos, poderd
também sugerir que existam efeitos citotdoxicos que levem a remogdo das células
contendo DNA danificado, mecanismo este que devera ser averiguado no futuro, caso
estes resultados se confirmem.

Estudos anteriores demonstraram que o B[a]P administrado através da dgua de
consumo a ratinhos transgénicos LacZ (Muta™Mouse) apresentaram mutacgdes tanto
no figado como no colon. Os resultados indicaram que estes érgdos conseguem
metabolizar o B[ag]P em produtos genotdxicos, embora ndo se possa excluir algum
transporte dos metabolitos activados pelo figado para estes érgaos (Kosinska et al.,
1999). Por outro lado, desde que a tumorgénese é vista como envolvida na
acumulacdo de mutacdes em multiplos genes e anomalias cromossdmicas, o tempo de
vida curto das células alvo de mutagénese pode impossibilitar tal acumulagao
(Kosinska et al., 1999).

Para avaliar o risco de exposicdo a contaminantes de sedimentos na saude
humana, varios ensaios precisam de ser efectuados pois a informacdo apenas de um
nado revela todo o potencial téxico de uma amostra de sedimentos (Chen e White,
2004; Aouadene et al., 2008). E de salientar que todas as amostras de sedimento
colhidas foram de locais de pesca frequentemente utilizados pela comunidade
pesqueira. As espécies aquaticas sao consumidas pela populagdo e sao uma fonte de
alimento importante nesta area [Machado et al., (submetido)]. Adicionalmente estas
espécies capturadas sao distribuidas localmente e a nivel nacional, aumentando assim
o potencial de exposicdo a contaminantes do estudrio do Sado. Estes contaminantes
também estdo presentes na dgua do estudrio, que também é utilizada para actividades
agricolas, fornecendo uma outra via de exposicdo humana através do contacto directo
e consumo de produtos agricolas regados com dgua potencialmente contaminada
(Castanheira et al., 2013). Estudos anteriores também revelaram a disponibilidade e
capacidade de bioacumulacdo dos contaminantes nas partes ediveis de espécies
aquaticas locais, ndo excluindo assim a exposicdo humana através da cadeia alimentar

(Costa et al., 2008; Costa et al., 2011a; Rodrigo et al., 2013; Gongalves et al., 2013).
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Globalmente, os resultados obtidos neste estudo reflectem o potencial efeito
adverso para a saude humana associado aos contaminantes encontrados no

sedimento do estudrio, contribuindo para a avaliacdo do risco.
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CONCLUSOES

Em conclusdo, o presente estudo corroborou a genotoxicidade dos extractos in
vitro, e as lesGes observadas ndo foram revertidas pela quercetina, nas condigdes
testadas. In vivo, verificou-se a inducao de micronucleos, embora o ensaio do cometa
ndo revelasse resultados positivos. Aparentemente, ndo se verificou mutagenecidade
in vivo, embora sejam necessarios mais estudos para concluir a analise de mutagdes.

Embora este estudo tenha produzido evidéncias de efeitos genotdxicos dos
extractos dos sedimentos do estudrio do Sado analisados, sugere-se a necessidade de
mais investiga¢ao para melhor esclarecer o seu impacto na saude humana, havendo
varios aspectos do trabalho a aprofundar, nomeadamente:

- Obter a caracterizacdo quimica dos extractos, pois a andlise existente
corresponde ao sedimento total;

- Realizar mais estudos do potencial antioxidante da quercetina in vitro
modificando o tempo de exposicdo das células aos extractos, como sugerido pelos
estudos preliminares de curto termo (3 h de exposicao; resultados ndo apresentados);

- Complementar os ensaios de genotoxicidade in vitro com ensaios para
determinagdo de ROS para comprovar os danos oxidativos

- Concluir a andlise de mutacdes;

- Repetir os ensaios em ratinhos utilizando doses mais elevadas ou os outros
extractos também e considerar a utilizacdo de outra via de exposi¢cdo (gavage) para
permitir maior controlo da dose administrada e evitar desperdicios de extracto.

A consolidacdo global dos dados do projecto vai permitir uma melhor
compreensao do potencial toxicolégico de sedimentos contaminados do Estuario do

Sado, assim como, avaliar a associa¢do entre o risco ambiental e de saude humana.
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ANEXOS

ANEXO A - Resultados da percentagem de DNA na cauda obtidos em estudos
recentes

Figura Al - Resultados do ensaio do Cometa em células HepG2 obtidos apds 48 h de exposi¢do a
diferentes concentragdes de extractos de sedimento do estuario do Sado.
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Resultados de 3 experiéncias independentes obtidos de Pinto et al.,, (2014a). As barras claras
representam o valor médio da percentagem de DNA na cauda (+EP) sem tratamento com FPG, e as
barras escuras representam o valor médio da percentagem de DNA na cauda (*EP) com tratamento com
FPG. A - Amostra F; B - Amostra P; C - Amostra E; D - Amostra A; E - Amostra C. A concentragdo 0 mg
SEQ/mI corresponde a 0,5 % DMSO para amostra F, 2 % DMSO para todas as outras. *indica diferencgas
estatisticamente significativa em comparacdo com o controlo de solvente (sem FPG). **indica
diferencas estatisticamente significativa em comparacdo com o controlo de solvente (com FPG). e
Representa diferengas estatisticamente significativas entre tratamento com e sem FPG a mesma
concentragao.
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ANEXO B — Dados experimentais dos ensaios in vivo efectuados neste trabalho.

Tabela B1 - Média do Consumo diario (+DP) de um ratinho, por grupos e ao longo do periodo de
exposigao.

Dose (g SEQ/dia/Kg pc) T, T, T, T, Total
0 7,6+0,7 9,7+1,4 9,6+1,5 12,6 £2,9 99+1,3
73,7 8,2+1,9 82+2,1 8,2+1,6 10,7+2,4 8,819
147,3 8,72 10,1+2,4 104+33 125+31 10,4+2,5

Média do consumo diario (ml) 10+2

Tabela B2 - Valores de peso de cada ratinho no inicio e ao longo do periodo de exposigao.

Peso (g)
Ratinho To T, T, T3 Ta

R1 22 22,5 23,2 23 23,8

R2 22,2 25 25,8 25,7 26,2

R3 19,9 20,6 22,5 22,9 22,5

c‘::t’fo‘io R4 23,4 24,6 26 25 25,6
R5 22,5 26 26 27,3 26,5

R6 24,4 25,4 25,8 26,4 26,3

Média+DP 22,4+15 24,0+21 249+16 251+18 25216

R7 22,1 24,5 24,1 25 24,4

RS 24,1 24,5 25,4 25,8 26,5

Grupo R9 25,6 26 26,6 26,3 27,4
exposto a R10 22,9 26 26,9 27 27,2
dose 1 R11 23,6 20,8 25,4 25,6 25,1
R12 20,8 24,4 22,7 22,4 23,3

Média+DP 232+17 244+19 252+1,6 254+16 257+16

R13 22,4 24,2 25 26,4 25,6

R14 23,6 24,3 24,5 25,6 24,1

Grupo R15 19,6 20,5 20,5 21 21,6
exposto 3 R16 21,9 24 24,5 25 24,4
dose 2 R17 21,8 24,3 25 25,1 23,9
R18 24,4 23,5 26,8 27 26,5

Média+DP 22,3+1,7 235+%15 244+21 250+21 244+17

DP - Desvio Padrdo; T, - antes do inicio da exposi¢do; T,. final da primeira semana (72 dia); T, - final da
segunda semana (142 dia); T3 - final da terceira semana (212 dia); T,- fim do tratamento (282 dia).
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Tabela B3 - Valores experimentais obtidos para o nimero de micronucleos e percentagem de reticuldcitos para cada grupo a cada periodo da exposigao.

Tempo de exposi¢do analisado

To T, T, LE T,
Ratinho N2 MN  %Ret N2MN  %Ret N2MN %Ret NeMN %Ret NeMN  %Ret

R1 6,0 3, 14,0 7,2 14,0 6,5 18,0 7,0 14,0 6,3

R2 6,0 5,3 10,0 5,9 10,0 7,0 23,0 6,7 9,0 6,9

R3 6,0 6,3 17,0 8,2 9,0 5,9 18,0 6,2 31,0 6,1

Grupo R4 7,0 6,1 11,0 7.8 15,0 7,2 8,0 5,8 16,0 5.8
controlo RS 8,0 7,7 14,0 8,6 17,0 7,0 19,0 7,2 23,0 7,5
R6 1,0 2,3 11,0 5,7 12,0 6,6 13,0 6,0 16,0 5,4

Média + DP 5,8 + 2,4 51+2,0 12,8+2,6 72+1,2 128+3,1 6,7+0,5 16,5+52 6,5+0,6 182+7,7 6,3+0,3

R7 3,0 4,9 12,0 5,9 21,0 7.6 21,0 8,4 31,0 7.4

RS 4,0 7,9 13,0 75 22,0 7,0 14,0 6,4 22,0 8,2

Grupo R9 6,0 7,3 13,0 7,7 19,0 4,9 14,0 8,1 17,0 7,3
exposto  R10 12,0 6,5 15,0 8,1 20,0 9,2 19,0 6,3 18,0 7.4
ddosel  R1l 6,0 5,6 19,0 7,5 17,0 7,0 23,0 7,7 28,0 6,6
R12 9,0 7.6 13,0 7.8 21,0 9,7 16,0 8,4 30,0 9,2

Média+DP 6,7+3,3 6,6+1,2 142+2,6 7,408 20,0+18 7,5+ 1,7 17,8438 7,5+ 1,0 24361 7,7+0,9

R13 8,0 8,5 14,0 8,2 15,0 6,0 21,0 10,0 26,0 7.3

R14 6,0 7,0 22,0 7,9 22,0 8,2 25,0 7,3 23,0 7,9

Grupo R15 8,0 5,8 25,0 10,6 24,0 9,8 22,0 7,5 23,0 6,9
exposto  R16 9,0 8,0 18,0 8,2 14,0 7,3 30,0 8,0 18,0 6,2
ddose2  R17 9,0 5,8 32,0 8,1 24,0 8,6 17,0 6,2 26,0 7,2
R18 9,0 6,1 19,0 7,9 280 10,5 28,0 8,2 56,0 7,3

Média+DP 82+12 68+1,2 21,7+63 85+,1,021,2+5584+1,6 238+4,8 7,8+1,3 28,7+13,7 7,1+0,6
DP - Desvio Padrdo; T, - antes do inicio da exposicdo; T, . final da primeira semana (72 dia); T, - final da segunda semana (142 dia); T;- final da terceira semana
(212 dia); T, - fim do tratamento (282 dia).




Tabela B4 - Valores experimentais obtidos para a percentagem de DNA na cauda e tamanho da cauda, no ensaio do Cometa em sangue periférico de ratinho, para
cada grupo e ao longo do periodo de exposigdo.

Tempo de exposi¢do analisado

T, T, Ts T,
Ratinho Semenzima Com FPG Com ENDO lll Sem enzima Com FPG Com ENDO Il Sem enzima Com FPG Com ENDO Ill Sem enzima Com FPG Com ENDO IlI
R1 5,24 6,16 5,91 4,04 8,55 5,09 3,91 5,74 4,15 4,16 4,79 3,93
R2 4,62 6,12 5,56 4,05 6,29 5,41 3,39 5,08 4,62 4,70 6,31 6,54
Média da R3 5,72 6,24 3,02 3,80 6,40 6,50 4,80 5,87 4,67 4,20 6,91 3,63
% DNA na R4 6,35 5,99 4,25 4,13 6,51 8,09 4,25 5,83 6,16 3,56 3,37 5,78
_g cauda R5 4,78 5,91 5,81 4,30 6,63 4,51 4,82 4,35 4,22 4,14 5,48 6,64
s R6 6,15 5,61 8,27 4,63 7,32 7,26 4,53 7,11 7,29 3,24 4,25 5,18
§ Média + DP 5,48 £0,72 6,00+0,23 547+1,77 4,16+0,28 695+0,86 6,14+138 4,28+0,56 566+0,92 519+1,26 4,00+0,52 518+1,31 5,28+ 1,28
o R1 4,95 6,25 5,32 4,66 9,46 7,41 4,76 5,28 5,28 3,83 5,02 4,16
s‘ Média do R2 5,28 10,83 5,66 5,12 7,72 6,57 5,37 4,82 5,75 4,68 6,17 7,52
U] tamanho R3 5,29 6,12 3,72 3,68 6,51 7,09 4,72 6,13 5,62 4,16 6,89 4,36
da cauda R4 8,70 5,69 7,21 4,29 6,14 7,89 6,94 6,55 10,20 3,64 3,60 6,71
(um) R5 4,68 5,54 6,21 3,64 6,69 5,25 4,51 5,28 7,49 4,29 5,42 6,85
R6 6,91 5,64 9,23 5,12 7,53 6,90 3,94 8,36 13,71 3,60 4,30 5,00
Média + DP 5,97+ 1,55 6,68 +2,06 6,23+1,87 4,42+0,66 734+1,20 685+091 504+1,04 607+1,29 801+334 4,03+0,42 523+1,20 5,76+1,43
R7 11,34 6,08 4,87 4,37 6,78 6,25 2,72 4,76 4,29 4,43 4,40 3,23
R8 14,39 5,67 4,93 5,14 8,35 5,92 3,38 3,71 7,29 4,85 5,53 7,47
Média da R9 4,32 7,81 53,47* 4,06 6,85 6,36 4,15 7,44 4,09 4,10 4,93 8,84
: % DNA na R10 3,76 8,02 45,11* 4,07 4,86 9,70 4,17 7,29 6,36 3,80 5,47 8,10
é cauda R11 5,59 6,60 4,21 5,01 5,84 4,73 2,32 8,01 6,18 4,66 5,16 4,75
. R12 5,65 7,46 7,63 4,79 7,42 9,96 3,52 8,14 5,33 5,42 5,84 5,96
g Média + DP 7,51+4,32 694+096 541+152 457+047 668+122 7,15+2,15 3,38+0,75 656+1,86 559+1,25 454+0,57 522+0,51 6,39+2,14
§ R7 12,17 6,32 5,27 4,08 7,70 6,12 2,96 5,11 7,73 4,02 4,38 3,03
g Média do R8 16,24 6,63 6,74 5,66 9,32 6,73 3,86 4,36 14,95 4,45 4,60 7,45
g. tamanho R9 3,77 7,86 29,96* 3,77 7,12 6,02 4,80 9,03 3,80 3,98 5,01 8,94
6 da cauda R10 3,71 7,13 31,36* 4,23 5,25 10,09 7,35 8,61 7,16 4,05 6,79 8,86
(um) R11 4,65 6,49 4,17 4,46 4,97 4,73 2,71 12,85 7,12 4,32 4,44 4,27
R12 4,30 6,17 7,07 5,17 7,44 10,88 3,78 12,08 8,36 4,76 6,29 5,66

Média + DP 7,47 +£5,38 6,77+0,63 5,82+1,35 4,56+0,71 697+1,63 7,43+247 4,24+1,69 8,67+3,48 8,19+3,67 4,26+0,31 525+1,03 6,37+2,45

(continua na préxima pdgina)
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Tabela B4 — (Continuagdo)

Tempo de exposi¢do analisado

T, T, T3 Ty
Ratinho Semenzima Com FPG Com ENDO Il Sem enzima Com FPG Com ENDO Ill Sem enzima Com FPG Com ENDO Ill Sem enzima Com FPG Com ENDO Il

R13 4,31 5,82 3,50 3,62 3,74 8,71 3,98 5,29 5,77 6,72 3,92 6,79
R14 5,33 7,43 4,28 3,69 5,60 10,45 3,83 4,59 9,98 6,42 4,16 5,79
~ Média da R15 4,94 4,21 6,68 4,02 5,75 7,03 3,87 5,99 6,71 3,85 5,79 4,93
[ % DNA na R16 6,60 3,34 6,13 3,21 4,51 7,24 5,23 4,88 6,25 3,95 5,55 5,86
_8 cauda R17 5,28 6,74 3,50 3,72 7,13 5,12 2,98 4,75 2,68 4,10 3,59 4,93
0 R18 6,96 7,66 6,02 4,53 7,36 5,72 4,72 3,68 4,31 4,58 5,61 7,86

% Média + DP 557+1,01 587+1,76 502+142 3,80+,045568+142 738+196 4,10+0,78 4,86+0,77 595+246 4,84+129 477+0,98 6,03+1,13
8_ R13 4,54 6,08 4,18 3,50 3,84 8,58 5,67 5,51 8,22 7,18 4,49 6,58
3 Média do R14 4,92 7,06 4,86 3,84 6,29 10,69 7,37 5,96 18,95 7,00 4,36 5,58
8. tamanho R15 3,92 3,19 6,67 3,55 6,24 6,62 4,00 5,59 7,53 3,62 5,52 5,33
g da cauda R16 7,43 3,51 8,39 2,88 5,28 7,79 8,12 5,14 6,84 4,31 5,56 6,34
(um) R17 6,33 6,28 3,29 3,59 7,84 5,89 3,34 4,44 4,67 3,88 3,70 5,43
R18 6,73 7,56 6,75 4,28 7,86 7,49 7,04 5,43 6,26 4,97 5,76 8,19

Média + DP 5,65+1,38 561+1,83 569+1,90 3,61+0,46 622+1,54 7,84+168 592+1,93 534+,052 874+515 5,16+ 1,56 4,90+0,83 6,24+1,08
DP - Desvio Padrdo; T, - antes do inicio da exposigdo; T, . final da primeira semana (72 dia); T, - final da segunda semana (142 dia); T;- final da terceira semana
(212 dia); T, - fim do tratamento (282 dia). *valores excluidos

Tabela B5 - Valores experimentais obtidos para a percentagem de DNA na cauda e tamanho da cauda, no ensaio do Cometa no rim de ratinho, para cada grupo.

Grupo Controlo Grupo exposto a dose 1 Grupo exposto a dose 2
Ratinho Semenzima Com FPG Com ENDO Il Ratinho Semenzima Com FPG Com ENDO llI Ratinho Semenzima Com FPG Com ENDO llI

R1 5,67 4,86 7,85 R7 5,64 6,51 8,65 R13 4,81 6,38 7,01
R2 6,50 5,59 7,29 R8 5,56 6,69 5,10 R14 5,52 7,66 7,10
Média da % R3 5,99 6,76 7,28 R9 6,13 8,72 6,11 R15 6,52 8,46 6,64
DNA na R4 6,43 6,52 5,77 R10 4,14 7,57 4,41 R16 5,74 7,93 6,92
cauda R5 7,76 6,35 4,79 R11 5,92 7,21 5,51 R17 5,32 5,78 5,72
R6 5,22 6,29 4,80 R12 5,56 8,65 5,89 R18 6,56 6,28 7,12

Média + DP 6,26+ 0,88 6,06+ 0,71 6,30+ 1,35 Média + DP 549+0,70 7,56+0,95 5,94 +1,45 Média + DP 5,74+0,69 7,08+1,08 6,75+0,53
R1 5,47 7,82 7,52 R7 6,13 8,24 9,22 R13 5,73 7,93 8,38
R2 5,95 6,68 7,65 R8 6,27 7,50 6,21 R14 7,16 8,54 8,37
Média do R3 5,88 6,86 7,87 R9 6,65 9,52 7,98 R15 6,80 9,81 7,65
tamanho da R4 6,91 7,37 6,93 R10 4,09 9,08 4,86 R16 5,76 9,12 7,28
cauda (um) R5 9,45 7,04 6,25 R11 6,86 8,26 6,38 R17 5,90 6,35 6,29
R6 5,06 6,82 5,44 R12 6,35 9,69 7,53 R18 7,36 6,66 8,34

Média + DP 6,45+1,59 7,10+£0,42 6,94+0,94 Média + DP 6,60+ 1,00 8,72+0,85 7,03+1,53 Média + DP 6,45+0,74 8,07+1,37 7,72+0,83

DP - Desvio padrao.
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Tabela B6 - Valores experimentais obtidos para a percentagem de DNA na cauda e tamanho da cauda, no ensaio do Cometa no bago de ratinho, para cada grupo.

Grupo Controlo Grupo exposto a dose 1 Grupo exposto a dose 2
Ratinho Semenzima ComFPG Com ENDO Il Ratinho Semenzima ComFPG Com ENDO IlI Ratinho Semenzima Com FPG Com ENDO Il

R1 4,69 5,86 4,57 R7 5,69 5,88 5,74 R13 4,22 4,55 6,93
R2 4,33 6,66 5,31 R8 4,42 5,40 4,41 R14 4,51 7,25 4,42
Média da % R3 7,39 6,78 4,58 R9 4,91 5,28 6,74 R15 6,00 5,38 6,00
DNA na R4 4,26 5,55 5,04 R10 3,82 5,82 4,88 R16 4,43 5,61 4,63
cauda R5 5,07 6,40 4,68 R11 4,18 6,56 3,21 R17 3,85 5,05 5,06
R6 5,01 7,13 5,65 R12 5,95 5,51 5,58 R18 3,95 5,87 4,57

Média + DP 5,13+ 1,16 6,40+0,59 4,97 +0,44 Média + DP 4,83+0,85 574+0,46 5,09+1,22 Média + DP 4,49+0,78 5,62+0,92 5,27+0,99
R1 6,47 7,19 5,78 R7 6,80 5,72 7,55 R13 4,78 5,13 7,38
R2 4,51 6,84 6,97 R8 4,93 6,11 5,50 R14 5,62 9,75 5,30
Média do R3 8,84 7,78 5,17 R9 5,76 5,61 7,71 R15 7,76 5,34 6,51
tamanho da R4 4,32 6,36 5,37 R10 3,92 5,62 5,20 R16 4,99 5,93 4,62
cauda (um) R5 5,50 6,95 4,84 R11 4,27 6,18 3,64 R17 3,99 4,95 5,35
R6 4,76 6,49 5,37 R12 5,91 5,64 5,18 R18 3,96 5,98 4,72

Média + DP 5,73+1,71 693+0,51 5,58+0,74 Média + DP 5,27+ 1,09 581+0,26 5,79+1,56 Média + DP 5,18+ 1,41 6,18+1,80 5,65+ 1,08

DP - Desvio padrao.

Tabela B7 - Valores experimentais obtidos para a percentagem de DNA na cauda e tamanho da cauda, no ensaio do Cometa no figado de ratinho, para cada grupo.

Grupo Controlo Grupo exposto a dose 1 Grupo exposto a dose 2
Ratinho Semenzima Com FPG Com ENDO Il Ratinho Semenzima ComFPG Com ENDO llI Ratinho Semenzima Com FPG Com ENDO Il

R1 4,47 5,30 4,03 R7 3,20 4,62 5,62 R13 3,10 4,96 4,63
R2 2,83 5,10 4,18 R8 3,66 4,90 4,32 R14 4,46 5,42 4,05
Média da % R3 4,02 4,16 3,86 R9 3,17 5,89 3,81 R15 4,28 4,59 4,51
DNA na R4 3,98 6,45 3,45 R10 3,68 5,63 3,22 R16 4,01 4,54 3,57
cauda R5 3,74 4,59 4,68 R11 3,42 4,62 3,39 R17 4,65 5,80 4,75
R6 3,65 5,39 5,40 R12 3,91 7,34 4,83 R18 3,83 5,36 3,76

Média + DP 3,78+ 0,55 5,17+0,78 4,27 + 0,69 Média + DP 3,51+0,29 550+1,05 4,20+0,92 Média + DP 4,06 + 0,55 5,11+0,50 4,21+0,49
R1 5,92 7,00 4,31 R7 2,99 4,90 7,93 R13 3,30 5,91 5,42
R2 2,67 5,31 5,46 R8 3,04 6,12 4,63 R14 5,66 6,74 4,28
Média do R3 5,23 4,55 4,40 R9 3,01 6,23 3,63 R15 4,39 5,32 5,06
tamanho da R4 4,38 7,10 3,85 R10 3,39 6,38 3,58 R16 4,96 5,09 3,66
cauda (um) R5 3,83 5,54 5,36 R11 3,45 4,86 3,46 R17 4,73 6,31 5,35
R6 3,88 6,06 5,51 R12 4,22 9,25 5,84 R18 4,16 6,12 3,77

Média + DP 4,32+1,14 593+1,00 4,82+0,71 Média + DP 3,35+0,47 6,29+1,60 4,85%1,76 Média + DP 4,53 +0,80 592+0,62 4,59+0,79

DP - Desvio padrao.
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ANEXO C — Dados experimentais de ensaios in vivo anteriores.

Tabela C1 — Resultados anteriores do ensaio do micronuicleo em sangue periférico de ratinho.

MNRET/1000 RET RET (%)
Dose (mg/Kg pe) N Média  DP Média  DP
0 5 6,10+ 1,98 7,54 +1,91
ENU 120 mg/Kg pc 5 11,48* + 4,06 1,95 + 1,01

MNRET — Reticulécitos micronucleados; RET — reticuldcitos; DP — Desvio Padrdo; pc — peso corporal;
*aumento estatisticamente significativo em comparagdo com o controlo negativo (p < 0,001). ENU foi
administrado via injecgdo intravenosas.

Tabela C2 — Resultados do ensaio do cometa em orgdos de ratinho anterior. Grupo de controlo negativo,
e positivo da experiéncia.

Dose Média da % de DNA na cauda (DP)
0 3,44 £ 0,53
ENU 120 mg/Kg pc 20,8* £ 4,35
Figado H,0, 10 mM 18,74 + 12,44
H,0, 100 mM 16,4 £ 6,32
0 3,85 £ 0,42
ENU 120 mg/Kg pc 4+0,48
Bago H,0, 10 mM 23,31
H,0, 100 mM 15,86

Os valores apresentados em ENU 120 mg/kg pc representam o valor médio da % de DNA na cauda (+DP)
de 5 ratinhos, tratados com 120 mg/kg pc de ENU, por uma unica injecgdo intraperitoneal (IP) e
analisados ao fim de 28 dias de exposicdo. Laminas com células de ratinhos ndo tratados foram
mergulhadas em H,0,. *aumento estatisticamente significativo em comparagdo com o controlo
negativo (p=0,009).

Tabela C3 — Resultados anteriores da frequéncia de mutantes (FM) lacZ no figado de ratinhos
transgénicos C57BL/6 do grupo de controlo e do grupo expostos a dose de ENU 120 mg/Kg pc.

Dilui¢do de 1:1000

Dose UFC 5 Média FM *
Total UFC FM (x107) 5
(mg/Kg pc) Mutantes DP (x107)
801000 68 8,5
108000 79 13,8
0 11,9+2,3
680000 87 12,8
571000 61 10,7
432000 216 50
230000 36 39,1
ENU 120
/K 385000 180 46,8 51,0¥+9,4
m c
e/vep 162000 89 54,9
378000 243 64,3

Via de administragdo por injec¢do intravenosa; ENU dissolvido em DMSO e depois diluido em PBS.
UCF — Unidades formadoras de coldnias; DP — Desvio padrdo; pc — peso corporal;
* Aumento significativo comparado com o controlo negativo (p < 0,050).
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