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RESUMO

A repeticao cronica de estressores pode causar desequilibrios em sistemas fisiologicos e
promover alteracdes de humor, considerada uma precursora para transtornos psicologicos,
como o transtorno de ansiedade. Em humanos, o alto nivel de ansiedade reativa associado a
situagdes de estresse foi correlacionado a instabilidade cromossdmica, sugerindo que a
ansiedade e o estresse sejam potenciais agentes genotoxicos. Nesse sentido, o presente estudo
objetivou avaliar os efeitos da aplicagdo de estressores imprevisiveis associados a indugdo de
quadros de ansiedade, sobre a estabilidade cromossdmica em individuos adultos de Danio
rerio (zebrafish). Para isto, foi aplicado um protocolo com o intuito de induzir e manter os
animais do grupo experimental sob condigdes estressantes e, posteriormente, quantificar a
presenca de células micronucleadas, por meio do teste de micronucleo (MN), em eritrocitos.
A média das frequéncias de MNs foi calculada de acordo com o niimero de MN por 1000
eritrocitos. Os resultados indicaram que houve diferenga significativa na inducdo de
eritrocitos micronucleados nos animais do grupo experimental, quando comparados ao grupo
controle. O presente estudo demonstrou que a aplicagdo dos estressores imprevisiveis
associados a inducdo de quadros de ansiedade foi capaz de causar danos celulares (efeito
clastogénico e/ou aneugénico) neste modelo biologico.

Palavras chave: Ansiedade; Estresse; Genotoxicidade; Micronucleo.



ABSTRACT

The chronic repetition of stressors may cause imbalances in physiological systems and
promote mood changes, considered a precursor to psychological disorders, such as anxiety
disorder. In humans, the high level of reactive anxiety associated with stressful situations has
been correlated with chromosomal instability, suggesting anxiety and stress as potential
genotoxic agents. Therefore, the present study aimed to evaluate the effects of the application
of unpredictable stressors associated with the induction of anxiety disorders, on chromosomal
stability in adult Danio rerio (zebrafish) individuals. For this, a protocol was applied in order
to induce and maintain the animals of the experimental group under stressful conditions and,
subsequently, to quantify the presence of micronucleated cells, by means of micronucleus
(MN) test, in erythrocytes. The average frequency of MNs was calculated according to the
number of MNs per 1000 erythrocytes. The results indicated that there was a significant
difference in the induction of micronucleated erythrocytes in the animals of the experimental
group, when compared to the control group. The present study demonstrated that the
application of unpredictable stressors associated with the induction of anxiety was able to
cause cell damage (clastogenic and/or aneugenic effect) in this biological model.

Keywords: Anxiety; Genotoxicity; Micronucleus; Stress.
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1 INTRODUCAO

Entende-se como estresse a resposta dos organismos a percep¢do de estimulos que
perturbam sua homeostasia e desencadeiam um processo de adaptacdo que se caracteriza,
principalmente, pelo aumento da secrecdo das catecolaminas (CAs), adrenalina e
noradrenalina, e¢ dos corticosteroides, como cortisol, resultando em diversas reagdes
sist€émicas que causam alteragdes fisioldgicas e psicoldgicas com o objetivo de gerar respostas
adequadas a situagdo em questdo (MARGIS et al., 2003).

De acordo com a revisdo realizada por Wandelaar Bonga (1997), os estressores
desencadeiam ag¢des duplas nos organismos: eles produzem efeitos que desequilibram o
mecanismo de controle homeostdtico e elicitam um conjunto coordenado de respostas
comportamentais e fisiologicas, compensatorias e/ou adaptativas, de forma que o animal
supere a ameaga. O estresse ¢ considerado um fendmeno conservado durante a evolugao, que
tem a finalidade de garantir a sobrevivéncia dos individuos. Entretanto, dependendo da
intensidade e cronicidade dos estimulos estressores, estes podem trazer prejuizos a saude e ao
bem-estar dos organismos (MARGIS et al., 2003; MALTA, 2012).

As respostas integradas ao estresse sao classificadas em: primarias, caracterizadas pela
liberagdo de CAs diretamente nos 6rgdos, por meio da inervagdo simpdtica, € na corrente
sanguinea, pela medula da glandula adrenal, e dos corticosteroides, como o cortisol, pelo
cortex da adrenal; secundarias, definidas como os efeitos desencadeados pela agdo destes
neurotransmissores € hormodnios, que incluem aumento no débito cardiaco, captagdo de
oxigénio, mobilizacdo de substratos de energia e perturbacdo do equilibrio hidroeletrolitico; e
terciarias, que incluem a inibicdo do crescimento, da reprodugdo, da resposta imune e
capacidade reduzida de tolerar estressores subsequentes, tornando-se, portanto deletérias ao
organismo (WANDELAAR BONGA, 1997).

Estudos defendem que o estresse cronico, além de afetar os sistemas fisiologicos
desencadeando as respostas descritas anteriormente, pode promover alteracdes de humor,
prejudicando a produtividade, a qualidade de vida e sendo considerado um precursor para
transtornos mentais, como a depressdo e a ansiedade (CHAKRAVARTY et al., 2013). A
ansiedade ¢ um assunto bastante estudado em humanos e que ainda levanta muitas questoes
para a comunidade cientifica, sendo que ndo ha um consenso acerca de sua definicdo. No
entanto, a maioria dos autores aborda a ansiedade como um sentimento relacionado a
apreensao e ao medo, que se caracteriza por uma tensao derivada da antecipacdo do perigo, de
algo que ¢ desconhecido ou estranho (CASTILLO et al., 2000). Trata-se de um estado de

alerta em resposta ao agente estressor, sendo considerada normal, quando logo apos a fase de

6



excita¢do, acontece o retorno ao seu estado de equilibrio. No entanto, se essa fase perdurar
este estado pode se estabelecer como uma patologia como, por exemplo, os transtornos de
ansiedade (ARAUJO et al., 2007).

Embora ndo haja muitas evidéncias ligando quadros de estresse e¢ ansiedade a
potenciais efeitos genotoxicos para as células, em humanos, o alto nivel de ansiedade reativa,
associado a situagdes de estresse, foi correlacionado a instabilidade cromossomica (SOBOL et
al., 2008), sugerindo que a ansiedade e o estresse podem desencadear alteragdes fisioldgicas e
celulares causadoras de danos ao DNA. De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde
([OMS], 2017) e a Organizacao Panamericana da Satde (JOPAS], 2018) a satide mental ¢
uma das areas mais negligenciadas com aproximadamente 1 bilhdo de pessoas no mundo que
convivem com transtornos mentais, ¢ o Brasil ¢ considerado o pais mais ansioso do mundo,
onde 9,3% da populagdo (18,6 milhdes de brasileiros) ¢ acometida pelo transtorno de
ansiedade. Portanto, ¢ de essencial importancia o estabelecimento das relagdes entre estresse,
ansiedade e suas consequéncias na estabilidade cromossdmica, considerando que alteragdes
no material genético estdo diretamente relacionadas ao aparecimento de processos patoldgicos
como a carcinogénese, a teratogénese e o aparecimento de doengas neurodegenerativas
(ROSS; MARGOLIS, 2005; MARTINCORENA; CAMPBELL, 2015; VERRI et al., 2017).

As células dos organismos eucaridticos contam com diversos recursos para manter a
estabilidade gendmica, prevenir mutacdes e mudangas permanentes no DNA. Estes
mecanismos sdo imprescindiveis para garantir a homeostase celular, pois caso haja alguma
falha durante esses processos, eles podem ocasionar o inicio da carcinogénese (CABRAL et
al., 2011; REIS, 2006). A formagdo de microntcleos (MN) nas células ¢ considerada um
indicador de falha nestes processos de manutenc¢ao da estabilidade gendmica e cromossdmica.
Os MNss sao formados a partir do material genético (DNA), mais especificamente fragmentos
de cromossomos acéntricos ou cromossomos inteiros, que nao sao integrados ao nicleo apos a
divisdo celular, devido a lenta migracdo aos polos da célula durante a fase de anéfase
(FLORES; YAMAGUSHI, 2009; DIETZ et al., 2000).

A possibilidade de ocorréncia de MNs apos o término da divisdo celular ¢ conhecida
ha bastante tempo, sendo sua primeira descrigdo como um biomarcador de danos ao DNA
apresentada na década de 1970, a partir de uma série de estudos com medula 6ssea de
roedores tratados com compostos genotdxicos, considerada, a principio, como uma alternativa
aos métodos classicos de citogenética (SCHMID, 1975; HEDDLE, 1973). A partir de sua
primeira descrigao, o teste se mostrou confidvel para a avaliagdo da genotoxicidade por meio

de um estudo in vivo, realizado em mamiferos, que identificou eritrocitos policromaticos na
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medula 6ssea, visando detectar substancias clastogénicas (quebra de cromossomos) ou que
prejudicam a distribuicdo equitativa dos cromossomos durante a divisao celular
(aneugénicos). Atualmente, o teste ¢ utilizado para avaliagdo de substancias com potencial
genotdxico a partir da quantificagdo de MNs, permitindo relacionar o possivel aumento na
frequéncia dessas alteracdes com a exposi¢do das células e/ou organismos (DIETZ et al.,
2000; FLORES; YAMAGUCHI, 2009; FAGUNDES, 2005) sendo considerado um dos
métodos mais recomendados para indicar e avaliar danos nos cromossomos, devido,
principalmente a facilidade dos procedimentos técnicos em comparagdo a outros ensaios.

O efeito genotoxico pode ser causado tanto por agentes exdgenos quanto enddgenos,
sendo que estudos sugerem o estresse oxidativo celular como um importante agente indutor
de genotoxicidade. O metabolismo do oxigénio molecular durante a respiragao celular gera
subprodutos toxicos, denominados espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo
naturalmente eliminados por agentes antioxidantes. Porém, quando em altas concentragdes,
em virtude de algum estimulo que aumente sua producao, as EROs desencadeiam o estresse
oxidativo podendo causar problemas como a perda da funcdo celular e disfungdes em
sistemas organicos, uma vez que essas substancias sdo capazes de interagir com moléculas
organicas como fosfolipidios, proteinas e DNA (BARBOSA et al., 2010).

Neste contexto, o presente estudo analisou o efeito da aplicagdo de estressores
associados a indugdo de quadros de ansiedade sobre a estabilidade cromossomica, tendo sido
utilizado como modelo biologico o zebrafish (Danio rerio). O D. rerio ja € um modelo bem
estabelecido para estudo de genotoxicidade in vivo e in vitro. A andlise de suas células em
cultura tem sido utilizada para determinar genotoxicidade, citotoxicidade, teratogenicidade e
embriotoxicidade em resposta a diversos tipos de agentes sendo um organismo eficiente para
a substitui¢ao de modelos de avaliagao de toxicidade em células de mamiferos (CIMBALUK,

2016).



2 OBJETIVO
O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da aplicagdo de diversos
estressores de maneira imprevisivel sobre a estabilidade cromossomica, por meio da

quantificagdo de MNss, utilizando D. rerio como modelo bioldgico.



3 METODOLOGIA
3.1 Animais

Foram utilizados 12 juvenis de D. rerio, de ambos os sexos, obtidos a partir de
criadores de peixes ornamentais. Antes do inicio dos experimentos os peixes foram mantidos
em aqudrios de 12 L (1 peixe por litro). Trés dias antes dos procedimentos experimentais os
peixes foram transferidos para dois aquarios de vidro de 12 L (6 animais por aquario), com as
laterais ¢ o fundo cobertos com papel pardo. Os animais foram submetidos a um ciclo
claro/escuro de 12/12 h (dia subjetivo) e com temperatura de 27 °C, mantido com
climatizacdo ambiente. A iluminagdo foi promovida por sistema composto por temporizador e
lampada fluorescente 20 W de intensidade luminosa 1200 Ix. O oxigénio dissolvido, através
de sistema aerador, foi mantido em ~ 8 mg/L e o pH da dgua na faixa de 6,5 a 8. O oxigénio
dissolvido e pH foram mensurados diariamente por meio de oximetro e pHmetro,
respectivamente. Os niveis de amonia, nitritos e nitratos foram mensurados diariamente e
mantidos abaixo de 0,002 mg/L e 0,5 ppm, respectivamente. A limpeza dos tanques e
alimentacdo foram realizadas diariamente utilizando racdo comercial contendo 28% de
proteina bruta (PB) e 3.100 kcal de energia digestivel (ED) por quilo. A alimentagdo foi

interrompida 24 horas antes da realizag@o da coleta de sangue.

3.2 Procedimentos experimentais

Apos a aclimatagdo as condigdes experimentais, seis peixes (n=6) foram submetidos
ao protocolo de estresse cronico imprevisivel adaptado do estudo de Piato et al. (2011) (Grupo
Experimental), enquanto seis peixes (n=6) foram mantidos nas mesmas condi¢cdes
experimentais sem a aplicagdo dos estressores (Controle). O grupo experimental foi
submetido, duas vezes ao dia, em horarios com certo grau de aleatoriedade, no periodo da
manha e no periodo da tarde, a um dos seguintes estressores, durante 07 dias: (1) estresse de
restricdo: os animais foram mantidos com espagco de natagdo restrito por 90 min; (2)
aquecimento da agua: temperatura a 33 °C por 30 min; (3) isolamento social: os animais
foram isolados uns dos outros por 45 min em Beckeres de 250 mL; (4) resfriamento da agua:
temperatura a 23 °C por 30 min; (5) aglomeragdo de 6 animais por 50 min em um Becker de
250 mL; (6) reducdo do nivel da 4gua até a exposi¢do aérea de suas nadadeiras dorsais
durante 2 min; (7) perseguicdo: foi utilizada rede de captura por 8 min; (8) troca de tanque: a
cada 2 min os animais os animais eram transferidos para aquérios com volumes diferentes
num total de 3 vezes. A ordem em que os estressores foram aplicados ocorreu de forma

aleatoria, escolhidos por meio de sorteio. Uma vez que os estressores foram aplicados por sete
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dias, pela manha e pela tarde (totalizando 14 eventos de aplicagdo de estressores) € a ordem e
o estressor aplicado foi escolhida de forma aleatdéria (sorteio) os estressores 3 e 6 foram
aplicados apenas uma vez ao longo do experimento, enquanto o restante dos estressores foi

aplicado duas vezes (Tabela 1).

33 Cronograma de aplicaciao dos estressores

A aplicacdo dos estressores se procedeu conforme ¢ apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Ordem cronoldgica das aplicagdes didrias de estressores imprevisiveis.

6 2 7 3 8 4 5
09:30 08:30 10:00 08:00 09:00 09:30 08:30  Coleta
1 4 8 7 2 5 1 07:00

16:00 17:00 17:30 16:30 17:00 16:00 15:30

Fonte: os autores.

1. Estresse de restri¢ao: 90 min;
Aquecimento da dgua a 33 °C: 30 min;
Isolamento social: 45 min,;
Resfriamento da dgua a 23 °C: 30 min;
Aglomeragao: 50 min;

Redugdo do nivel da dgua: 02 min;

Perseguicao: 08 min;

e A B

Troca de tanque (3 vezes): a cada 02 min.

3.4  Analise de micronucleos

Para realiza¢dao do teste de micronucleos (MN) foi empregada a técnica descrita por
Heddle (1973) e Schmid (1975) com algumas modificagdes, de acordo com Hooftman e Raat
(1982). Apds os 07 dias de exposicdo ao estresse, os peixes foram anestesiados em agua
resfriada a 10 °C. Em seguida foi retirada uma amostra de sangue por meio de escara
branquial, utilizando seringas de insulina heparinizadas, sendo os peixes, em seguida,
eutanasiados (solucdo de benzocaina a 100 mg/L). Cerca de 15 puL de sangue foram
depositados sobre uma lamina de microscopia limpa para realizagdo do esfregaco. Apods

secarem ao ar, as laminas foram fixadas em etanol absoluto por 30 min e por fim, coradas em
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uma solu¢do de Giemsa (10%) diluida em tampao fosfato (pH 6,8) por 12 min. Foram
confeccionadas 2 laminas por individuo. A anélise das laminas foi realizada em microscopia
oOtica (imersdao — 1000X) para identifica¢do e quantificacdo de MNs. Foram analisados 2.000
eritrocitos por animal, conforme metodologia adaptada de Cestari et al. (2004). A
identificacao dos MNs seguiu os critérios de Tolbert, Shy e Allen (1992), segundo os quais os
MNs possuem as seguintes caracteristicas: a) estrutura da cromatina similar e intensidade de
cor semelhante ou mais fraca que a do nucleo principal; b) borda evidente, sugerindo
membrana nuclear; c¢) formato arredondado; d) localizacdo intracitoplasmatica; e) didmetro
menor do que 1/5 e maior do que 1/10 do nucleo principal. Os dados de MN sao apresentados

como frequéncia de MN por 1000 células analisadas (%o).

3.5  Analise dos dados
A média de frequéncias MN, expressas como o nimero de MNs por 1000 eritrocitos,
foram calculadas. A diferenca entre amostras de peixes submetidos ou ndo aos estressores

foram submetidas a teste t (P<0,05), utilizando o programa SigmaStat.
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4 RESULTADOS

A frequéncia de eritrocitos micronucleados ¢ apresentada na tabela 2. Foram
contabilizadas 2.000 células por individuo, entretanto as ldminas de um dos peixes do grupo
controle ndo apresentou qualidade adequada para andlise apés coloragdo, sendo, portanto,
descartadas para evitar analises equivocadas. Dessa forma, foram contabilizadas 10.000
células no grupo controle (n=5) e 12.000 células no grupo experimental (n=6). Foi observada
inducgdo significativa de MNs nos eritrocitos de peixes submetidos ao protocolo de estresse
imprevisivel, quando comparados ao grupo controle (t=-4,885; GL: 9; P<0,001). A figura 1

apresenta um exemplo de MN.

Tabela 2 - Frequéncia de eritrocitos com micronucleos (MN) no grupo controle € no
grupo exposto ao protocolo de estresse imprevisivel

Total de células com
Numero total de células
Tratamento MNs
contabilizadas
N.° %0 = EP
Controle 10.000 5 0,50+0,16
Estresse 12.000 19 1,58 £0,15*

* Indica diferenca significativa (P<0,001). MNs: microntucleos; EP: erro padrao.
Fonte: os autores

Figura 1 - Fotomicrografia dos eritrocitos de D. rerio corados com Giemsa em aumento de
1000X com 6leo de imersdo. A seta mostra um eritrocito micronucleado.

: .

Fonte: os autores.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a aplicagdo por sete dias de estressores
imprevisiveis em individuos adultos de D. rerio promoveu aumento na frequéncia de MNs
eritrocitarios, o que sugere que este protocolo estressor tenha efeito clastogénico e/ou
aneugénico.

Os resultados obtidos mostraram que houve diferenga significativa no nimero de
eritrocitos micronucleados entre o grupo experimental, submetido ao protocolo de estressores
imprevisiveis, € o grupo controle. Os animais estressados apresentaram frequéncia de MNs
aproximadamente trés vezes maior em seus eritrocitos (Tabela 1). Nao ha, na literatura, dados
que permitam inferir a frequéncia normal de micronucleos em D. rerio ndo submetidos a
protocolos potencialmente genotdxicos (controle), sendo observadas frequéncias que variam
desde zero (0) até quatro (4) MN por mil células analisadas (BONY et al., 2010; ROCCO et
al., 2012; KOVACS et al., 2015; DU et al., 2016; ALAK et al., 2020a; ALAK et al., 2020b).
Os valores de frequéncia de MN observados no presente estudo para o grupo controle foi de
0,5 MN por mil células analisadas, estando dentro dos valores encontrados na literatura. E
importante ressaltar que esta variagdo pode estar relacionada a uma série de fatores, como as
condi¢gdes de manutengao, a origem dos peixes, parametros de qualidade da agua, clima, entre
outros. Ha, ainda, discrepancias na forma de apresentacao dos dados, o que dificulta uma
comparagao acurada entre os diferentes estudos.

Micronticleos sdo corpos extranucleares pequenos originados de fragmentos de
cromatides, cromossomos acéntricos ou cromossomos inteiros que ficaram para trds na
anafase das células em divisao e nao sdo incluidos no nucleo principal durante a telofase
(LUZHNA et al., 2013). Os MNs podem ser formados no processo de divisdo celular e sua
expressdo ocorre em momentos diferentes ap6s o evento de dano ao DNA e depende da
cinética do ciclo de divisao celular e do mecanismo de indugdo. O teste para avaliacdo de
indugcdo de MN, originalmente desenvolvido com espécies de mamiferos (HEDDLE et al.,
1983), atualmente ¢ aplicado em peixes e outros organismos aquaticos, como moluscos
bivalves (ROCHA; ROCHA, 2016; BOLOGNESI; HAYASHI, 2011). A presenga de
micronucleos €, portanto, um indicativo da ocorréncia de aberracdes cromossdmicas que
podem ser espontaneas ou induzidas por agentes genotoxicos, tornando o teste do MN uma
importante ferramenta de biomonitoramento de genotoxicidade e mutagenicidade
(CARRARD et al., 2007). O aumento no numero de eritrocitos micronucleados apds a

aplicacdo do protocolo de estressores imprevisiveis indica, nas condi¢des experimentais
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utilizadas no presente estudo, que situagdes estressantes repetitivas induzem efeitos
genotoxicos.

Genotoxicidade ¢ compreendida como uma a¢ao nociva que compromete a integridade
do material genético celular, afetando assim a integridade da célula, ao passo que os agentes
genotoxicos ou as genotoxinas sdo fatores que possuem propriedades fisico-quimicas que os
tornam capazes de interagir com os acidos nucleicos, podendo causar modificagcdes em suas
estruturas e fungdes (MOHAMED et al., 2017). O dano ao DNA pode ser causado por fatores
exdgenos, o que inclui produtos quimicos, radiacdo ultravioleta e radiacdo ionizante; e por
fatores enddgenos, como as EROs, aldeidos, falhas durante a mitose e por enzimas que estao
intimamente ligadas aos processos de reparo do DNA, além de outros fatores (ROSS;
MARGOLIS, 2005; MARTINCORENA; CAMPBELL, 2015). Neste contexto, as possiveis
alteracdes hormonais e metabolicas desencadeadas pelos estimulos estressores imprevisiveis
utilizados no presente estudo podem ter levado o organismo a processos genotoxicos
enddgenos, ocasionados, por exemplo, pelo aumento no estresse oxidativo.

O termo “estresse oxidativo” foi definido pela primeira vez por Helmut Sies como
“um distarbio no equilibrio pro-oxidante/antioxidante em favor do primeiro”. Embora essa
definicdo tenha sido amplamente aceita pela comunidade cientifica por muito tempo, ela
tornou-se simples diante das ferramentas atuais de andlise. Uma defini¢do mais detalhada que
define o estresse oxidativo como "um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor
dos oxidantes, levando a uma interrup¢do da sinalizagdo e controle redox e/ou dano
molecular” ¢ atualmente a mais aceita (POWERS et al., 2020). O estresse oxidativo &,
portanto, uma consequéncia do metabolismo do oxigénio durante o processo normal de
respiragdo, quando ha formagdo de subprodutos potencialmente toxicos em altas
concentragdes, denominados EROs (SILVA; JASIULIONIS, 2014). Em condi¢des normais,
durante um unico ciclo metabdlico, apenas 3% do oxigénio molecular ¢ responsavel pela
formagdo de EROs que sdo rapidamente eliminados por agentes antioxidantes (CAMPOS;
LEME, 2017). Entretanto, quando este equilibrio ¢ perdido devido a fatores ambientais e/ou
endogenos, o estresse oxidativo pode se estabelecer. Este disturbio ocorre no momento em
que a produg¢do de EROs supera a capacidade antioxidante do organismo (FERREIRA;
ABRELU, 2007).

A principal causa da toxicidade das EROs ¢ o fato destas serem energeticamente mais
reativas que o oxigénio molecular. Em outras palavras, estes elementos atraem elétrons extras
em sua camada de valéncia, o que garante a eles a capacidade de realizar ligagcdes com

componentes celulares via reagdes de oxirredugcdo e, consequentemente, promoverem
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alteracdes bioquimicas que levam a disfung¢des celulares (CRUZAT et al., 2007). O radical
hidroxila, por exemplo, ¢ considerado uma espécie com alto potencial toxico e o mais
deletério ao organismo, por causar danos ao DNA, RNA, as proteinas, aos lipidios e
membranas celulares tanto do nucleo quanto das mitocondrias, sendo que no DNA ele ataca
diretamente as bases nitrogenadas e a desoxirribose (BARREIROS et al., 2006).

Neste contexto, ¢ possivel que os estressores aplicados no presente estudo tenham
desencadeado o aumento na produg¢dao de EROs, resultando em uma condi¢cdo de estresse
oxidativo que pode estar associada ao aumento na frequéncia de MNs observados nos animais
submetidos ao protocolo de estresse. De fato, dentre os estressores aplicados neste estudo
encontram-se a persegui¢do, que exige exercicio fisico extenuante e prolongado; a exposi¢ao
aérea (reducao do nivel de agua), que induz uma situagdo de hipoxia e o aquecimento, que
causa hipertermia, sendo estes estressores conhecidos por causarem estresse oxidativo. De
acordo com Finkel e Holbrook (2000), uma série de estimulos ambientais favorece a produgao
de EROs nos organismos vivos, dentre os quais a hipertermia. Além disso, exercicios fisicos
agudos de alta intensidade também podem exercer efeitos similares, aumentando diretamente
a producao de EROs (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Além do possivel aumento da produgdo de EROs desencadeada de forma direta pelos
estressores, o estresse oxidativo pode ter sido desencadeado indiretamente pelo aumento na
produgdo e liberagio das catecolaminas adrenalina e noradrenalina (RADAKOVIC et al.,
2018). Quando o organismo ¢ submetido a uma situacdo estressante dois sistemas neuro-
hormonais sdo ativados simultaneamente, sendo observada a ativagdo do sistema nervoso
simpatico, que, por meio de suas aferéncias as células interrenais, promove a liberacao
massiva de adrenalina e noradrenalina na corrente sanguinea; ao mesmo tempo ¢ ativado o
eixo Hipotdlamo-Hipofise-Interrenal (eixo HPI, em peixes), que culmina com a liberagdo do
hormdnio cortisol pelas células interrenais. O estresse causado pela aplicagdo de estressores
similares aos utilizados no presente estudo, como a captura, o manuseio, o exercicio for¢ado,
a exposicao a hipdxia, a aplicacao de choques de temperatura, dentre outros, resultam em uma
liberagdo massiva de catecolaminas pelas células cromafins (WANDELAAR BONGA, 1997),
sendo plausivel considerar que este protocolo promoveu um aumento nos niveis de
catecolaminas circulantes, tornando possivel que os efeitos genotoxicos observados tenham
relacdo com estes hormonios.

Estudos indicam que as catecolaminas, especialmente a adrenalina, podem causar
genotoxicidade quando em doses que excedem os niveis fisioldgicos, pela producdo de EROs,

como anions superdxidos e peréxidos de hidrogénio, ao serem metabolizadas (RADAKOVIC
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et al., 2018). Djeli¢ et al. (2015) demonstrou, em um estudo in vitro, que linfécitos humanos
tratados com adrenalina em um intervalo de 0,00005 a 500 uM apresentaram aumento de
dano ao DNA de forma dose dependente, avaliados pelo ensaio cometa. Apesar do teste de
micronicleo aplicado no referido estudo ndo ter detectado efeito genotdxico, foi possivel
verificar atraso no ciclo celular. J& o estudo realizado por Topalovi¢ et al. (2018) demonstrou
que uma concentragio de 10 umol L™ de adrenalina foi capaz de causar dano ao DNA de
células sanguineas humanas, também avaliadas pelo ensaio cometa. Ambos estudos
demonstraram, ainda, que a genotoxicidade causada pela adrenalina tem relagdo direta com
um aumento no estresse oxidativo, ja que o tratamento com o antioxidante quercetina, um
flavonoide natural, foi capaz de reverter, de forma significativa, os danos ao DNA causados
pela adrenalina.

Ha, portanto, bases na literatura que indicam que a adrenalina exerce um papel
importante quanto a genotoxicidade. E importante ressaltar que a genotoxicidade demonstrada
por estes estudos foi avaliada pelo teste cometa, diferentemente do estudo aqui apresentado. O
potencial genotoxico pode ser avaliado por diversos testes, utilizando diferentes endpoints,
permitindo ou ndo a sua deteccdo. O ensaio cometa detecta danos ao DNA e permite a
observacao destas alteracdes causadas por exposicdes recentes € que ainda podem ser
reparadas, ao passo que o teste de MN detecta danos cromossdomicos permanentes, seja por
clastogénese e/ou aneugénese (BORTOLOTTO et al., 2021). Em nosso estudo, os niveis de
adrenalina ndo foram mensurados, entretanto, ao considerar o protocolo de estresse
imprevisivel ao qual os peixes foram submetidos, ¢ esperado que os niveis deste hormonio
tenham se elevado durante este periodo. Sendo assim, ¢ possivel que o aumento na frequéncia
de micronucleos observado neste estudo esteja relacionado a uma hiperatividade simpatica em
resposta ao estresse.

Durante eventos estressores, além da produg¢do e liberagdo das catecolaminas
anteriormente citadas, ainda ha a produgdo e liberacao de cortisol pelas células interrenais por
meio da ativagdo do eixo HPI. O cortisol ¢ um hormoénio glicocorticoide da familia dos
esteroides e ¢ considerado um dos principais horménios de resposta ao estresse
(WANDELAAR BONGA, 1997). Apesar de sua importincia para funcionamento do
organismo, quando os niveis de cortisol estdo alterados, este pode ser um sinal de estresse
cronico ou fadiga cronica (BORTOLOTTO ef al., 2021). Além disso, hé relatos na literatura
que indicam que o cortisol também pode induzir danos significativos ao DNA e interferir em
seu mecanismo de reparo. Na pesquisa realizada por Flint ez al. (2007), foram demonstrados

efeitos moleculares da exposicdo in vitro de curto prazo aos hormonios do estresse
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(adrenalina, noradrenalina e cortisol) analisados em células 3T3 (murine cells) de roedores.
Foi demonstrado que os trés hormodnios foram capazes de causar dano significativo ao DNA
em poucos minutos e que as células 3T3 falharam em reparar completamente os danos
induzidos pelo cortisol e pela noradrenalina. Embora os niveis de cortisol ndo tenham sido
quantificados no presente estudo, ¢ provavel que o protocolo de estressores imprevisiveis
tenha induzido aumento nos niveis de cortisol, se considerarmos os resultados de Piato et al.
(2011) que, utilizando um paradigma de estresse similar ao aqui aplicado, observaram
aumento significativo nos niveis de cortisol, além de aumentos nos niveis do fator liberador
de corticotrofina (CRF) e da expressdo de receptores glicocorticoides (GR). Sendo assim, os
efeitos genotdxicos observados também podem estar relacionados ao aumento nos niveis
deste hormonio, conjuntamente a elevacao nos niveis de catecolaminas € a um consequente
estresse oxidativo desencadeado por eles.

O protocolo de estressores imprevisiveis aplicado no presente estudo foi, de fato,
baseado na pesquisa desenvolvida por Piato ef al. (2011), que demonstrou que a aplicagao
deste tipo de estressor pode desencadear um quadro de ansiedade, avaliado por meio de
mudangas comportamentais em testes especificos. Em seres humanos, quadros de alto nivel
de ansiedade reativa, associados a situacoes de estresse, estdo correlacionados a instabilidade
cromossomica (SOBOL et al., 2008). Sendo assim, quadros de ansiedade desencadeados por
estressores imprevisiveis podem causar, além dos danos ja conhecidamente relacionados ao
estresse cronico e dos efeitos neurais da ansiedade, alteragdes fisioldgicas e metabolicas que
podem levar a efeitos genotdxicos significativos, sugerindo que a ansiedade induzida pelo

estresse pode ser um fator que predisponha a genotoxicidade.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdao, o presente estudo demonstrou que a aplicacdo de estressores
imprevisiveis associados a indu¢do de quadros de ansiedade (PIATO et al., 2011) podem
promover genotoxicidade (aneugénese e/ou clastogénese), possivelmente associada as
alteragdes hormonais induzidas pelo estresse, incluindo a elevagdo nos niveis de cortisol,
adrenalina, noradrenalina e consequente estresse oxidativo. As evidéncias relacionando
quadros de ansiedade, estresse e genotoxicidade ainda sdo incipientes € novos estudos sdao
necessarios para se avaliar o papel de cada hormonio nos resultados obtidos no presente

trabalho.
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