PARANA

GOVERNO DO ESTADO
Secretaria da Ciéncia, Tecnologia

PROJETO ESTRATEGICO DA UGF — FUNDO PARANAs»

UNIDADE GESTORA DO FUNDO PARANA — UGF

1. AREA PRIORITARIA

Selecione uma das areas listadas, entre aquelas aprovadas pelo CCT - PARANA, na qual o projeto se enquadre,
acessando o link : http://www.seti.pr.gov.br/modules/conteudo/conteudo. php?conteudo=15 e informe abaixo:

Area Prioritaria: CIENCIAS BIOLOGICAS £ BIOTECNOLOGIA

2. TITULO DO PROJETO
BIOMONITORAMENTO HUMANO E AMBIENTAL DOS HERBICIDAS GLIFOSATO, ATRAZINA E 2,4-D:
CITOTOXICIDADE, MUTAGENICIDADE, GENOTOXICIDADE E EXPRESSAO GENICA, IN VITRO E IN VIVO

3. VALOR TOTAL DOS RECURSOS SOLICITADOS AO FUNDO PARANA

Outras despesas de CUSTEIO INVESTIMENTOS Total

R$ 33.764,00 R$ 68.000,00 R$ 101.764,00

4. ESTIMATIVA DE PRAZOS PARA EXECUGAO DO PROJETO

Duragdo: ( )12 meses ( ) 32 meses (X) 36 meses

Inicio: A partir da data da assinatura do Termo Juridico.

5. INSTITUICAQ-PROPONENTE
Instituicio: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CNPJ: 79.151.312/0001-56
Natureza Juridica: Autarquia Estadual
Endereco: Av. Colombo, 5.790
CEP: 87.020.900
Cidade/Estado: Maringa - Parana
Telefone e Fax: (44) 3011-4200
e _mail: sec-gre@uem.br

6. REPRESENTANTE LEGAL DA INSTITUICAO PROPONENTE

Nome: MAURO LUCIANO BAESSO

Cédula de Identidade (Instituto/Estado da Federacio): 1.883.579
CPF: 387.386.519-04

Endereco residencial: Av. Parigot de Souza, 198

CEP: 87010-440

Cidade/Estado: Maringa - Parana

Telefone residencial: (44) 3301-8013

e_mail particular: mlbaesso@uem.br

7. COORDENADOR TECNICOICIENTIFICO DO PROJETO
Nome: VERONICA ELISA PIMENTA VICENTINI
Cédula de Identidade (Instituto/Estado da Federagao): 12.832.253-1 - SSP-PR
CPF:019.773.978-40
Formacso profissional: Ciéncias Biologicas
Titulacdo (graduagdo e pds-graduagdo): Doutora em Ciéncias Biologicas/Genética
Telefone(s), celular e Fax: (44) 99101-2777, 301 1-4687
Endereco residencial: Rua Duartina, 235
CEP: 87.080-440
Cidade/Estado: Maringd/ PR
e-mail - arbvepv@wnet.com.br




8. ENGENHEIRO CIVIL. RESPONSAVEL PELA OBRA
(Caso seja previsto no projeto-execugdo da obra efou reforma)
Instituicdo:
Nome do Engenheiro Civil:
CREA:
CPF:
Formacao profissional:
Titulagdo (graduag&o e pos-graduagéo):
Telefone(s), celular e Fax:
Enderego residencial:
CEP:
Cidade/Estado:
e_mail:

9. RESPONSAVEL ADMINISTRATIVO E FINANCEIRO DO PROJETO

Nome: Maria Helena Ambrosio Dias

Cédula de Identidade (Instituto/Estado da Federagao): 3.519.994-2 - SSP-PR
CPF: 522.331.209-06

Formagcao Profissional: Ciéncias Econdmicas

Titulagdo (graduagio e pos-graduacio): Doutorado em Economia - Ph.D
Telefone(s), celular e FAX: 9119-7374 / 3011-4220/3011-1313

Endereco residencial: Avenida Américo Belay, 1103 - Casa 64

CEP: 87.023-000

Cidade/Estado: Maringa - Parana

e-mail: mhadias@uem.br

10. RESPONSAVEL PELO CONTROLE INTERNO DO ORGAO (Quando for o caso)

Nome: Maria Regina da Fonseca

Cédula de Identidade (Instituto/Estado da Federagéo): 3671652-5

CPF: 517 493 789 - 49

Formagéo profissional: Contadora

Titulacdo (graduacéo e pos-graduacéo): especialista em contabilidade gerencial
Telefone(s), celular e Fax: 44 - 99916 1762

Endereco residencial: Rua 10 de maio 175, Apto 604

CEP: 87030 - 230

Cidade/Estado: Maringa - Pr

e_mail: mrfonseca@uem.br

11. IDENTIFICAGAO DA INSTITUIGAO PARCEIRA DO PROJETO
(Criar mais quadros, se necessario)

11.1INSTITUICAO PARCEIRA
Sigla/denominacéo:
CNPJ:
Natureza Juridica:
Enderego Comercial:
CEP:
Cidade/Estado:
Telefone e Fax:
e_mail:

11.2 REPRESENTANTE LEGAL DA INSTITUICAO PARCEIRA
Nome:
Cédula de identidade (Instituto/Estado da Federacéo):
CPF:
Formacéo profissional:
Titulacdo (graduagéo e pos-graduacéo):
Telefone(s), celular e Fax:
Enderego residencial:
CEP:
Cidade/Estado:
e_mail:




12.Equipe do projeto
N° Nome nstituicdo | Formagdo | Fungdo no f Telefo:ne'
projeto (fixo e celular)

1 | VERONICA ELISA PIMENTA UEM Doutor Coordenadora arbvepv@wnet.com.br | (44) 3011-4687
VICENTINI
(01977397840) CV:
hitp:/lattes.cnpa.br/5917283612908520

2 |IGOR VIVIAN DE ALMEIDA UEM Doutor Participante/ igoralmeida.bio@ (44) 3011-4687
(05826635983) CV: Pesquisador gmail.com
http://lattes.cnpa.br/1706404060988942

3 | JOAO ALENCAR PAMPHILE UEM Doutor Participante japamphile@uem.br (44) 3011-4687
(93125046734) Cv:
http://lattes.cnpa.br/0419573494358567

4 [ NILSON BENEDITO LOPES UEM Doutorando Participante/ nilsonblopes@ (44) 3011-4687
(06967809920) CvVv: Pesquisador gmail.com
http://lattes.cnpg.br/12569353288531966

5 | MICHELE CRISTINA HECK UEM Doutor Participante michelecris_heck@ (44) 3011-4687
(04250156966) CV: yahoo.com.br
http://lattes.cnpq.br/6636191753520370

6 | ROSINETE GONGALVES MARIUCC! UEM Especialista Técnica de rmariucci@bol.com.br (44) 3011-4687
(50644254904) CcV: laboratério
hitp://lattes.cnpq.br/6618009888794174

7 | MARIANA YOSHIMOTO UEM Doutoranda Participante mariana.yoshimoto@ (44) 3011-4687
(08181367901) Cv: gmail.com
http://lattes.cnpq.br/2761220903643861

8 | LILIAN CAPELARI SOARES UEM Doutoranda Participante licapelaribio@ (44) 3011-4687
(04178291912) CV: gmail.com
http://lattes.cnpq.br/4869268403196123

9 | JAQUELINE DE SANTANA DA SILVA UEM Doutoranda Participante jaquesssantanna@ (44) 3011-4687
(06591317902) CV: gmail.com
http://lattes.cnpq.br/4773242515852393

10 | DIANE MARQUES MAGNON! UEM Mestranda Participante dianemagnoni@ (44) 3011-4687
(07028672921) CV: hotmail.com
http://lattes.cnpa.br/9950107836657640

11 | ANA CLARA CANESIN DE ALMEIDA UEM Mestranda Participante anaclara_013@ (44) 3011-4687
(07711201923) CV: yahoo.com.br
http://lattes.cnpg.br/6281836265283910

12 | MATHEUS GIMENES BUZO UEM Mestrando Participante matheusgbuzo@ (44) 3011-4687
(08836114903) Cv: gmail.com
http://lattes.cnpq.br/2118244972136875

13 | FABIOLA TERRA LUCIO UEM Mestranda Participante 94 fabiola@gmail.com (44) 3011-4687
(06587074936) CV:
hitp://iattes.cnpa.br/7692704790526712

14 | JONATAS ALECIO DOS PRAZERES UEM Graduando Participante jonatasap2008@ (44) 3011-4687
(10430279981) CcvV: gmail.com
http://lattes.cnpa.br/5411779048151155

13.DESCRIGAO DO PROJETO.

131 PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

O setor agricola é o responséavel pelo abastecimento de alimentos da sociedade e uma das principais fontes geradoras de
renda (PEREIRA et al., 2016). No dltimo século, esse setor se caracterizou pelo aumento e adogdo de praticas agricolas
que elevassem a produtividade das culturas, sob o forte argumento da crescente demanda de alimentos pela populagdo
mundial devido a sua constante expansédo (CHAVES, 2007).

De acordo com o Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos (CGEE) (2014) o Brasil é um dos lideres mundiais na produgdo
de produtos agropecuarios, liderando o ranking mundial da produgéo e venda de agticar, café, suco de laranja e soja, com
fortes resultados positivos na balanga comercial brasileira, correspondendo & 22,5% para o Produto Interno Bruto (1 trlhdo
de reais). Embora o comércio intemacional de commodities esteja provocando continuamente uma dinamica positiva para o
agronegocio brasileiro, 0 mercado intemo ainda é o principal demandante da produgdo agricola do Brasil, todavia a busca
incessante pela produtividade tem levado o homem a cometer erros e exageros, e um reflexo disto & a irracionalidade na
utilizagdo de agrotoxicos (PINHEIRO, 2012; CGEE, 2014).

De acordo com a Lei Federal N° 7802/1989 e Decreto N° 4.074/2002 os agrotoxicos séo definidos como produtos e agentes
de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e

beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protegdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outmﬁ
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ecossisternas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composigdo da flora o da fauna
a fim de preservi-las da agdo danosa de seres Vivos considerados nocivos, bem como as substancias f'Brodutﬁ"
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (OPAS/OMS, 1996). =R
Segundo dados do (IBGE 2015), desde 2008 o Brasil ocupa a posi¢do de maior usuério de agrotoxicos no mundo; B8
valores de comercializagdo de agrotéxicos e afins por area plantada registram aumento continuo a partir de 2009,

alcangando 6,9 kg/ha em 2012. Isto representa um acréscimo de 4,2 kg/ha num periodo de dez anos, tendo em vista que

em 2002 esse valor foi de 2,7 kg/ha.

Corroborando com esses dados, ests a lista de produtos mais vendidos no Brasil, onde os agrotoxicos sdo destaque nas

vendas, especificadamente os de origem quimica e bioquimica, comespondendo a 508,6 mil toneladas de ingredientes

ativos vendidos no ano de 2014, sendo o ranking desses produtos compostos pelo Glifosato [N-(fosfonometil)glicina] em

primeiro lugar, seguido pelo 2,4-D (4cido 2 4-diclorofenoxiacético) e o Acefato (S-dimetil-acetilfosforoamidotioato) (IBAMA,

2014). De acordo com a Lei Federal N° 7802/1989 e Decreto N° 4.074/2002 os agrotéxicos sdo definidos como produtos e

agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos selores de produgéo, no armazenamento e

beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protegdo de florestas, nativas ou plantadas, e de oufros

ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composigédo da flora ou da fauna,

a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substéncias e produtos

empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (OPAS/OMS, 1996).

Segundo dados do (IBGE 2015), desde 2008 o Brasil ocupa a posigdo de maior usuano de agrotéxicos no mundo, 0S

valores de comercializagdo de agrotoxicos e afins por 4rea plantada registram aumento continuo a partir de 2009,

alcangando 6,9 kg/ha em 2012. Isto representa um acréscimo de 4,2 kg/ha num periodo de dez anos, tendo em vista que

em 2002 esse valor foi de 2,7 kg/ha.

Corroborando com esses dados, esta a lista de produtos mais vendidos no Brasil, onde os agrotoxicos sdo destaque nas

vendas, especificadamente os de origem quimica e bioquimica, correspondendo a 508,6 mil toneladas de ingredientes

ativos vendidos no ano de 2014, sendo o ranking desses produtos compostos pelo Glifosato [N-(fosfonometil)glicina] em

primeiro lugar, seguido pelo 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) e o Acefato (S—dimetil-acetilfosforoamidotioato) (IBAMA,

2014).

Dentre os herbicidas amplamente empregados no cultivo da soja, do milho, do trigo e da cana-de-acticar, entre outras, no

Estado do Parand, podemos citar o glifosado, a atrazina e o 2,4-D. O glifosato é um herbicida pés-emergente, pertencente

ao grupo quimico das glicinas substituidas, classificado como ndo-seletivo e de agéo sistémica. Apresenta largo espectro de

agdo, o que possibilita um excelente controle de plantas daninhas anuais ou perenes, tanto de folhas largas como estreitas
(EMBRAPA, 2005). O herbicida 2,4-D é um regulador de crescimento que possui efeito analogo ao horménio auxina,

pertencente a familia dos compostos fendxicos, que é utilizado como herbicida ‘por apresentar seletividade para plantas de

folhas estreitas, tendo maior fitotoxicidade para espécies latifoliadas, sendo bastante utilizado em plantio direto,

| principalmente em mistura com outros herbicidas, como o glifosato, na dessecagédo de plantas daninhas antes da

semeadura de diversas culturas (SILVA et al., 2011). A alrazina é um herbicida com agéo residual que pertence ao grupo
quimico das clorotriazinas. O mecanismo de acgédo é a inibigdo da fotossintese através do bloqueio do fluxo de elétrons. E
indicado em pré ou pés-emergéncia das plantas daninhas, para controlar principalmente espécies com folhas largas. Em

pré-emergéncia, a aplicagéo é realizada imediatamente antes, simultaneamente ou logo ap6s a semeadura da cultura. No
preparo convencional do solo, deve ser aplicado no maximo trés dias ap6s a ultima gradagem, com elevada umidade de
solo. Quando aplicado em solo seco, a eficacia do produto é reduzida, se ndo chover em até seis dias (EMBRAPA, 2006).

O uso indiscriminado dos agrotoxicos figura entre 0s principais problemas ambientais brasileiros desde as primeiras
manifestagbes do movimento ambientalista. Os efeitos dos agrotoxicos passaram a ser amplamente reconhecidos como
uma grave ameaga, principalmente apds a divulgagdo do livro de Rachel Carson “Primavera Silenciosa”, publicado no ano
de 1962, onde é relatada a longa permanéncia destes quimicos nos solos e organismos, transmitindo-se de um a outro em
uma “cadeia de morte” (BELO et al., 2014).

A dinamizagdo e modemizagdo da produgdo agricola no Brasil iniciou-se no Sul do Brasil na década de 1950 e rapidamente
atingiu outras regibes do pais. Este avango da atividade agropecudria teve por objetivo somente a modemizagdo da

produgdo agricola, sem levar em conta todas as repercussbes no dmbito social e ambiental advindas desse modelo
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Em relagdo & classificagdo toxicoldgica, o agrotoxico pode ser de: classe |, aqueles tidos como extremamente oxlcos tﬁﬁ
faixa indicativa de cor vermelha na embalagem do produto; classe lI, agrotoxicos muito téxicos e identificado pe/}ggg‘)
amarela; classe Ill, que sdo os moderadamente toxicos e indicados pela cor de azul intenso na embalagem, class
agrotoxicos pouco toxicos e indicados pela cor verde intenso. A toxicidade é expressa em termos do valor da dose média
letal (DL50), por via oral, representada por miligramas do produto téxico por quilo de peso vivo, necessarios para matar 50%
de ratos e outros animais teste (EMBRAPA, 2003).
Todas as pessoas estdo inevitavelmente expostas aos agrotéxicos, seja por manuseio ocupacional, ingestdo acidental,
tentativa de suicidio ou até por consumir os alimentos e aguas com residuos desses (GERAGE et al.,2017; LIN! et al. 2016).
Para Moreira et al. (2002) existem trés vias de intoxicagdo por agrotoxicos que podem causar impacto direto nos seres
humanos:
. A via ambiental, caracterizada pela dispersao/distribuicdo dos agroléxicos ao longo dos diversos componentes do meio
ambiente: a contaminagdo das aguas, através da migragéo de residuos de agrotéxicos para lengois freaticos, leitos de rios,
corregos, lagos e lagunas proximos; a contaminagéo atmosférica, resultante da dispersdo de particulas durante o processo
de pulverizagdo ou de manipulagéo de produtos finamente granulados (durante o processo de formulagdo) e evaporagdo de
produtos mal estocados; e a contaminagéo dos solos;
. A via ocupacional, caracterizada pela manipulacdo dos trabalhadores que usam essas substancias, podendo se
intoxicar durante o processo de formulagéo (mistura/diluigdo dos produtos), utilizagéo (pulverizagéo, auxilio na condugéo
das mangueiras dos pulverizadores - a "puxada” - descarte de residuos e embalagens contaminadas, efc.) e na colheita
(onde os trabalhadores manipulam/entram em contato com o produto contaminado);
. A via alimentar, relacionada & ingestdo de produfos contaminados por agrotéxicos, cujo impacto sobre a saude
provocado por esta via €, comparativamente menor do que as outras, devido a diversas razdbes, tais como: a concentra¢do
dos residuos que permanece nos produtos; a possibilidade de eliminagdo dos agrotoxicos por processos de beneficiamento
do produto (cozimento, fritura, etc.) e 0 respeito ao periodo de caréncia. Esta via atinge uma parcela ampla da populagdo
urbana, os consumidores.
Segundo a WHO/FAQ (2016) os agrotoxicos estdo entre os 18 mais importantes fatores de risco para a satide da populagédo
em geral, especialmente para 0s agricultores e para 0s ecossistemas proximos as areas agricolas.
O elevado uso de agrotoxicos tem contribuido ndo s6 para a contaminagdo ambiental, mas também para o aumento do
namero de intoxicagbes, principalmente em relagdo aos agricultores considerados o principal grupo de risco expostos aos
efeitos adversos de vérios pesticidas, uma vez que utilizam varios produtos e misturas, sendo expostos a herbicidas,
fungicidas e inseticidas simultaneamente (SILVA, 2012).
A intoxicagdo cronica por agrotéxicos pode gerar mutages no DNA, aberragbes cromossbmicas e instabilidade genética,
que contribuem para o surgimento de doencas, entre elas o cancer, as malformag&es congénitas e o envelhecimento, além
de perturbar uma série de vias biologicas, incluindo o estresse oxidativo (ABDOLLAHI et al., 2004) e imunotoxicidade
(GALLOWAY e HANDY, 2003), que também foram associadas & carcinogénese (KUMAR e DAS, 2009), sendo que a
combinagdo destes fatores pode levar ao desequilfbrio da satide do individuo exposto, bem como ao desequilibrio
ambiental.
Os biomarcadores de monitoramento sdo parametros bioquimicos, fisiologicos, comportamentais e outras medidas de
alteragbes no organismo, que refletem a interagdo de uma subsléncia a receptores biolégicos, e que podem representar
risco para o desenvolvimento de determinadas doengas, da mesma forma que avaliam 0s impactos destas interagdes sobre
o meio ambiente (LOWRY, 1995, CEBULSKA-WASILEWSKA, 2003).
Os biomarcadores mais utilizados no biomonitoramento humano séo os que refletem a ocorréncia de danos no DNA, tais
como: alteragdo de bases, aberragbes cromossémicas, troca de cromatides irmas e micronicleos (MN), uma vez que este
iltimo & um dos mais utilizados como padrdo de aberragbes cromossémicas em eucariotos, sendo o mais eficaz para 0
monitoramento humano. Sua formagédo ocorre durante a telofase da mitose ou meiose, quando o envelope nuclear é
reconstituido ao redor dos cromossomos das células-filhas (FENECH e CROTT, 2002). Os micronicleos séo resultantes de
dois fenémenos basicos nas células mitéticas: quebra cromossbmica (clastogénese) sendo formado pelos cromossomos

acéntricos ou fragmentos cromatidicos, e disfung¢do do aparelho mitdtico (aneugénese), sendo formado pelos cromossomos
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inteiros ou cromaétides que se atrasam na anafase e sdo excluidos do nucleo-filho na teléfase (FENECH, 2009,(HOLLA o

al., 2008). %\ |~
O teste de MN evoluiu rapidamente no campo da Genética Toxicologica por ser um método simples, que perrhife o .
St

diferentes tipos de células, como linfécitos e células do epitélio (PASTOR et al., 2003). Este teste foi aplicado pela phmeira
vez em células esfoliadas da cavidade oral por Stich et al. (1983). A escolha das células da mucosa oral é considerada
vantajosa, pois as células apresentam alto grau de divisdo, dispensando a realizacdo de culturas in vitro, e por néo ser um
método invasivo para os pacientes (HEUSER et al., 2007, THOMAS et al., 2008; STICH et al.,1983).

Ainda, as culturas de células humanas podem ser eficientemente empregadas no biomonitoramento, j& que as células
respondem rapidamente ao estresse toxico alterando as taxas metabdlicas, o crescimento celular ou a transcri¢do genética
para controlar suas fungdes celulares basicas. Assim, a citotoxicidade pode ser considerada como 0 potencial de um
composto para induzir a citostase ou até mesmo a morte celular, que pode ser facilemnte detectada por meio de testes
colorimétricos, como o ensaio do MTT. Desta forma, testes de citotoxicidade in vitro sdo Uteis e necessarios para definir a
citotoxicidade basal, ou seja, a capacidade intrinseca de um composto para provocar a morte de células como
consequéncia dos danos nas fungbes celulares pasicas. Testes de citotoxicidade também sdo necessarios para definir a
faixa de concentracdo a ser testada com relacdo aos parametros de genotoxicidade e mutagenicidade (EISENBRAND et al.,
2002).

J4 o teste do cometa, também conhecido como eletroforese de célula unica em gel (Single Cell Gel Eletrophoresis, SCGE),
é um método simples, sensivel e confidvel para o estudo de danos ao DNA induzidos por agentes fisicos, quimicos e
biolégicos (OSTLING e JOHANSON, 1984, OLIVE e BANATH, 2006). A técnica se baseia na incorporagdo de células em
agarose e lisadas, seguida por eletroforese. Durante a eletroforese, fragmentos de DNA que apresentam carga negativa,
formados em decorréncia do tratamento genotéxico, migram através de um gel de agarose em resposta a um campo
elétrico. A extensdo da migracdo do DNA depende diretamente do dano presente nas células (TICE et al., 2000).

O emprego de mamiferos, como ratos Wistar (Raltus norvegicus), em sistemas-teste de biomonitoramento também é
amplamente aceito, uma vez que sdo organismos correlacionados evolutivamente com o homem, sendo, portanto, indicado
para estudos de alteragbes no DNA. Além disso, os tecidos dos animais com curto periodo para completar um ciclo de
divisdo celular — como células da medula 0ssea, que levam de 22 a 24 horas — sdo bons para a identificagcdo de substancias
que ataquem o DNA, provocando quebras cromossomicas (RABELLO-GAY et al., 1991). De acordo com a metodologia
empregada, tais quebras cromosso6micas podem ser observadas na forma de aberrages cromossomicas ou micronucleos,
facilmente observados em eritrécitos do sangue destes animais.

Entre os organismos utilizados para avaliar impactos ambientais aquaticos esta o género Astyanax (Baird & Girrard, 1854),
pertencente a familia Characidae, popularmente conhecidos por lambaris ou piabas, sdo 0s mais complexos e numerosos
da ordem Characiformes e podem ser encontrados em gquase toda a costa do continente americano (OYAKAWA et al.,
2006). A espécie Astyanax altiparanae, conhecida anteriormente como Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758), é um grupo
predominante entre o0s peixes de agua doce da América do Sul (BRITSKI et al., 2007), que apresenta capacidade de se
adaptar a véras situagbes ambientais, é ecologicamente versétil e ainda dispbe de algumas estratégias quando em
populagées (ORSI et al., 2004). Ele coloniza habitats variados de agua doce, como Iéticos e Iénticos, inclusive ambientes
em estagio parcial de degradagéo (ORSI et al., 2002).

O uso do A. altiparanae em estudos de biomonitoramento ambiental é indicado por ser uma espéecie comum, de facil captura
e por apresentar sistemas suficientemente sensiveis (SCHULZ e MARTINS-JUNIOR, 2001 apud MARQUES, 2011). O
mesmo participa da cadeia alimentar de diversas espécies de peixes e também é consumido por seres humanos (GALVAN,
2011).

Quanto aos vegetais, a espécie Allium cepa L. tem sido repetidamente empregada por apresentar resultados positivos na
detec¢do de impactos de ecossistemas aqudticos, além de grande eficiéncia na identificagdo de varias substancias com
potencial causador de danos. Isso se deve devido as caracteristicas que possui na sua cinética de proliferagdo, pelo
crescimento répido de suas raizes, pelo grande namero de células em divisdo, alta tolerancia a diferentes condigbes de
cultivo, disponibilidade durante o ano todo, facil manipulagdo e por possuir cromossomos em namero reduzido (2n = 16) e
de grande tamanho, além de serem facilmente corados e analisados (RANK e NIELSEN, 1998; FERNANDES et al., 2007;
LEME e MARIN-MORALES, 2008). A. cepa constitui um dos mais antigos sistemas para andlise de aberragée_f
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Cromossémicas. Seu uso foi introduzido por Levan (1938), ao demonstrar alteragées no fuso mitético pela colchicina e a
indugdo de alteragbes cromossémicas por diferentes solugbes de sais orgdnicos. Deste entdo, inumeros trabalhos vém

D

sendo realizados para a avaliagdo de contaminagbes em estudos de monitoramento.

13.2 OBJETO DO PROJETO

Avaliar o impacto do uso dos herbicidas glifosato, atrazina e 2 4-D sobre a instabilidade genética de trabalhadores rurais da
regido metropolitana de Maringa-Parana, bem como os efeitos citotdxicos, mutagénicos e genotoxicos dos mesmos, além

do monitoramento ambientat, por diferentes sistemas-teste, animais e vegetais, in vivo e in vitro.

13.3 METAS FISICAS

« Biomonitoramento humano, in vivo e in vitro:

- Avaliar a frequéncia dos tipos celulares, células basais e diferenciadas, frequéncia de anormalidades nucleares €
danos celulares, em células esfoliadas da mucosa bucal de dois grupos de individuos: trabalhadores rurais expostos
ocupacionalmente a herbicidas (pacientes) e controle (de uma populagéo néo exposta diretamente);

- Determinar a citotoxicidade pelo teste do MTT, a genotoxicidade pelo teste do cometa, e o nivel de expressao génica
pelo ensaio da RT-PCR, em células de hepatoma humano (HepG2/C3A), cultivadas in vitro, tratadas com os herbicidas;

e Biomonitoramento animal, in vivo:
- Verificar o efeito citotoxico e mutagénico induzido pelos herbicidas pelo teste do microntcleo em medula 6ssea de ratos

Wistar, tratados in vivo,
- Detectar a mutagenicidade dos herbicidas peio ensaio do microntcleo, em células de eritrocitos de peixes Astyanax

altiparanae, in vivo;

¢ Biomonitoramento vegetal, in vivo:
- Avaliar o efeito citotéxico e mutagénico dos herbicidas pela analise de células meristematicas de raiz de Allium cepa, in

vivo. é&i\ ‘

Q.
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13.5 PUBLICO ALVO

O presente projeto visa atingir os seguintes publicos-alvo da regido metropolitana de Maringa-PR:
- Agricultores, expostos ocupacionalmente, pela aplicagéo e manuseio de herbicidas;
- Familias de agricultores, residentes proximos as areas de aplicagéo dos herbicidas (exposicao indireta);

- Individuos que consomem alimentos e agua contaminados por herbicidas;

- Meio ambiente, em especial os corpos de agua, por receberem os lixiviados das lavouras, que impactam diretamente na

vida da fauna e flora que dependem das aguas, inclusive o proprio ser humano.




13.6 METODOLOGIA PARA EXECUCAO DO PROJETO

Os experimentos que seguem serao realizados com solugdes diluidas dos herbicidas glifosato, atrazina e 2,4-D, de acordo
com as concentracbes empregadas nos tratamentos das cuituras e definidas em ensaios-piloto e baseadas em reviséo da
literatura, individualmente. Também seré realizado um teste com um mix feito da mistura dos trés herbicidas juntos. Em

todos os casos, sera realizado um grupo controle (controie negativo) e, quando necessario, um controle positivo

substancia reconhecidamente citotéxica/mutagénica/genotoxica.

kY
13.4.1 Teste do Microntcleo em Mucosa Bucal Humana, in vivo Fi ,&- ’I

13.4.1.1 Populacao de Estudo e Grupo Controle
O estudo sera realizado pelo Laboratério de Mutagénese e Monitoramento Ambiental (LMMA) da Universidade
Maringéd (UEM), apés aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UEM (COPEP), mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelo participante.

Os individuos participantes do estudo dever&o responder a um questionario sobre a sua saude pessoal (Instrumento de
Coleta de Dados). Dados sobre caracteristicas pessoais, salde, dieta e estilo de vida serdo considerados [versdo em
portugués de um questionario adaptado, recomendado pela International Commission for Protection Against Environmental
Mutagens and Carcinogens (CARRANO e NATARAJAN, 1988) e mantidos em confidencialidade e sigilo pela equipe de
pesquisa. Nas publicagbes decorrentes deste estudo sera preservado o anonimato dos participantes.

Farso parte da populacdo de estudo para o grupo de sujeitos expostos, aproximadamente 40 individuos, cujos critérios de
inclusdo sdo: residir na regido metropolitana de Maringad (PR) trabalhar no campofiavoura, de ambos os sexos, ter idade
acima de 18 anos, néo ter realizado exame de raios-X nos ultimos 6 meses, nio possuir feridas na cavidade oral, e aceitar
participar voluntariamente da pesquisa e assinar o TCLE. Um grupo controle de aproximadamente 20 individuos de ambos
os sexos, maiores de 18 anos, sauddveis, néo fumantes, néo expostos ao exame de raios-X nos ultimos 6 meses, que néo
possuam feridas na cavidade orai, sem histérico de doencas crénicas, sem contato com produtos téxicos e/ou defensivos
agricolas, que residam na area urbana da regido de Maringa (PR), que aceitem participar voluntariamente da pesquisa €
assinem o TCLE.

13.4.1.2 Teste do Microntcleo em Mucosa Oral

O teste sera realizado junto com a coleta dos dados dos questionarios sendo, aproximadamente, um total de 60 individuos
divididos em dois grupos (Controle - 20 e Pacientes - 40). Os voluntarios deverdo primeiramente ser instruidos sobre a
validade e importancia do estudo, ler e assinar o TCLE.

Para a coleta das amostras das células da mucosa bucal, primeiramente os participantes do estudo, antes da coleta das
células, deverao fazer bochecho com agua.

O procedimento para coletar uma pequena quantidade de células da mucosa oral é feito pelo pesquisador usando luvas
descartaveis para cada coleta, visando proteger o coletor e o doador de qualquer possibilidade de contaminagdo. O
procedimento ¢ indolor, n&o invasivo e rapido, sendo realizado com uma escova de cerdas macias apropriada (cytobrush),
estéril e descartavel. Durante a coleta o pesquisador com uma leve friccdo girara a escova levemente 20 vezes de cada
lado da mucosa oral - uma escova para cada bochecha — depois cortara o cabo das escovas (2 escovas/individuo/em um
tubo) para que estas fiquem no tubo Falcon imersas em 8 mL de etanol 99,8%. Esse procedimento néo agride a mucosa
oral, ndo sangra e nao oferece nenhum prejuizo para a saude do voluntario e os riscos envolvidos e o incomodo da coleta
sdo considerados minimos.

Posteriormente as células da mucosa oral, uma vez coletadas, serdo transportadas, em caixas proprias, com 0s devidos
cuidados de medidas de seguranca para a UEM, direto para o laboratério onde sera realizado o processamento do material,
montagem, coloracdo e analise das laminas.

Para isso primeiramente, o material sera homogeneizado com o auxilio do vértex durante 30 segundos. Posteriormente, as
escovas serdo retiradas dos tubos; e estes centrifugados por 10 minutos a 1500 rpm. Apos, o sobrenadante é removido e
adicionado ao sedimento 5 mL de tamp@o de mucosa (1,6g Tris-HCI, 1,2g EDTA, 37,2g NaCl, agua MilliQ {q.s.p. 1L], pH
7.0), para a ressuspenséao celular, em seguida as células séo fixadas, adicionando-se 4 mL de etanol/acido acético (3:1) em
cada tubo por 10 minutos. Para o preparo das [aminas, o material sera centrifugado, o sobrenadante retirado, sendo

confeccionadas 2 laminas/individuo, utilizando o método de gotejamento com auxilio de uma pipeta Pasteur (todo o material |
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biolagico coletado é utilizado nesse processo de preparo das laminas).

A proxima etapa é a coloragdo das laminas, que possui as seguintes etapas: As laminas, devidamente identifi

destilada); Transferidas para uma cuba com etanol 20%, por 1 minuto; Lavadas por 2 minutos em cuba com H20

LY

destilada; Tratadas por 30 minutos com HCI 5M; t avadas com agua corrente por 3 minutos; Mergulhadas em uma cuba com
reativo de Schiff por 1 hora, em fase escura; Lavadas em agua corrente por 5 minutos; Lavadas em H20 MilliQ ou destilada,
por 1 minuto; Contracoradas com Fast Green 0,2%, mergulhando as laminas na solug&o por aproximadamente 5 segundos
e posteriormente enxaguadas com H20 MilliQ ou destilada: Por dltimo elas s&o secadas gentitmente em papel de filtroc sem
pressionar e posteriormente deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos para terminar o processo de secagem,
entso ocorre a montagem da lamina com laminula utilizando Permount, e posteriormente analisadas em microscopia de luz
(objetiva de 100x, de imers&o).

13.4.1.3 Analise das Laminas

Os critérios para identificagdo, analise e contagem dos diferentes tipos celulares de células esfoliadas da mucosa bucal,
seguirdo os padrdes recomendados por Bolognesi et al. (2013).

. Células basais e diferenciadas

Células basais

Sa0 as menoares entre as células esfoliadas da mucosa bucal, o nicleo & maior, o citoplasma é mais arredondado e de
coloracdo mais intensa do que as células diferenciadas. Estas células podem conter MNs e/ou nuclear buds. A frequéncia
desse tipo celular reflete a atividade proliferativa da mucosa bucal, podendo variar em funcéo da intensidade aplicada no
momento da coleta da amostra.

Células diferenciadas

Incluem células diferenciadas transicionais e terminais, correspondendo ao maior numero de células na amostra, podendo
ser contabilizadas juntas ou separadas. Estas células podem conter MNs e/ou nuclear buds.

. Células diferenciadas transicionais

S30 intermediarias entre as células basais e as diferenciadas terminais, sdo maiores que as células basais e menores que
as diferenciadas terminais, o citoplasma pode ser angular e de coloragéo mais clara que as células basais.

. Células diferenciadas terminais

Corresponde ao grau maximo de diferenciacdo do tecido, séo as maiores células observadas na amostra, com o citoplasma
angular e plano, por vezes dobrado nas bordas, de coloragdo mais clara que as células basais (Fig. 1C).

Critérios para identificagio e contagem de células binucleadas (BN)

Células binucleadas possuem dois nucleos de mesmo tamanho, morfologia, textura e padréo de coloracéo, normatmente
proximos, as vezes podendo se tocar. Os mecanismos provaveis de formagéo de células BN s3o: falha na citocinese por
n&o formacao do anel de estrangulamento de actina, atraso no ciclo celular por néo segregacéo de cromossomos, disfungéo
nos teldmeros ou ndo disjungdo mitdtica. Assim, a razdo de células binucleadas: mononucleadas € um biomarcador efetivo
para detectar falhas na citocinese e uma maior suscetibilidade a aneuploidia (Fig. 2D).

Critérios para identificacio e contagem dos diferentes tipos celulares com anomalias nucleares associadas & morte celular

. Células com cromatina condensada (CC)

Células normalmente diferenciadas, caracterizadas por um padrdo estriado no nucleo, em vitude da condensagéo da
cromatina, que apresenta pouca ou nenhuma atividade transcricional e esta associada com 0 processo de apoptose. Neste
caso, ndo sdo considerados MNs ou nuclear buds.

. Células cariorréticas (CR)

Células normalmente diferenciadas, caracterizadas por uma maior agregacao da cromatina em relacdo as célutas CC. O
padrao salpicado do nucieo € um indicativo da desintegragao nuclear tipica do estagio tardio de apoptose. Neste caso, néo
s&0 considerados MNs ou nuclear buds.

. Células picnoticas (PN)

Sao células diferenciadas terminais com um nicleo pequeno, enrugado e intensamente corado. A picnose representa um
estagio de condensagdo da cromatina irreversivel em células que estdo em apoptose, que provavelmente precede a

cariorrese, embora seu significado biolégico e os mecanismos de formacgao sejam ainda pouco conhecidos.
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. Células carioliticas (CL)
Sao ceélulas diferenciadas terminais, aparentemente sem nucleo (coloragéo negativa para Feulgen), que pode{se dlferen}ar‘

do citoplasma por um aspecto de fantasma. A cariolise € o estagio de desintegragé@o completa do ntcleo g e‘;}acorre ng,

estagios finais de apoptose ou necrose (Fig. 1H).
Critérios para identificacdo e contagem de células com anomalias nucleares indicativas de instabilidade cromossomlca e
danos ao DNA

. Células com MN

Estas células apresentam um ou mais MNs além do nucleo principal, com mesma textura e padrdo deste; s&o corpos
redondos ou ovais, positivos para a coloragdo de Feulgen, e ndo podem estar conectados ao nucleo principal. Podem
aparecer em células mono ou binucleadas (Fig. 11).

. Células com nuclear buds (NBUDs)

Estas células apresentam brotos nucleares conectados diretamente ao ntcleo principal (Fig. 1J). Quando a conexao se da
por uma ampla ou estreita ponte nucleoplasmatica, podem ser chamados de “broken eggs” (BE, Fig. 1K). NBUDs possuem
a mesma textura e padrao de coloragio do nucleo principal e acredita-se que sua formagéo esteja envolvida em processos
de eliminacdo de material nuclear excessivo, como reparos de DNA complexos ndo resolvidos ou de DNA amplificado e
segregado para a periferia do nucleo.

13.4.1.4 Analise Estatistica

Para as analises estatisticas serdao contabilizadas 1000 células por individuo, em teste cego, e os valores absolutos serdo
submetidos ao programa de analise estatistica Instat, para a realizacao da analise de variancia (ANOVA), seguido do teste
de Tukey (a=0,05), para multiplas comparagbes entre os grupos controle e dos pacientes

13.4.1.5 Copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa intitulada “Biomonitoramento do uso de Agroquimicos em Trabalhadores
Rurais (cultivo convencional e organico) da regiéo de Maringa pelo teste de Micronucleo Bucal” conduzida pela Prof Dr?
Veronica Elisa Pimenta Vicentini da Universidade Estadual de Maringa. O objetivo da pesquisa é analisar os impactos do
uso dos agroquimicos na saude dos trabalhadores rurais. Os defensivos agricolas s&o substancias que apresentam fatores
de risco para a saude da populagdo podendo causar intoxicacbes e doencas, tais como o cancer. Para isto a sua
participacdo ¢ muito importante, e ela se daria da seguinte forma: Sera necessario responder um questionario individual
sobre exposigdo ocupacional e satde pessoal, com duragéo de aproximadamente 10 minutos. Seu anonimato sera
preservado e seu nome néo sera divuigado. Em seguida, sera realizada a coleta de uma pequena quantidade de céiulas da
mucosa bucalloral com uma escova de cerdas macias, apropriada, esteéril, descartavel, e com o uso de luvas descartaveis
para cada coleta. Este procedimento sera feito por profissional habilitado, € € um procedimento indolor, nao invasivo e
rapido. Esse procedimento nao agride a mucosa oral, ndo sangra e ndo oferece nenhum prejuizo para a satide. Os riscos
envolvidos e o incomodo da coleta sdo considerados minimos. As amostras serdo conduzidas ao Laboratério da UEM para
preparo de material citologico, a fim de serem analisados parametros celulares, ou seja, investigar as células da mucosa
oral e seu padrdo celular. Apos andlise todas as amostras serdo armazenadas em um setor especifico do laboratério, por 3
anos e posteriormente serdo descartadas em local especifico e destruidas por empresa apropriada.

Esclarecemos que sua participagdo & totalmente voluntaria, podendo recusar-se a participar, ou mesmo desistir, em
qualquer momento sem que isto acarrete qualquer énus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as informacgdes
serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa, e seréo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de
modo a preservar a sua identidade na destinac&o final dos mesmos.

Beneficios esperados: A sua participagdo é muito importante, pois os dados coletados por meio dos questionarios e dos
testes ajudardo a compreender os efeitos do uso dos agroquimicos sobre a salde humana, além disso vocé estara
contribuindo para a construgdo do conhecimento.

Caso tenha mais duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos, pode nos contatar nos enderecos abaixo ou procurar 0
Comité de Etica em Pesquisa da UEM, cujo enderego consta deste documento. Este termo devera ser preenchido em duas
vias de igual teor e forma, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada, entregue a vocé.

Além da assinatura nos campos especificos pelo pesquisador e por vocé, solicitamos que sejam rubricadas todas as folhas

deste documento. Isto deve ser feito por ambos (pelo pesquisador e por vocé, como sujeito ou responsavel pelo sujeito de
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pesquisa) de tal forma a garantir o acesso ao documento completo. *f(/\ v

3T T O SO e U PRSPPI IS PR (nome por extenso do sujeito de pesqui a%eclaro &
que fui devidamente esclarecido e concordo em participar VOLUNTARIAMENTE da pesquisa coordenada pel Plof Br*; %

e,

Veronica Elisa Pimenta Vicentini. \\
Data:.....cccceeennnn. <27

Assinatura ou impresséo datiloscépica

Assinatura do pesquisador

Duvidas com relagéo a pesquisa esclarega com o pesquisador:

Nome: Proft Dr® Veronica Elisa Pimenta Vicentini

Endereco: Universidade Estadual de Maringa, Centro de Ciencias Biologicas, Departamento de Biotecnologia, Genética e
Biologia Celular

Avenida Colombo 5790, bloco H67 sala 11, Jardim Universitario

CEP 87020-900 — Maringa-PR - Brasil

Telefone: (44) 3011-4687 Email: 94.fabiola@gmail.com

Duvidas com relagio aos aspectos éticos da pesquisa podera ser esclarecida com o Comité Permanente de Etica em
Pesquisa (COPEP) envolvendo Seres Humanos da UEM, no endereco abaixo:

COPEP/UEM - Universidade Estadual de Maringa.

Av. Colombo, 5790. Campus Sede. Bloco da Biblioteca Central (BCE)

CEP 87020-900. Maringa-PR. Tel: (44) 3261-4687 E-mail: copep@uem.br

13.4.2 Testes em culturas de cétulas humanas HepG2/C3A, in vitro

13.4.2.1Culturas celulares

As linhagens celulares tumorais de hepatocarcinoma humano, HepG2/C3A (Cat. No. 0291), seréo obtidas junto ao Banco de
Células do Rio de Janeiro, livres de contaminag&o por micoplasma. As linhagens serdo cultivadas em frascos de cultura de
25cm2 contendo meio de cultura completo (DMEM suplementado com 10% de SBF e 1 mU/L de solugdo
antibiotica/antimicotica), e mantidas em incubadora de CO2 (5%), com umidade de 95%, a 37°C. Nestas condiges, o ciclo
celular de ambas as linhagens é de aproximadamente 24 horas. Para os experimentos serdo utilizadas células em fase de
crescimento logaritmico. ‘

13.4.2.2 Teste de citotoxicidade — MTT

Para o teste de citotoxicidade sera realizado o ensaio do MTT. Serao utilizadas placas de cultura celular de 96 pogos, onde
em cada pogo serdo semeadas 104 células HepG2/C3A, com excecdo dos pogos controle sem células (branco). Apos
estabilizagdo, o meio de cultura sera descartado e adicionado 100 pL de meio completo nos grupos controle e tratamentos.
Apbs 24 ou 48 h de incubagéo, o meio de cultura sera substituido por 100 pL de meio de cultura, acrescido de MTT (0,2
mg/mL). A placa sera incubada por mais 4 h antes do descarte do meio contendo MTT, seguido da adigéo de 100 pL de
DMSO, para solubilizagio dos cristais de formazan. A leitura sera realizada em leitor de microplacas (Labtech) a 550nm. A
viabilidade celular sera estimada com base na absorbancia do controle (Atratamento/Acontrole x 100). Os experimentos
serdo realizados em triplicata, em duas repetigdes técnicas.

13.4.2.3 Ensaio do cometa

Este ensaio consiste na lise de células fixadas em gel de agarose para posterior eletroforese, com objetivo de promover a
migragéo de fragmentos de DNA, permitindo assim, sua identificagdo. Para este ensaio serdo semeadas 5x105 células
HepG2/C3A em 5 mL de meio de cultura completo. Apés 24 horas, o meio de cultura sera substituido por meio completo
novo nos grupos controle e tratamentos. Ap6s 3 h de exposi¢do, as células serdo lavadas duas vezes com PBS,
tripsinizadas (300 pL, 0,1%), centrifugadas (1250 rpm, 5 min) e ressuspendidas em 0,5 mL de meio de cultura. Em um

microtubo serdo homogeneizados 20 pL de suspenséao celular e 120 pL de agarose de baixo ponto de fusao (0,5%, 37° C)n..
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depositando este material em uma lamina pré-gelatinizada com agarose (1,5%), cobrindo com taminula. Ap,
laminula sera removida, procedendo-se a lise (NaCl 2,5 M, 100 EDTA mM, Tris 10 mM, pH 10; 1% Triton ¥100,40% |
DMSO), por 90 min. As laminas seréo depositadas em uma solugdo tampéo alcalina de eletroforese (NaOH 1(A\N @A{
200 mM, pH 13, 20 min), antes da eletroforese (25 V, 300 mA, 20 min). Subsequentemente, as laminas serdo neutr it

(Tris 0,4 M, pH 7,5, 15 min) e coradas com 30 pL de brometo de etideo (2 yg/mL).

A andalise sera feita em microscopia de fluorescéncia (laser de excitagéo 420-490 nm e filtro de barreira 520 nm). A

determinacdo dos danos sera feita por andlise visual e a classificagdo foi dividida em quatro categorias: classe 0 —

nucleoides ndo danificados e que ndo apresentam cauda; classe 1 — nucleoides com cauda menor que o diametro do

nucleoide; classe 2 — nucleoides com cauda de tamanho entre uma e duas vezes o diametro do nucleoide; classe 3 —

nucleoides com cauda duas vezes maior que o didmetro do nucleoide. Células que apresentarem o nucleoide totalmente

fragmentado ndo serdo contabilizadas. No total, serdo analisadas 100 céiulas por lamina de trés experimentos

independentes. O indice de danos (ID) sera baseado no comprimento da migracdo do DNA e calculado como segue: ID =

N1 + (2 x N2) + (3 x N3), onde N1, N2 e N3 representam, respectivamente, células com classes de danos 1,2 € 3.

13.4.2.4 Expressao génica por PCR quantitativa em tempo real

Tratamentos

Para analise da expressdo génica, serdo semeadas 2x106 células por frasco de cultura (25cm2). Apos 24 horas de

estabilizacdo, as células serdo tratadas por 24 horas com 0s herbicidas. Para cada tratamento foram realizadas triplicatas

biolégicas.

Extracéo do RNA total

O procedimento de extragio de RNA total das céluias seréa realizado de acordo com as instrucGes do fabricante do reagente

do TRIZOL LS® (invitrogen).

Apos a extragdo do RNA, sera feito o tratamento com DNAse | (Invitrogen). Em seguida sera verificada a
integridade do RNA. Para isso, 0 RNA sera quantificado em espectrédmetro (Biophotometer — Eppendorf) sendo que a razao
A260/280 deve estar entre 1.9 e 2.1, e uma corrida de eletroforese (70-80V, 30mA, 25-30 min) em gel de agorose 1% para
verificar o padréo de bandas dos RNAs ribossomais 28S e 18S.

Sintese do cDNA

Para a sintese de cDNA, seré realizado o seguinte procedimento: a) preparacéo de um mix contendo: 9,9
pL de agua DEPC (cat. 750023 Invitrogen) ; 2 pL de dNTP 2,5mM mix (cat. 18427-088 Invitrogen) ; 1 pL de oligodT
10pmol/uL ; 4 pL de ampéo M-MLV ; 0,1 uL de RNAse QutTM (cat. 10777-019 invitrogen); 1pL de transcriptase reversa M-
MLV (cat. 28025-021 Invitrogen) e 2pL RNA total a 500 ng/mL. b) Incubagdo no termociclador por 50 min, 37°C, seguido
de 15 seg a 70°C.

PCRer ~mpo real

Para analise de expressédo génica foi utilizado o método de PCR quantitativa em tempo real. As reacbes serdo realizadas no
termociclador PTC 200 DNA Engine Cycler, usando o sistema de detecgdo Chromo4 (MJ Research). Seré utilizado na
reagao O Platinum® SYBR® Green qPCR Supermix-UDG (Invitrogen) (composto fluorescente que se liga & DNA dupla-fita).
As condicbes da PCR no termociciador serao as seguidas: um passo inicial a 50°C por 1 min, seguido de 95°C por 3 min, e
35 ciclos a 95°C por 20 seg, 60°C por 30 seg e 72°C por 20 seg, seguidos de 95°C por 10 seg e 40°C 1 min. A analise da
curva de metting foi realizada no final da reacdo com temperatura de 50°C a 95°C a cada 0,5 graus por 5 seg.

Os dados serdo normalizados com cDNAs de gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) amplificados em cada
conjunto de experimentos de PCRs. Todos os experimentos serdo realizados com trés culturas independentes.

Os dados de expressao génica serao anotados como valores de Ct (cycle threshold). O valor de Ct refere-
se ac numero de ciclos de PCR no qual o sinal de fluorescéncia é detectado e esta acima do valor de limiar da curva de
amplificagdo. Valores de Ct s&o representativos do numero de cépias de moléculas de RNA e servem como base para a
comparagéo entre amostras. O limiar (threshold) & posicionado na regiao de amplificagao exponencial ou geometrica das
curvas da amplificagdo onde a eficiéncia de PCR é maior.

A expresséo relativa dos genes analisados sera determinada pelo método de Pfaffl através do programa
REST®, que utiliza o modelo Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test© para comparar a diferenca de expresséo

entre os tratamentos.
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13.4.2.5 Analise estatistica

Os resultados serdo apresentados como média e desvio padréo, submetidos a analise de variancia (one way ANOVA),

seguida do teste de Dunnett, pelo software GrafPad® Prism 5. As diferencas seréo consideradas sendo est mgnte
significativas quando o valor de p foi menor que 0,05. Qj\\ I P)*(;\\

)

13.4.3 Teste do Micronucieo em Medula Ossea de Ratos Wistar, in vivo
13.4.3.1 Animais
Apbs aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica no Uso de Animais em Experimentagdo, os ratos Wistar, Rattus
norvegicus, cinco machos, para cada grupo controle e tratado, com 35 dias e com aproximadamente 100g p.C., serao
obtidos do Biotério Central-BIT/UEM. Os animais permanecer&o durante o tempo de experimentagdo no Biotério Setorial de
Mutagénese do Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia Celular/UEM, em caixas de polipropileno em sistemas
aberto (open cage) 40x30x20 cm (s&@o encaixadas sobre elas, grades de aco inoxidavel com as divisorias para colocagéo de
racdo e bebedouro), sob condicbes controladas de temperatura +25°C, umidade +50%, com fotoperiodo de 12 horas
claro/escuro, de acordo com as normas estabelecidas pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentagdo/UEM.

Para 0 embasamento e definico da metodologia a ser adotada no protocolo de experimentag&o, seréo usados os
parametros indicados no Guideline do OECD (2014).

Cada grupo de cinco ratos ficara em caixas de polipropileno separadas, sendo a racdo Nuvilab, fornecida pelo BIT/UEM e a
agua filtrada, fornecidos ad libitum, trocadas diariamente.

Controle negativo: um grupo sera administrado com 1mL de agua/100g p.c., em dose unica, via gavagem, por 24 horas
(tratamento agudo).

Tratamento de mutagenicidade: um grupo sera tratado com ciclofosfamida, na concentragéo de 1,5mg/1mL de agua/100g
p.c., via intraperitoneal (i.p.), em dose Gnica, por 24h. Os grupos tratamentos serdo tratados com 1mL de trés concentracbes
da solucdo dos herbicidas/100g p.c., em dose Gnica, via gavagem, por 24 horas.

As trés concentracbes que serdo utilizadas nos testes de mutagenicidade serdo estimadas com base em dados da
literatura, e adequacdo para o peso corpéreo dos animais tratados, e serdo definidas apos a realizacéo de experimentos
prefiminares, em sistema teste in vitro, em cultura de células metabolizadoras de hepatocarcinoma humano (HepG2/C3A).
Estes resultados obtidos nos testes in vitro servirdo de embasamento para a definicdo das concentragbes a serem usadas in
vivo, dispensando a realizagdo de testes pilotos e com isto reduzindo o numero de animais testados.

Neste trabalho sera usada para tratar os ratos com os compostos a serem avaliados, a via oral/gavagem, porque € a via
semelhante aquela que o homem faz uso. O tratamento feito por injecéo intraperitoneal, usado com a ciclofosfamida é um
método muito usado de via de administragéo pela sua simplicidade e pela facilidade para o calculo da concentragdo da
droga a ser administrada e porque, para muitos agentes, ela tende a maximizar a exposi¢do quimica na medula dssea.

Para a eutanasia dos animais sera aplicado, via intraperitoneal, 0,5mL de thionembutal (1g tiopental sédico/25mL de agua
destilada).

13.4.3.2 Coleta dos Eritrocitos

Os eritrocitos serdo extraidos da medula 6ssea dos animais, de acordo com a metodologia de MacGregor e colaboradores
(1987), com algumas modificacées. imediatamente apos a eutanasia do animal, um fémur sera removido e a medula ossea
aspirada com auxilio de 1mL de soro fetal bovino. Apds extraida, a medula 6ssea sera emulsionada até obter uma
suspensao, a qual sera transferida para tubos de centrifugagdo contendo 2ml de soro fetal bovino. A suspensao de medula
ossea sera centrifugada a 1000 rpm por 10min, o sobrenadante sera descartado e o sedimento ressuspendido em uma gota
de soro bovino fetal.

13.4.3.3 Preparagao Citologica

Apos completa homogeneizagéo da medula no soro, esta sera centrifugada a 300rpm por 5 min. O sobrenadante sera
parciaimente descartado e o precipitado de células homogeneizado com pipeta Pasteur. Uma gota de suspenséo celular
sera transferida para uma lamina de vidro, onde sera feito o esfregago. Apés 24h secando a temperatura ambiente, as

laminas serao fixadas com metanol absoluto por 5min e coradas em corante Giemsa por 15 min. Posteriormente, as iaminas |
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serao lavadas em agua corrente para remogdo do excesso de corante e secas em condicOes ambientais over nidﬂ. Para
3|

cada animal serdo confeccionadas duas laminas, posteriormente utilizadas na contagem.

13.4.3.4 Analise das Laminas et

As laminas serdo montadas e analisadas em microscopia de luz com aumento de 1.000x, e o numero de células cdm
micronticleo sera determinado a partir da contagem de 2.000 eritrocitos policromaticos por animal. O critério para contagem
de micronucleos sera baseado essencialmente no diametro, na forma do micronticleo e na sua coloragio, de acordo com
Krishna e Hayashi (2000).

13.4.3.5 Teste de Citotoxicidade

O efeito citotoxico dos tratamentos sera determinado pela razéo entre eritrocitos policromaticos e normocromaticos, com
contagem minima de pelo menos 200 eritrocitos por animal.

13.4.3.6 Analise Estatistica

O calculo estatistico sera feito pelo teste do qui-quadrado (a=0,05 e p=0,05), para comparar os resultados dos diferentes
grupos, a fim de analisar os efeitos citotoxicos elou mutagénicos e/ou antimutagénicos sobre este sistema-teste, avaliando o
efeito dos agentes em relagio aos resultados obtidos para os controles. As andlises seréo realizadas com auxilio do
programa GrafPadInstat.

O numero de células a serem analisadas, bem como, o numero de animais testados, foram determinados em fungéo do
valor minimo a ser considerado para ter validade e seguranga nos testes, e para possibilitar a aplicacéo de testes

estatisticos, conforme indicado nos Guidelines: QECD 474, 2014.

13.4.4 Teste do Micronticleo em Astyanax altiparanae, in vivo

13.4.4.1 Animais

No experimento serfo utilizados juvenis do peixe A. altiparanae obtidos de piscicultura que ainda serd determinada. Essa
espécie foi escolhida por ser nativa da bacia do rio Parana, por ter um tamanho adequado para manuseio e analise e por
ser considerado um bom bioindicador. Os peixes seréo aclimatados por um periodo minimo de cinco dias em tanques com
cerca de 30 litros com agua desclorada, aeragdo constante e com fotoperiodo de claro e escuro de 12/12h. Durante a
aclimatacdo e o experimento os peixes seréo alimentados com ragdo comercial uma vez ao dia. Os parametros fisico-
quimicos da agua serdo periodicamente monitorados com um analisador de multiparametros.

13.4.4.2 Delineamento experimental

Apbs o periodo de aclimatagdo, os peixes (3 animais por aquario) totalizando 9 animais por grupo, serdo colocados em
aquario de vidro de 30 litros com agua desclorada, submetidos num periodo de 24h, 48h e 72h. Para a realizagédo dos
testes, sera formado um grupos para cada periodo experimental, um grupo controle, com peixes expostos somente a agua
desclorada e diferentes grupos experimentais com 0s herbicidas avaliados.

Decorrido o tempo de exposicao, os peixes seréo anestesiados com benzocaina (0,12 g.L -1) e, com auxilio de
seringas heparinizadas, seré retirado o sangue pela veia caudal. Apés a coleta de sangue, os animais seréo eutanasiados
por seccdo medular. O projeto com sua metodologia experimental sera encaminhado, para futura aprovacio, para a
comissao de ética no uso de animais — CEUA/JUEM.
13.4.4.3 Teste do Micronucleo
Para a avaliacdo da mutagenicidade, sera realizado o Teste do Microntcleo, seguindo o protocolo estabelecido pro Grisolia
e Cordeiro (2000). Para 0 mesmo, seréo montadas laminas de esfregaco sanguineo com o sangue obtido de A. altiparanae.
A montagem sera feita pelo método de extensé&o, seguido de fixagdo em etanol apds a secagem. As laminas serdo coradas
com acridina orange (0,03%) e analisadas em microscopia de luz.

Para a analise, serdo contabilizadas 1.000 células por animal, sendo 9.000 células por tratamento. Todos os corpusculos de
cromatina que apresentarem até 1/3 do tamanho do nacleo serdo considerados micronucleos. Eles devem estar separados
do nucleo principal e apresentar mesma coloracéo e refringéncia.

13.4.4.4 Analise estatistica

Para testar se os danos causados pelo tratamento diferem do controle, sera realizado uma andlise de variancia (ANOVA),

comparando as médias de danos de cada grupo, para ambos os testes. Para tais analises, sera utilizado o software

~y

STATISTICA 7.0.



13.4.5 Teste com Células do Meristema de Raiz de Allium cepa

13.4.5.1 Obtengéo dos bulbos de Allium cepa

Pequenos bulbos de cebolas serdo adquiridos de uma fonte comercial e colocados para enraizar, em frascos
temperatura ambiente (+25°C), aerada, para obtengao de raizes com cerca de 1 a 1,5 cm de comprimento.
13.4.5.2 Protocolo de Tratamento

Antes de cada tratamento, algumas raizes (3 a 5) seréo coletadas e fixadas em solucédo de 3 metanol: 1 &cido acético, que
servirdo de controle do proprio bulbo, sendo considerado o tempo inicial de Oh (Co—0h). Em seguida, os bulbos seréo
colocados nas respectivas solugdes tratamento por 24h (Tr-24h). Apos o tempo de tratamento, serdo retiradas algumas
raizes (3 a 5) de cada cebola e fixadas. Os bulbos serdo colocados novamente em agua filtrada, para recuperagéo de
eventuais danos ocorridos, por mais 24h (Re-24h), e posteriormente, as raizes restantes serdo retiradas e fixadas.

No grupo controle, as cebolas permanecerdo durante todo o periodo experimental em agua filtrada, ocorrendo também
coleta das raizes a cada 24h.

13.4.5.3 Preparagéo Citologica

A técnica que sera aplicada no presente trabalho foi descrita por Kihiman (1971), com modificacées, usando a reagdo de
Feulgen e coloragdo com o reativo de Schiff.

As raizes das cebolas foram preparadas, da seguinte maneira:

. Apos o tempo de fixagdio por 24h, as raizes foram lavadas trés vezes com agua destilada e a hidrélise das raizes
feita em HCI 1N a 60°C por 10 min. Para interromper a hidrolise, as mesmas foram lavadas em agua destilada por trés
vezes.

. As raizes foram transferidas para o reativo de Schiff, reagéo no escuro, por 45 min. Apos, foram passadas em agua
destilada para retirar o excesso do corante.

. Com auxilio de um microscopio estereoscopico, foram isoladas as porgdes meristematicas das raizes, as regides
mais intensamente coradas, com um bisturi, desprezando a coifa e a parte restante das raizes, sendo feito o esmagamento
do material, com laminula, em orceina acética. As laminas foram armazenadas em cAmara umida em freezer por 24h.

. Apés, as laminulas foram descoladas das }aminas em nitrogénio liquido, € as laminas secas aoc ar e montadas
permanentes em balsamo do Canada.

13.4.5.4 Analise das Laminas

A analise das laminas foi realizada, em teste “cego”, em microscopio de luz, com objetiva de 40X.

O calculo do indice mitotico (IM) foi realizado como segue:

IM(%) = N° céls. em divisdo / N° céls. em interfase + N° céls. em divisao x 100

Para avaliar as células com alteragbes morfologicas, estruturais e determinagédo do IM foram utilizados cinco bulbos para
cada controle, tratamento e recuperagédo, sendo analisadas 1.000 células por bulbo, totalizando 5.000 células por grupo.
13.4.5.5 Analise Estatistica

A analise estatistica sera feita usando o teste do Qui-quadrado (a=0,05).

f 13.7 PRODUTOSISERVICOS ESPERADOS

- Apesar das campanhas de conscientizagdo sobre a necessidade de Luso seguro € controlado de herbicidas, sabe-se que
muitos agricultores ainda apresentam alguma resisténcia quanto ao uso de equipamentos de protecéo individual e também
no armazenamento e descarte adequado de embalagens de herbicidas. Assim, a produgdo de material educativo, de
conhecimento e conscientizagdo, como uma cartitha, acerca dos perigos relacionados ao uso/exposigao/descarte indevido
de agrotéxicos, pode contribuir para ¢ uso adequado e a redug&o da contaminacdo do ambiente e daqueles que trabalham
diretamente nas lavouras. Objetivando uma diminui¢do de efeitos colaterais e com isso, economicamente, um custo maior
para a sociedade em termos da saude dos individuos expostos.

- Biomonitoramento humano e ambiental: de individuos expostos ocupacionalmente aos herbicidas e outros agrotéxicos.

- Biomonitoramento de peixes que podem estar contaminados por herbicidas e outros agrotoxicos, principalmente pelo

processo de lixiviagéo.
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- Embasamento cientifico: em termos de seguranca no uso de herbicidas, e uma garantia para o uso sem prejui
manutengao da saude.

- Caracterizacdo do presente Projeto, na area de Ciéncias Biologicas e Biotecnologia (Biotecnologia em Saude Humana e
Monitoramento Ambiental), com futuro enfoque na area de Ciéncias Aplicadas (Biotecnologia e Saude Coletiva/Saude
Publica/Monitoramento Ambiental), objetivando obter resultados para embasamento futuro e desenvolvimento de novas
pesquisas, no sentido de protegao e conscientizagéo dos individuos expostos direta ou indiretamente a herbicidas e outros
agrotoxicos, e manutengéo da saude e qualidade de vida dos mesmos, além da preservacio do meio ambiente.

- Producéo de artigos cientificos, a serem publicados em revistas nacionais e em periédicos internacionais divuigando os
resultados, com seguro embasamento cientifico, gerando novos conhecimentos e originando indagagbes para ©
desenvolvimento de novas pesquisas e projetos.

- Apresentacdo dos resultados do presente projeto em congressos nacionais e internacionais, nas areas de Mutagénese e
Monitoramento Ambiental e em outros eventos cientificos da area, como a agrondmica.

- Implementar o estudo com produtos de amplo e indiscriminado uso na natureza, avaliando a necessidade deste tipo de
tratamento, sua quantidade e qualidade de uso efetivos, pois quem perde com esta falta de controle e de pesquisas
realizadas, & em primeiro lugar, o proprio individuo e a populagdo, e em segundo, 0s proprios governantes em suas
diferentes instancias. - Embasamento cientifico: em termos de seguranga no uso de herbicidas, e uma garantia para o uso
sem prejuizo para a manutencéo da saude.

- Caracterizacéo do presente Projeto, na area de Ciéncias Biologicas e Biotecnologia (Biotecnologia em Saude Humana e
Monitoramento Ambiental), com futuro enfoque na area de Ciéncias Aplicadas (Biotecnologia e Saude Coletiva/Saude
Publica/Monitoramento Ambiental), objetivando obter resultados para embasamento futuro e desenvolvimento de novas
pesquisas, no sentido de protegéo e conscientizagdo dos individuos expostos direta ou indiretamente a herbicidas e outros
agrotoxicos, e manutengéo da saude e qualidade de vida dos mesmos, alem da preservagdo do meio ambiente.

- Producdo de artigos cientificos, a serem publicados em revistas nacionais e em periddicos internacionais divulgando os
resultados, com seguro embasamento cientifico, gerando novos conhecimentos e originando indagagbes para o
desenvolvimento de novas pesquisas e projetos.

- Apresentagdo dos resultados do presente projeto em congressos nacionais e internacionais, nas areas de Mutagénese e
Monitoramento Ambiental e em outros eventos cientificos da area, como a agrondmica.

- Implementar o estudo com produtos de amplo e indiscriminado uso na natureza, avaliando a necessidade deste tipo de
tratamento, sua quantidade e qualidade de uso efetivos, pois quem perde com esta falta de controle e de pesquisas
realizadas, € em primeiro lugar, o proprio individuo e a populagdo, e em segundo, 0s proprios governantes em suas

diferentes instancias.

13.9 CONTRAPARTIDA NAO FINANCEIRA DA INSTITUICAC PROPONENTE

- Contrapartida da Universidade Estadual de Maringa: Agua, Luz, Telefone, intranet-PR, Espaco Fisico dos Laboratorios do
Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia Celular/lUEM e Salarios dos Docentes e da Técnica de Laboratorio.

- Laboratério de Mutagénese e Monitoramento Ambiental do DBC (Bloco H67-11): Geladeira Duplex, Camara de Fluxo
Laminar, Estufa BOD, Estufa de Secagem, Estufa Bacteriologica, pHmetro, Centrifuga, Microscopio de Luz, Microscopio
Invertido, Balanga Semi-analitica, Balanga Analitica, Agitador Magnético, Agitador de Tubos, Pipetador Mecanizado, Banho-
Maria, Botijao Criogénico de 20 litros, Sistema de Eletroforese, Computador, Balcbes, Mesa, Cadeiras, Armarios.

- Laboratério de Microscopia do DBC: Microscopio de Fluorescéncia.

- Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP/UEM): central de microscopia eletrénica de varredura e
processamento de amostras; equipamento Flex Station.

- Bloco T-10: alocacdo dos aquarios para aclimatagdo dos peixes e realizagdo dos experimentos de monitoramento

ambiental com estes animais.
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13.10 LISTAR OS MUNICIPIOS ABRANGIDOS PELO PROJETO Yy /(;:a-

Camargo, Itambé, Astorga, Ivatuba, Bom Sucesso, Jandaia do Sul, Cambira, Presidente Castelo Branco, Florida,
Lobato, Munhoz de Mello, Florai, Atalaia, Sao Jorge do Ivai, Ourizona e Nova Esperanca), totalizando 26 municipios, poss
uma a area territorial de 5.978.592 km? e populagdo estimada em 764.906 habitantes (IBGE/2013). Além disso,
considerando que o Estado do Parana possui vasto territorio agricola, com plantagbes das principais culturas que sdo
tratadas com os herbicidas avatiados no presente projeto, toda a populagdo do mesmo pode se beneficiar direta ou
indiretamente dos resultados desta pesquisa.

13.11 IDENTIFICAR RISCOS QUE PODERAO PREJUDICAR O DESENVOLVIMENTO DO PROJETO E SUGERIR
PLANO DE CONTINGENCIAMENTO

Risco Plano de Contingéncia
Atraso na liberacéo dos recursos Inicio da realizagdo dos experimentos que possam ser
executados com os atuais recursos do laboratorio.

14. INFORMACOES COMPLEMENTARES SOBRE A INSTITUIGAO PROPONENTE.

HISTORICO INSTITUCIONAL

O Laboratorio de Mutagénese e Monitoramento Ambiental, lotado no Departamento de Biotecnologia, Genética e
Biologia Celular da Universidade Estadual de Maringa, coordenado pela Profa. Dra. Veronica Elisa Pimenta Vicentini, vem
desenvolvendo nos ultimos anos diferentes trabalhos relacionados a citotoxicidade, mutagenicidade, genotoxicidade e
monitoramento ambiental, tanto in vivo como in vitro.

Atualmente, estdo sendo desenvolvidas seis dissertacbes de Mestrado, quatro teses de Doutorado, uma co-
orientacdo de Mestrado e uma de Doutorado, e trés trabalhos de iniciagdo cientifica, relacionados a estes assuntos:
- Matheus Gimenez Buzo. Genotoxicidade e mutagenicidade de Nanoparticulas de prata em eritrocitos de Prochilodus
lineatus (Prochilondontidae, Characiformes). Inicio: 2016. Dissertac&o (Mestrado profissional em Biologia Comparada) -
Universidade Estaduat de Maringa, Coordenagéo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior.
- Ana Clara Canesin de Aimeida. Genotoxicidade e mutagenicidade do herbicida Atrazina e do seu tratamento por
fotocatalise heterogénea em eritrocitos de Prochilodus lineatus (Prochilondontidae, Characiformes).. Inicio: 2016.
Dissertacdo (Mestrado profissional em Biologia Comparada) - Universidade Estadual de Maringa, Coordenagdo de
Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior. (Orientador).
- Angélica Oliveira Furtado. Investigagio do potencial citotoxico e mutagénico de efluentes bruto e tratados de uma
lavanderia hospitalar em sistema teste vegetal. Inicio: 2016. Dissertagio (Mestrado profissional em Biotecnologia Ambiental)
- Universidade Estadual de Maringa. (Orientador).
- Fabiola Terra Lucio. Biomonitoramento do uso de Agroquimicos em Trabalhadores Rurais da regido de Maringa pelo teste
do Microntcleo Bucal. Inicio: 2017. Dissertagéo (Mestrado profissional em Biotecnologia Ambiental) - Universidade Estadual
de Maringa. (Orientador).
- Paulo Hallef Schneider Syritiuk. Atividade citotoxica e genotdxica do flavonoide Taxifolina em células tumorais renais (786-
0).. Inicio: 2015. Dissertagéo (Mestrado profissional em Biotecnologia Ambiental) - Universidade Estadual de Maringa,
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. (Orientador).
- Mariane Aparecida Franco de Godoy. Avaliagéo in vitro da atividade citotéxica e genotoxica do composto Bromelina em
cultura de células de carcinoma renal (786-0). Inicio: 2016. Dissertacdo (Mestrado profissional em Biotecnologia Ambiental)
- Universidade Estadual de Maringa. (Orientador).
- Elisa Parcero. Avaliacdo da citotoxicidade de Nanoparticulas magnéticas em células de adenccarcinoma de mama

humano (MCF-7). Inicio: 2016. Dissertagéo {Mestrado profissional em Biotecnologia Ambiental) - Universidade Estadual de

Maringa. (Co-orientador). h

o ¢
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~Nilson Benedito Lopes. Interagéo biologica de Nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com o radiofarmac fddo-131 R

Q
¢\,

- Universidade Estadual de Maringa. (Orientador).

seu efeito citotoxico sobre células normais e tumorais humanas. Inicio: 2016. Tese (Doutorado em Biotecnologia mbieyz 9 :

- Jaqueline de Santana da Silva. Avaliagéo do potencial mutagénico e genotoxico de aguas da cultura de arroz irr
eritrocitos de peixes (Astyanax sp) e girinos (Dendropsophus minutus). Inicio: 2016. Tese (Doutorado em Biologia
Comparada) - Universidade Estadual de Maringa. (Orientador).

- Mariana Yoshimoto. Efeito citotoxico, genotdxico e citoprotetor/antigenotoxico/radioprotetor do Magnolol, frente ao
radiofarmaco lodo-131, sobre células normais (IMR-90) e tumorais (HepG2/C3A e MCF-7) humanas. Inicio: 2016. Tese
{Doutorado em Biotecnologia Ambientat) - Universidade Estadual de Maringa, Coordenagéo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior. (Orientador).

- Lilian Capelari Soares. Analise dos efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de suplementos desportivos em celulas
de hepatoma humano. Inicio: 2015. Tese (Doutorado em Biologia Comparada) - Universidade Estadual de Maringa,
Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. (Orientador).

_ Karina Midori Endo. Interacio bioldgica de Nanoparticulas magnéticas e seu efeito citotoxico sobre células normais e
tumorais humanas. Inicio: 2016. Tese (Doutorado em Biotecnologia Ambiental) - Universidade Estadual de Maringa. (Co-
orientador).

- Jonatas Alécio dos Prazeres. Avaliagao do potencial citotéxico do composto fenélico Zingerona em sistema-teste in vitro de
células tumorais de mama humana (MCF-7). Inicio: 2016. Iniciagéo cientifica (Graduando em Ciéncias Biologicas) -
Universidade Estadual de Maringa. (Orientador).

_ Débora Elisa Antunes de Mendonga. Avaliagéo in vitro da citotoxicidade do medicamento Orlistat em cultura de células
humanas, normais de pulmdo e tumorais de rim. Inicio: 2016. Iniciacdo cientifica (Graduando em Biotecnologia) -
Universidade Estadual de Maringa, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico. (Orientador).

- Vinicius Rodrigues Camilo da Silva. Avaliagéo da citotoxicidade do antidepressivo Hidroclorito de Hidroxibupropiona em
cultura de células ndo tumorais de pulm3o e de neuroblastoma humanas. Inicio: 2016. Iniciagéo cientifica (Graduando em
Ciéncias Biologicas) - Universidade Estadual de Maringé, Fundagéo Araucaria. (Orientador).

Trabalhos como estes ja resultaram na orientagdo de 12 dissertacdes de Mestrado, 5 teses de Doutorado, 116
Monografias de conclusdo de curso/Especializagdo, 32 trabalhos de conclusdo de curso/Graduagdo, e 68 trabalhos de
Iniciagao Cientifica.

Além disso, o Laboratorio de Mutagénese e Monitoramento Ambiental & o unico participante do Estado do Parana
de um projeto nacional que vai determinar a frequéncia de micronucleos na mucosa bucal da populagdo brasileira:

- Determinacdo da frequéncia basal de micronticleos em células da mucosa bucal da populagao brasileira. PARECER
PLATAFORMA BRASIL: APROVADO (890.188 DE 26/11/2014) / CAEE 35148214.6.0000.5349.

As principais publicagGes cientificas em periddicos nacionais e internacionais dos uitimos 10 anos somam 35
trabalhos, listados a seguir:

- DUSMAN, E. ; ALMEIDA, LV. ; Pinto, E.P. ; Lucchetta, L. ; VICENTINI, V.E.P. . Influence of processing and storage of
integral grape juice (Vitis labrusca L.) on its physical and chemical characteristics, cytotoxicity, and mutagenicity in vitro.
GENETICS AND MOLECULAR RESEARCH, v. 16, p. 1-12, 2017.

. CAVALCANTE, FLAVIA MARIA LIMA ; ALMEIDA, IGOR VIVIAN : DUSMAN, Elisangela ; MANTOVANI, Mario Sérgio ,
VICENTINI, VERONICA ELISA PIMENTA . Cytotoxicity, mutagenicity, and antimutagenicity of the gentisic acid on HTC cells.
DRUG AND CHEMICAL TOXICOLOGY, v. 1, p. 1-7, 2017.

_ ORLANDELLI, RAVELY CASAROTTI ; CORRADI DA SILVA, MARIA DE LOURDES ; VASCONCELOS, ANA FLORA
DALBERTO : ALMEIDA, IGOR VIVIAN ; VICENTINI, VERONICA ELISA PIMENTA ; PRIETO, ALICIA ; HERNANDEZ,
MARIA DOLORES DIAZ ; AZEVEDO, JOAO LUCIO ; PAMPHILE, Jodo Alencar . B-(1—3,1—6)-d-glucans produced by
Diaporthe sp. endophytes: Purification, chemical characterization and antiproliferative activity against MCF-7 and HepG2-
C3A cells. International Journal of Biological Macromolecules, v. 94, p. 431-437, 2017.

-IARK, D. : GODOY, M. A. F. ; FURTADO, A. O.; VICENTINI, V.E.P. ; Conte, Hélio . Contaminagéo de aguas pluviais poe
efluentes de funilaria e pintura automobilistica. REVISTA UNINGA, v. 51, p. 110-116, 2017. Citagbes:2

do o/

- ALMEIDA, |. V. : Cavalcante, F.M.L. ; VICENTINI, V.E.P. . Different responses of vanillic acid, a phenolic compound, mﬁw
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HTC cells: cytotoxicity, antiproliferative activity, and protection from DNA-induced damage.. Genetics and/Motecular N \
Research, v. 15, p. gmr15049388, 2016. w By\/ l‘:
- DUSMAN, Elisangela ; ALMEIDA, I. V. ; TONIN, LILIAN TATIAN! ;: VICENTINI, V.E.P. . In vivo antimutagenic e s of't/hg/‘ /

Barbados cherry fruit (Malpighia glabra Linnaeus) in a chromosomal aberration assay.. Genetics and Molecular Re rcw-»\“

15, p. gmr15049036, 2016.
- COSTA, A. C. ; DOMINGUES, Giovana ; DUSMAN, Elisangela ; ALMEIDA, . V. ; VICENTINI, V. E. P. . Cytotoxicity of
Waters of the River Peixe (S&o Paulo-Brazil), in Meristematic Root Cells of Allium cepa .. Bioscience Journal (Online), v.
31, p. 248-258, 2015.

- DUSMAN, Elisangela ; ALMEIDA, |. V., MARIUCCI, Rosinete Gongalves ; MANTOVANI, Mario Sérgio ; VICENTINI, V. E.
P. . Cytotoxicity and mutagenicity of fluoxetine hydrochloride (Prozac), with or without vitamins A and C, in plant and animal
model systems. Genetics and Molecular Research, v. 13, p. 578-589, 2014.

- ALMEIDA, 1. V. ; DOMINGUES, Giovana ; SOARES, L. C.; DUSMAN, ELISANGELA ; VICENTINI, V. E. P. . Evaluation of
cytotoxicity and mutagenicity of the benzodiazepine flunitrazepam in vitro and in vivo. Brazilian Journal of Pharmaceutical
Sciences (Impresso), v. 50, p. 251-256, 2014.

- DUSMAN, Elisangela ; LUZZA, M. ; SAVEGNAGO, L. ; LAUXEN, D. ; VICENTINI, V. E. P. ; TONIAL, |. B. ; SAUER, T. P..
Allium cepa L. as a bioindicator to measure cytotoxicity of surface water of the Quatorze River, located in Francisco Beltréo,
Parana, Brazil.. Environmental Monitoring and Assessment (Dordrecht. Online), v. 1886, p. 1793-1800, 2014. Citagbes:3|6

- DUSMAN, ELISANGELA ; BERTI, ALESSANDRA PAIM : MARIUCCI, Rosinete Gongalves ; Lopes, Nilson Benedito ;
TONIN, LILIAN TATIANI ; VICENTINI, VERONICA ELISA P. . Radioprotective effect of the Barbados Cherry (Malpighia
glabra L.) against radiopharmaceutical lodine-131 in Wistar rats in vivo. BMC Complementary and Alternative Medicine
(Online), v. 14, p. 41-59, 2014. Citacdes:2|3

- BERTL, AP. ; DUSMAN, E. ; MARIUCCI, R.G. ; LOPES, N.B. : VICENTINI, V.E.P. . Antimutagenic and radioprotective
activities of beta-carotene against the biological effects of iodine-131 radiopharmaceutical in Wistar rats. Genetics and
Molecular Research, v. 13, p. 2248-2258, 2014. Citagbes:3|2

-VIANA, LILIAN AVILA ; DUSMAN, ELISANGELA ; VICENTINI, VERONICA ELISA PIMENTA . Mutagenicity and cytotoxicity
of liquid waste, press water and pond water, produced in the cassava flour industry, and of antitoxic sodium thiosulfate.
Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 94, p. 453-458, 2014.

- GUIDOTI, D.T. ; GUIDOTI, D.G.G. ; BERT], A. P.: DUSMAN, ELISANGELA : VICENTINI, V.E.P. . Potencial mutagénico do
cha de folhas e do suco de atemoia (Annona cherimola Mill. x Annona squamosa L.) em células hematopoiéticas de ratos
Wistar. Revista Brasileira de Biociéncias (Online), v. 12, p. 1-4, 2014.

- GUIDOTI, D.G.G. ; GUIDOTI, D.T. ; BERTI, AP.; DUSMAN, Elisangela ; VICENTINI, V. E. P. . Potencial mutagénico do
extrato aquoso de Allium cepa L. em células hematopoiéticas de ratos Wistar.. Revista Brasileira de Biociéncias (Online}, v.
12, p. 5-8, 2014.

- DUSMAN, Elisangela ; ALMEIDA, I. V. ; LUCCHETTA, L. : VICENTINI, V. E. P. . Effect of Processing, Post-Harvest
Irradiation, and Production System on the Cytotoxicity and Mutagenicity of Vitis labrusca L. Juices in HTC Celis. Plos One, v.
9, p. e107974, 2014. CitagOes: 1|2

_ ALMEIDA, I. V. ; DUSMAN, Elisangela ; HECK, M. C. : PAMPHILE, Jodo Alencar ; Lopes, Nilson Benedito ; TONIN, L. T.
D. : VICENTINI, V. E. P. . Cytotoxic and mutagenic effects of iodine-131 and radioprotection of acerola (Malpighia glabra L.)
and beta-carotene in vitro. Genetics and Molecular Research, v. 12, p. 6402-6413, 2013. Citagbes:4{5

- DUSMAN, Elisangela ; BERTI, AP. ; SOARES, L. C. ; VICENTINI, V. E. P. . Cytotoxicity and mutagenicity of cola and
grape flavored soft drinks in bone marrow cells of rodents.. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (Impresso), v. 33, p. 122-126,
2013. Citagdes: 1|1

- DUSMAN, ELISANGELA ; ALMEIDA, IGOR VIVIAN DE : COELHO, ANA CAROLINA ; BALBI, THIAGO JOSE ; DUSMAN
TONIN, LILIAN TATIAN! ; VICENTINI, VERONICA ELISA PIMENTA . Antimutagenic Effect of Medicinal Plants Achillea
millefolium and Baubhinia forficata In Vivo. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine (Print), v. 2013, p. 1-6,
2013. Citacbes:1|3

- PERON, Ana Paula ; MARIUCCI, Rosinete Gongalves ; DE ALMEIDA, IGOR VIVIAN : DUSMAN, Elisangela ;
MANTOVAN!, Mario Sérgio ; VICENTINI, VERONICA ELISA PIMENTA . Evaluation of the cytotoxicity, mutagenicity and
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antimutagenicity of a natural antidepressant, Hypericum perforatum L. (St. John?s wort), on vegetal and animal t }%&stems.c

BMC Complementary and Alternative Medicine (Online), v. 13, p. 97-105, 2013. Citagbes:3|6 ] P
- DUSMAN, Elisangela ; GONGCALVES, Larissa Aparecida ; REUSING, Ana Flavia ; MARTIN, Paula Garcia ; :

Rosinete Gongalves ; VICENTINI, V. E. P. . Cytotoxic potential of waters of the streams Mandacaru, Maringa, MiosOH&ar Yl -

Nazareth in the urban area of Maringa, Parana State, Brazil. Acta Scientiarum. Biological Sciences (Impresso), v. 34, p. 311-
318, 2012. Citagbes:3

- DUSMAN, Elisangela ; BERTI, A.P.; SOARES, L. C.; VICENTINI, V. E. P. . The Main Mutagens and Carcinogens Agents
of Human Exposure. SaBios (Faculdade Integrado de Campo Mouro. Online), v. 7, p. 66-81, 2012.

- HECK, M. C. ; VIANA, Lilian Avila ; VICENTINI, V. E. P. . Importance of Copaifera sp. (COPAIBA) Oil. SaBios (Facuidade
Integrado de Campo Mouréo. Online), v. 7. p. 82-90, 2012.

- FERREIRA, C.F. ; FRUEH, A.B. ; DUSMAN, ELISANGELA : HECK, M. C. ; VICENTINI, V. E. P.. Evaluation of Cytotoxicity
of Varginha (Califérnia-PR) and Tabatinga (Mandaguari-PR) Water Streams in Allium cepa L.. SaBios (Faculdade Integrado
de Campo Mourao. Online), v. 7, p. 46-54, 2012.

- DUSMAN, Elisangela ; SILVA, M. F. ; BERTI, AP. | MARIUCC!, Rosinete Gongalves ; MANTOVANI, Mario Sérgio ,
VICENTINI, V. E. P. . Investigation of the Cytotoxic and Mutagenic Effects of Malpighia glabra L. (Barbados Cherry) Fruit
Pulp and Vitamin C on Plant and Animal Test Systems. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (impresso), v. 32, p. 405-411,
2012.

- CIRCUNVIS, B. C. ; HECK, M. C. ; VICENTINI, V. E. P.. INVESTIGACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DAS AGUAS
SUPERFICIAIS DO RIBEIRAO ATLANTICO (MADAGUAGU-PR) EM Allium cepa L.. SaBios (Faculdade Integrado de
Campo Mourgo. Online), v. 7, p. 7-14, 2012.

-HECK, M. C. : VICENTINI, V. E. P. . Linum usitatissimum L. ? Linhaca.. Revista UNINGA Review (Online), v. 11, p. 39-45,
2012.

- DUSMAN, Elisangela ; FARIA, Juliana Sala de ; TOLEDO, Fabiana de ; MAZET]I, Camila Montoro ; GONCALVES, Marcus
Eduardo Kamide ; VICENTINI, V. E. P. . Vegetal test-system investigation on cytotoxicity of water from urban streams
located in the northeastern region of Maringa, Parana State, Brazil.. Acta Scientiarum. Biological Sciences (Impresso), V. 33,
p. 71-77, 2011.

- DUSMAN, Elisangela ; BERTI, A.P.; MARIUCCI, Rosinete Gongalves ; Lopes, Nilson Benedito ; VICENTIN!, V. E. P. .
MUTAGENICITY OF DIAGNOSTIC AND THERAPEUTICAL DOSES OF RADIOPHARMACEUTICAL IODINE-131 N
WISTAR RATS.. Radiation and Environmental Biophysics, v. 50, p. 579-584, 2011. Citagdes:3|4

- PERON, Ana Paula ; FELIPES, Joice ; MATTGE, Giselle ; CANTAGALLI, Liriana Belizario ; MARIUCCI, Rosinete
Gongalves ; VICENTINI, V. E. P. . Avaliagdo mutagénica das plantas medicinais Baccharis timera Less e Solanum
melongena L., em células de medula 6ssea de ratos Wistar. Revista Brasileira de Biociéncias, v. 6, p. 127-130, 2008.
Citagdes:3

- PERON, Ana Paula ; MARCUS, M. C. ; CARDOSO, Sibele Cardoso ; VICENTINI, V. E. P. . Avaliacdo do potencial
citotéxico dos chas de Camellia sinensis L. e Cassia angustifolia Vahl, em sistema teste vegetal. Arquivos de Ciéncias da
Saude da UNIPAR, v. 12, p. 51-54, 2008.

- PERON, Ana Paula ; FRANZONI, J. F. 8. MANTOVANI, D. ; VICENTINI, V. E. P. . Utilizagao das isoflavonas presentes
na soja (Glycine max (L) Merril) na prevengéo e tratamento de doencas crénicas uma breve revisdo. Arquivos do Mudi
(Online), v. 12, p. 1-3, 2008.

- PERON, Ana Paula ; Camilloto, F. G. ; VICENTINI, V. E. P. . Citotoxicidade do peréxido de carbamida em células
meristematicas de raiz de Allium cepa L. - Potencial citotéxico de substancias quimicas. Saude e Pesquisa, V. 1, p. 229-232,
2008.

- PERON, Ana Paula ; FELIPES, Joice ; OLIVEIRA, A. C. S. ; VICENTINI, V. E. P. . Investigacdo da Citotoxicidade e
Mutagenicidade do Hipocolesteremiante Sinvastatina em Células de Ratos Wistar e de Allium cepa L.. Revista Brasileira de
Toxicologia, v. 21, p. 93-96, 2008. Citagdes:1

- CARDOSO, Sibele Cardoso ; VICENTINI, V. E. P.; PERON, Ana Paula . Avaliagéo da citotoxicidade do antidepressivo
Triciclico Tryptanol, em células meristematicas de Allium cepa. Revista Uningé, v. 14, p. 161-168, 2007.
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15. DECLARACAO DE COMPROMISSO INSTITUCIONAL ©
£l
TERMO DE COMPROMISSO —/
T ROTY _,3»’;

Na qualidade de representante legal do proponente, estou de acordo com a proposta apresentada e declaro,
para todos os fins de direito, conhecer as normas ora fixadas pelo Fundo Parana, assim como inexistir qualquer
débito em mora ou situagdo de inadimpléncia com o Tesouro Nacional ou qualquer 6rgado ou entidade da

Administragao Publica Federal, Estadual e Municipal, que impega a transferéncia de recursos oriundos do

> — N
S ica-Elisa Pimenta Vicentini

Coordenadora-Técnico/Cientifico do Projeto da Instituigao Proponente

Maria Helena Ambrosio Dias
Responsavel Administrativo/Financeiro do Projeto da Instituigéo Proponente

Assinatura do Engenheiro Civil Responsavel Pela Obra

Maria Regina da Fonseca
Responsavel pelo Controle Interno da Instituigdo Proponente

Assinatura do Representante Legal da Instituigdo Parceira
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