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 Resumo Geral

O cobre é um elemento essencial para a atividade de diversas enzimas biológicas, mas em 

doses  altas  é  considerado  altamente  tóxico  às  algas,  fungos,  sementes  de  plantas  e 

invertebrados,  e  moderadamente  tóxico  aos  mamíferos.  Relata-se,  especialmente,  sua 

toxicidade a invertebrados marinhos e de água doce. O alumínio está presente em pequenas 

quantidades nos organismos vivos, mas é abundante no ambiente. Entretanto, estudos mostram 

que o aumento do alumínio dissolvido na água causa danos nas brânquias e mortes de peixes, e 

a cromatina é apontada como sendo a estrutura celular mais vulnerável. O objetivo do presente 

trabalho  é  verificar  a  genotoxicidade  do  Sulfato  de  Cobre  e  do  Sulfato  de  Alumínio  no 

bioindicador  Rhamdia  quelen em  contaminação  subcrônica  via  trófica,  além  de  adaptar  a 

técnica comet-FISH para esta espécie. Para tal, os peixes foram separados em grupos e tratados 

durante 60 dias, perfazendo um total de 20 doses, com 5 mg/kg, 30 mg/Kg, 50 mg/kg e 500 

mg/kg  de  Sulfato  de  Cobre,  ou  5  mg/kg,  50  mg/kg  e  500 mg/kg  de Sulfato  de Alumínio 

inserido em ração preparada com gelatina comercial sem sabor. Os tecidos sanguíneo, hepático, 

renal e cerebral foram submetidos ao Ensaio Cometa alcalino, Teste de Micronúcleos Písceos e 

Viabilidade Celular por Citometria de Fluxo. Os resultados foram analisados através do teste de 

Kruskal  -  Wallis,  e  demonstraram que  ambos  os  tratamentos  induziram  quebras  no  DNA 

deflagradas  pelo  ensaio  cometa  nos  tecidos  cerebral,  sanguíneo,  renal  e  hepático,  sendo o 

cérebro o tecido mais sensível ao contaminante e o sangue o mais resistente. O tecido hepático 

se  mostrou  mais  sensível  a  mudanças  de  concentração  do  sulfato  de  cobre.  O  teste  de 

micronúcleos  písceos  com  este  contaminante  não  demonstrou  alterações  significativas  em 

relação ao controle negativo. O Sulfato de Alumínio, no entanto, obteve resultados positivos a 

partir da dose de 50 mg/Kg. A freqüência de eritrócitos policromáticos em relação ao número 

de  eritrócitos  totais  não  foi  significativamente  alterada  em nenhum dos tratamentos,  assim 

como a freqüência de células inviáveis no tecido sanguíneo. O grupo com tratamento na dose 

de 500 mg/Kg do Sulfato de Cobre teve uma mortalidade de 81.25% durante os 60 dias de 

contaminação. O Ensaio Cometa fornece informações apenas ao nível de dano geral ao DNA. 

Assim,  sua  combinação  com  a  hibridização  fluorescente in  situ (FISH)  pode  ser  uma 

ferramenta interessante por permitir a alocação da sequência examinada na região danificada ou 

intacta do cometa, fornecendo informações adicionais sobre sequências ou regiões específicas 

do genoma. Desde seu desenvolvimento inicial, o Cometa-FISH tem sido usado para tratar de 

diferentes  questões.  Embora  seja  uma ferramenta  promissora  dentro da ecotoxicologia,  não 
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foram ainda desenvolvidos trabalhos neste campo, tampouco utilizando peixes como modelo 

biológico. Portanto, a presente proposta consiste em adaptar e aplicar a técnica de Cometa – 

FISH nos nucleóides de células de jundiás.
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I - INTRODUÇÃO

1 – Contaminação Ambiental

Á medida que a humanidade aumenta sua capacidade tecnológica de intervir na natureza, 

surgem os conflitos quanto ao uso do espaço, dos recursos e da disposição dos resíduos no 

ambiente.  Como conseqüência  da industrialização,  houve a disponibilização de uma grande 

diversidade  de  produtos  químicos  potencialmente  tóxicos  e  a  geração  de  resíduos  em 

quantidade significativamente prejudicial ao ambiente (ZAGATTO, 2006).

Apesar da comunidade científica muito já ter aprendido sobre as causas e conseqüências 

deletérias da descarga de contaminantes e nutrientes sobre os sistemas aquáticos, assiste-se, 

com o passar dos anos, a uma contínua degradação da qualidade e até á morte dos mesmos 

(ESTEVES  &  BARBOSA,  1986).  A  atividade  agrícola  em  bacias  hidrográficas  continua 

aumentando, resultando na dispersão de fertilizantes (nitratos, fosfatos, etc), e o montante de 

nutrientes inorgânicos introduz produtos tóxicos (herbicidas, inseticidas, fungicidas) para várias 

espécies nos ambientes aquáticos (KELLY & HARWELL, 1989).

Embora o processo de eutrofização deste ambiente seja devido, na maioria dos casos, ao 

lançamento de efluentes urbanos e industriais, bem como por atividades agroindustriais, esse 

processo  pode  também ser  natural,  decorrente  do  carreamento  de  nutrientes  originados  na 

lixiviação dos solos das bacias hidrográficas pelas águas das chuvas (ESTEVES & BARBOSA, 

1986).

Entretanto, devido, principalmente, às ocorrências de acidentes com produtos químicos, o 

interesse  do homem pelas  questões  ambientais  vem aumentando  gradativamente.  Devido a 

esses acontecimentos,  vários países deram início ao monitoramento ambiental e a pesquisas 

para avaliação do nível de contaminação, principalmente de metais e orgânicos em efluentes de 

vários ramos industriais e de fungicidas utilizados em lavouras. Paralelamente à identificação 

dos  agentes  tóxicos  e  suas  fontes  de  poluição,  foram estabelecidos  critérios  e  padrões  que 

permitiram a disposição desses agentes em níveis compatíveis à manutenção da qualidade dos 

recursos hídricos  estabelecidos  com ênfase na potabilidade  (ZAGATTO, 2006).  Em todo o 

mundo,  os efeitos  da má qualidade  da água são o segundo motivo,  após a  desnutrição,  de 

doenças e causa de morte dos seres humanos. (MURRAY & LOPEZ, 1996).

Além disso, o aumento da contaminação ambiental também leva à progressiva deterioração 

da qualidade ambiental (BONAVENTURAL & JOHNSON, 1997), mas, até a década de 70, 
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apenas os critérios norte-americanos e soviéticos fizeram alusão a esse aspecto (BERTOLETTI 

et  al,  1989;  WHO, 1967).  A partir  de então,  foram desenvolvidas  diversas  pesquisas  com 

ênfase na escolha de organismos sensíveis e representativos do ambiente aquático e no cultivo 

de organismos em escala laboratorial, baseando-se nos critérios de qualidade das águas para 

proteção da vida aquática (ZAGATTO, 2006). 

 Associou-se, então, a toxicologia aquática e a humana, principalmente quanto ao potencial 

acumulativo de poluentes nos organismos que servem de alimento ao homem. Devido a sua 

particular  importância  para  a  saúde  humana,  essa  área  da  ecotoxicologia  desenvolveu-se 

rapidamente, sendo os estudos direcionados principalmente para a degradação, bioacumulação 

e toxicidade das substâncias químicas (ZAGATTO, 2006). 

Duas  classes  de poluentes  são de  enorme importância  prática  e  econômica.  Uma delas 

consiste  nos  resíduos  de  materiais  radioativos.  A outra  trata-se  da  categoria  dos  poluentes 

inorgânicos dos metais. Estes elementos naturais, encontrados na crosta terrestre, são utilizados 

em  muitos  processos  industriais,  um  uso  que  tem  resultado  em  sua  liberação  em  altas 

concentrações  e  em  formas  mais  acessíveis  do  que  é  típico  em  sistemas  naturais 

(BONAVENTURAL & JOHNSON, 1997).

As  indústrias  de  fabricação  de  aço,  fundições,  construção  e  lançamento  de  barcos, 

ferros-velhos,  extração  de minerais,  minas,  zonas de aterros,  curtumes,  fábricas de pneus e 

instalações militares são exemplos de setores responsáveis pela contaminação ambiental com 

metais (DD 175/1988).

2 - Metais

Metais são componentes naturais do ambiente, e estão presentes em quantidades variáveis 

na geosfera, atmosfera, hidrosfera e biosfera. Plantas, animais e humanos dependem de alguns 

metais (ex: cobre, ferro e zinco) como micronutrientes, enquanto outros metais (ex: cádmio, 

chumbo e mercúrio) podem ser tóxicos mesmo em quantidades relativamente pequenas. Metais 

são originários de recursos geológicos naturais e sua liberação no ambiente pode ser acelerado 

por  nossa  sociedade  moderna,  incluindo  mineração  e  processamento  mineral,  queima  de 

combustíveis  fósseis, e vida urbana. Atividades humanas alteraram drasticamente o balanço 

natural e o ciclo de metais em muitos locais, resultando na contaminação ambiental  e sério 

impacto no ecossistema e na saúde humana (B. I. O., 2003; ESTEVES, 1988; KRUUS et al, 

1991). 
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Metais constituem uma importante classe de poluentes, e derivam tanto de fontes pontuais, 

como efluentes industriais e rejeitos de mineração, como de recursos difusos, como enxurradas 

(ZIELHUIS,  1984).  A  toxicidade  de  um  dado  metal  depende  da  espécie  e  propriedades 

químicas, assim como fatores ambientais como adsorção em superfícies sólidas, complexação e 

precipitação (ANWAR, 1997; BERNARD & LAUWERYS, 1989; CIESIELSKI  et al, 1994; 

LAHDETIE, 1995; NORPPA et al, 1995).  Esta toxicidade interfere em importantes processos, 

incluindo  degradação  aeróbia  e  anaeróbia  de  matéria  orgânica  (AVERY,  HOWLET  & 

RADICE, 1996; ROSIN, 1992; WOLFE, DURHAM & ARMSTRONG, 1970).

A especiação de metais  nos ecossistemas aquáticos compreende a distribuição de várias 

formas  físico-químicas  nos  compartimentos  (coluna  d’água  e  seus  particulados  suspensos, 

sedimentos e água intersticial). Os metais podem estar presentes nas seguintes formas: Livre e 

dissolvida;  complexada  pela  matéria  orgânica  dissolvida;  complexos  solúveis,  na fração  de 

lipídios presentes na água; adsorvidos nas partículas coloidais e nos particulados orgânicos e 

inorgânicos  suspensos  na  água;  e  insolubilizada,  usualmente  como  sulfetos  e  carbonatos 

(ZAGATTO & MOZETO, 2006).

A  existência  dessa  miríade  torna,  em  termos  práticos,  impossível  a  discriminação  de 

espécies  individuais  pelas  metodologias  usualmente  empregadas  (BATLEY,  1989),  sendo 

possível  apenas  a  identificação  de  grupos  com propriedades  físicas,  químicas  e  biológicas 

similares, o que já constitui um ponto útil na identificação e quantificação dos efeitos deletérios 

dessas espécies aos diferentes representantes da biota (ZAGATTO & MOZETO, 2006).

 Vários  fatores  abióticos  limitam  a  motilidade  físico-química  de  metais.  Metais  são 

imobilizados, por exemplo, pela precipitação como fosfato, carbonato, ou sais sulfidicos, e são 

menos disponibilizados para a biota (BABICH & STOTZKY, 1983). 

Para  que  um  composto  se  bioacumule  deve  ser  estável,  conservativo  e  resistente  a 

degradação. Por serem elementos da natureza, os metais são conservativos, sendo assimilados 

pelos  organismos  tanto  sob a  forma  de íons  em solução como sob a  forma de complexos 

organometálicos.  Neste  caso,  podem ter  sua  biodisponibilidade  aumentada,  facilitando  sua 

bioacumulação. Formas ionizadas de metais, embora solúveis em água, aderem aos tecidos e 

são  ativamente  bioacumuladas  pelo  organismo  (U.S.  ARMY,  1989ª).  Em  metais,  a 

biomagnificação pode ser significativa para formas alquiladas  hidrofóbicas,  pois  metais  são 

internamente regulados por organismos superiores (BURATINI & BRANDELLI, 2006).

Tal  como  a  partição  de  compostos  orgânicos  nos  ambientes  aquáticos,  a  partição, 

biodisponibilidade  e  a  conseqüente  toxicidade  dos  metais  são  processos  de  extrema 
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complexidade,  sendo  função  de  muitos  fatores  e  propriedades  dos  ambientes  em  questão 

(ZAGATTO & MOZETO, 2006). Cátions inorgânicos presentes em vários ambientes podem 

influenciar a biodisponibilidade e disponibilizar os metais para a biota. Competição por sítios 

na superfície celular entre cátions normalmente presentes num habitat específico e as formas 

catiônicas de metais podem reduzir a toxicidade destes metais (BABICH & STOTZKY, 1983).

 A incorporação de metais em complexos inorgânicos e organometálicos geralmente altera 

suas  propriedades  biológicas;  tais  modificações  parecem ser  responsáveis  pelo  aumento  da 

toxicidade, devido ao aumento da biodisponibilidade, como também podem levar á diminuição 

da toxicidade (BONAVENTURAL & JOHNSON, 1997).

Esses  conceitos  resultam  de  numerosos  mecanismos  controlando  o  destino  dos 

contaminantes  químicos  na  coluna  de  água  e/ou  compartimentos  de  sedimento.  A 

biodisponibilidade  de  metais  está  fortemente  relacionada  aos  efeitos  diretos  e  indiretos  de 

fatores  abióticos  que  determinam  as  reações  de  especiação,  complexações  com  diferentes 

ligantes  orgânicos  e  inorgânicos  dissolvidos  e  fases  particulares,  e  ao regime de exposição 

(TESSIER & TURNER, 1995).

Dentre  os  diversos  contaminantes  que  geralmente  ocorrem em ambientes  aquáticos,  os 

metais  têm recebido  atenção  especial  por  se  tratarem de  contaminantes  conservativos,  não 

sendo  biodegradados  ou  biotransformados,  permanecendo  como  contaminantes  persistentes 

dentro de ecossistemas e cadeias alimentares específicas (SMITH, 1993) e atravessando um 

clico hidrológico global, no qual a água é o principal caminho (TAM & WONG, 1995). Frente 

à  expansão  do  aporte  de  metais,  sua  presença  nos  ecossistemas  aquáticos  tem despertado 

interesse  sob  vários  aspectos,  incluindo  a  avaliação  do  destino  e  os  efeitos  desses 

contaminantes,  sua  distribuição  nas  cadeias  alimentares  e  sua  ciclagem  bioquímica 

(REINFELDER et al, 1998).

Nos  sistemas  aquáticos  os  metais  estão  presentes  em  vários  compartimentos  ou 

reservatórios. Uma descrição simplificada da posição dos metais nos ecossistemas aquáticos, 

feita por Salomons et al (1988), baseia-se em quatro reservatórios abióticos e três bióticos. Os 

sedimentos depositados, a água intersticial, o material em suspensão e a água superficial podem 

ser  distinguidos  como  reservatórios  abióticos.  Sob  condições  redutoras,  os  sedimentos 

depositados podem fornecer à água intersticial altas concentrações de nutrientes e metais, o que 

pode  influenciar  na  composição  da  água  superficial  através  de  processos  de  difusão, 

consolidação, erosão e bioturbação. Outra fonte importante de entrada é através da deposição 

por  via  seca (poeira)  ou úmida  (chuva,  névoa,  etc)  na superfície  dos  lagos,  Além disso,  a 
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morfometria da bacia dos lagos é importante na determinação das interações sedimento-água e 

na produtividade  resultante  desses elementos.  Formações  geológicas  e  solos superficiais  da 

bacia de drenagem são de grande importância para a entrada destes elementos no sistema e, 

consequentemente, na determinação da composição química do mesmo (BORG, 1995).

Segundo  as  características  de  mobilidade  dos  diferentes  elementos,  assim  como  sua 

habilidade em formar complexos e de se adsorver à partículas, Borg, em 1995, propôs uma 

classificação  simplificada  da  performance  dos  metais  mais  estudados  em  águas  de  lagos 

naturais que auxilia na compreensão das condições de biodisponibilidade e da toxicidade dos 

metais:

1) Elementos presentes principalmente na forma dissolvida: Zn, Cd, Ni, Mn, As

2) Elementos  presentes  principalmente  na  forma  de  complexos  orgânicos  coloidais  ou 

dissolvidos: Cu, Pb, Hg, Al, Fé

3) Elementos  muito  susceptíveis  ao  decréscimo  de  pH,  relativo  à  mobilidade, 

sedimentação, concentração e especiação: Al, Mn, Zn, Cd, Ni, Be

4) Elementos presentes principalmente adsorvidos a partículas: Al, Fé, Bb, Cr

5) Elementos presentes principalmente na forma de compostos organometálicos formados 

por biometilação: Hg, As, Sn, Se, Pb, Ti, Cd 

A descarga  de metais  em ambientes  aquáticos  pode  levar  a  inúmeras  respostas  físicas, 

químicas e biológicas que, segundo Moore & Rammamorthy (1984), podem ser classificadas 

em duas categorias principais: (1) os efeitos do ambiente no metal e (2) os efeitos dos metais no 

ambiente. A primeira categoria enfatiza que as condições nas águas receptoras podem conduzir 

a uma mudança na especiação de materiais de origem geoquímica e antropogênica, qualidade 

de efluentes industriais  e concentração de queladores e sólidos em suspensão. As respostas 

biológicas  na  segunda  categoria  são  também  freqüentemente  diversas,  sendo  de  grande 

interesse na ecotoxicologia. Dependendo das condições ambientais, pode haver mudanças na 

densidade, diversidade, estrutura da comunidade e composição das espécies da população. A 

natureza e extensão destas respostas biológicas  dependem amplamente da concentração das 

espécies de metais e de processos físicos na água e sedimentos. 

A toxicidade dos metais é um problema extremamente complexo (GUTHRIE & PERRY, 

1980; HAMOND & BELILES, 1980). Relaciona-se com pelo menos três tipos de influência: 

bloqueio  de  grupos  funcionais  essenciais  á  atuação  de  uma  biomolécula,  deslocamento  de 

outros  metais  presentes  no  sistema  e  modificações  na  conformação  de  sítios  ativos  e  na 

estrutura quaternária de proteínas.
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Em pelo menos alguma forma ou em algumas condições ambientais,  muitos metais  são 

capazes  de  induzir  tumores  ou  interagirem  com  material  genético  (COSTA,  KRAKER  & 

PATIERNO, 1984; KAZANTZIS & LILLY, 1986; NORSETH, 1988; WOO  et al, 1988). A 

distribuição do metal entre suas diferentes formas químicas e físicas, as quais podem apresentar 

diferentes potenciais carcinogênicos, dão uma nova dimensão a esta incerteza. Experimentos 

com  animais  podem  determinar  se  um  dado  metal  em  uma  certa  forma,  dose  e  via  de 

administração podem induzir câncer (MAGOS, 1991).

Testes in vitro têm auxiliado a identificar as formas ativas. Portanto, estudos em amimais e 

testes  in  vitro  não  apenas  complementam,  mas  também  auxiliam  a  interpretar  dados 

epidemiológicos e experimentais. Eles ainda confirmam a validade dos princípios básicos da 

toxicologia: não há efeito sem contato com o alvo. Considerando-se o alvo carcinogênico (na 

maior parte das vezes, material  genético),  para atingi-lo o metal  carcinógeno precisa passar 

através da membrana celular. Além disso, não pode haver reações bioquímicas primárias com o 

alvo sem que o metal carcinógeno esteja em sua forma reativa (MAGOS, 1991).

Entretanto, a despeito do considerável progresso na identificação de metais carcinógenos, o 

mecanismo pelo qual metais exercem seus efeitos carcinogênicos continua um enigma pelas 

seguintes razões: 

a)  sistemas  diferentes  de  avaliação  in  vitro,  como  células  bacterianas  e  células  de 

mamíferos, frequentemente dão resultados contraditórios (BAKER, 1984); 

b)  muitas  condições  experimentais,  como  administração  intramuscular  e  doses  únicas 

imensas,  não  são  adequadas  para  a  identificação  de  passos  cruciais  em  processos 

multicelulares; e 

c)  como  metais  carcinogênicos  muitas  vezes  identificados  não  possuem  características 

químicas  ou  bioquímicas  que  possam  ser  encontradas  em  outros  metais  (FURST,  1987; 

SCHLATTER, 1984) não é provável que eles ajam por um mecanismo em comum, como, por 

exemplo, um importante grupo de químicos orgânicos age através da alquilação do DNA.

Do ponto de vista prático, diferenças na farmacocinética dos metais de uma espécie para 

outra  em  vias  de  administração,  dose,  e  esquema  de  exposição  podem  contribuir  para 

diferenças na resposta carcinogênica entre animais testados e na população humana exposta. 

Diferenças na dissolução, transporte através de membranas, fagocitose, modificações no estado 

de oxidação, e o sítio dessa modificação contribuem para esta relação. De qualquer modo, a 

exposição  carcinogênica  de  metais  é  acompanhada  de  uma  reação  comum  em  animais 

experimentados e seres humanos (MAGOS, 1991).
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Estudos epidemiológicos têm confirmado que os metais aumentam a incidência de câncer 

quando a exposição ocorre a nível tóxico (MAGOS, 1991), mas, de acordo com Weisburger & 

Williams, 1987, um agente químico é um provável risco para o câncer humano se ele é ativo de 

modo confiável numa bateria de testes de curta duração; é definitivamente ativo (alta incidência 

de neoplasmas específicos, num período latente de menos de 18 meses) em vários estudos in  

vivo;  e  exibe  atividade  em  uma  série  de  doses.  Nenhum  dos  metais  satisfaz  todos  esses 

requisitos. 

A toxicidade de cada metal varia de acordo com a espécie, porém, segundo Ximenes, em 

2006, existe uma toxicidade relativa dos metais mais comuns no meio ambiente,  em ordem 

decrescente de periculosidade: mercúrio, prata, cobre, zinco, níquel, chumbo, cádmio, arsênio, 

cromo, estanho, ferro, manganês, alumínio, berílio e lítio. 

Estudos epidemiológicos e experimentais têm mostrado que a exposição crônica a alguns 

metais possuem efeitos adversos na saúde humana e pode estar implicada na patogênese do 

câncer (SHI et al, 2004).  

2.1 – Cobre

Segundo Moore e Ramamoorthy (1984), o Cobre é um metal macio e flexível, com uma 

condutividade elétrica e térmica alta. O cobre é amplamente distribuído na natureza em seu 

estado livre e em sulfitos, arsenitos, cloretos e carbonatos. Em ambientes aquáticos, o cobre 

ocorre tanto na forma solúvel como particulada e coloidal, sendo essas duas últimas as mais 

frequentes. A fração solúvel pode conter tanto o íon livre como o cobre complexado a ligantes 

orgânicos  e  inorgânicos.  Seu  transporte  se  dá  principalmente  na  forma  adsorvida,  sendo 

adsorvido rapidamente aos sedimentos, resultando em níveis de resíduos muito altos. As taxas 

desta  adsorção  variam de  acordo  com o  tipo  de  sedimento,  pH,  cátions  competidores  e  a 

presença de ligantes e óxidos de Fe e Mn. A desorção, por sua vez, também depende de pH, 

salinidade e da presença de compostos quelantes naturais ou artificiais. 

O cobre, normalmente, chega à água de consumo como resultado de corrosão dos materiais 

de encanamento, mas o contato com este metal pode ocorrer na agricultura em decorrência do 

uso de fungicidas e algicidas e nas indústrias de produção de cobre, de fabricação de fungicidas 

e na fundição de metais (BANU et al., 2004).

Em pequenas quantidades, o Cobre é um elemento essencial para a atividade de diversas 

enzimas biológicas, enquanto que em doses maiores é considerado tóxico (BHUNYA & JENA, 
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1996). Sua importância como elemento essencial aos seres vivos pode ser avaliada pelo grande 

número de proteínas e enzimas dependentes desse metal, participando de inúmeros processos 

biológicos,  onde  desempenha  funções  variadas  (KAIM  &  SCHWEDERSKI,  1995).  Em 

algumas  enzimas,  o  cobre  tem  papel  antioxidante,  catalisando  a  dismutação  de  radicais 

superóxido,  enquanto  nas  oxidades,  como  tirosinase,  catecol  oxidase,  amina  oxidase  ou 

galactose oxidase, catalisa a oxidação de vários substratos pelo oxigênio molecular, levando á 

formação de produtos carbonílicos (aldeído, quinonas, etc) e peróxido de hidrogênio (KAIM, 

2003).

O corpo humano contém cerca de 80 mg de cobre, e apenas cerca de 10 -18  M destes íons 

estão livres no organismo, ou seja, não estão ligadas a uma proteína carreadora ou aminoácido. 

Isso significa menos de uma molécula livre por célula (VALENTINE & GRALLA, 1997). O 

cobre está distribuído em todas as organelas celulares,  incluindo o núcleo,  as mitocôndrias, 

lisossomos,  retículo  endoplasmático  e  citosol  (CULOTTA,  et  al, 1997),  porém,  é 

predominantemente encontrado no núcleo e nas mitocôndrias de células vivas (BANU et al., 

2004).

O cobre também é encontrado em muitos  tecidos,  em teores  diferentes.  O cérebro  e  o 

coração  contêm uma  concentração  maior  do  que  todos  os  demais  exceto  o  fígado,  que  é 

responsável pelo armazenamento de cobre no organismo. Sua absorção é limitada no estômago 

e intestino delgado.  Uma vez que o cobre entra na corrente sanguínea, ele fica ligado a uma 

variedade de proteínas e compostos de baixo peso molecular. Mais de 90% do cobre no plasma 

sanguíneo está presente incorporado à ceruplasmina. O restante está coordenado à albumina e 

aminoácidos  (SARKAR,  2000).  Diversos  complexos  de  cobre  podem amplificar  o  estresse 

oxidativo  conduzido por  espécies  parcialmente  reduzidas  de oxigênio,  levando á  injúria  de 

moléculas essenciais como proteínas, lipídeos e DNA, sendo um importante estímulo para a 

apoptose (SHI, HUDSON & LIU, 2004). 

Apesar de ser essencial a todos os organismos, o cobre é considerado altamente tóxico 

às algas, fungos, sementes de plantas e invertebrados, e moderadamente tóxico aos mamíferos 

(BOWEN, 1966). Relata-se, especialmente, sua toxicidade para invertebrados marinhos e de 

água doce, No entanto, esta toxicidade é geralmente maior para organismos de água doce do 

que  para  organismos  marinhos,  refletindo  a  relativa  proporção  de  íons  de  cobre  livres  na 

solução (MOORE & RAMAMOORTHY, 1984). 

Em  mamíferos,  a  ingestão  de  grandes  quantidades  de  cobre  pode  causar  toxicidade 

sistêmica  incluindo  hemólise,  necrose  hepática,  sangramento  gastro-intestinal,  proteinúria, 
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hematúria, taquicardia, convulsões, coma e morte (BANU  et al., 2004). O sulfato de cobre, 

derivado  principalmente  da  indústria  de  couro  e  do  branqueamento  deste,  está,  ainda, 

relacionado com anemia histolítica não auto-imune (RUTSTEIN et al, 1983).

A toxicidade crônica pelo cobre pode, também, ser resultado da ingestão em concentrações 

pequenas, mas que excedem as necessidades nutricionais. (PERRIN, 1990). 

Um  número  de  metais  presentes  no  ambiente  ocupacional  tem  sido  reportado  na 

carcinogênese  humana,  entretanto  não foi  verificada  correlação  positiva  entre  exposição  ao 

cobre  e  câncer  (LINDER,  1983).  Em  trabalhos  realizados  neste  sentido,  a  ingestão 

intratesticular de sulfato de cobre induziu tumores testiculares em camundongos e galináceos, 

mas a administração intramuscular ou intraperitoneal de acetato de cobre e sulfeto de cobre não 

foram carcinogênicos em camundongos e ratos (WOO et al, 1988). O Cu (III) foi negativo para 

o teste de adenoma de pulmão em camundongos (STONER et al, 1976). Compostos coprosos, 

entretanto, suprimiram a carcinogenicidade da dietilnitrosamina, etionina, dimetilbenzeno, e o 

efeito promotor de ésteres de forbol (WOO et al, 1988).

Poucos trabalhos testando a genotoxicidade desse composto foram realizados em peixes, 

porém Cavas,  Garanko & Arkhipchuk (2005)  verificaram em  Cyprinus  carpio e  Carassius 

gibelio,  que a  dose 0,25 mg/L induziu  aumento  na freqüência  de micronúcleos  em sangue 

periférico, células de brânquias e de fígado, com uma maior sensibilidade destes tecidos em 

comparação ao sangue periférico.

A Dose Letal de 50% (DL50) do Sulfato de Cobre via oral em ratos está estabelecida em 

50mg/Kg.  O crescimento de ratos foi  retardado quando 30 mg/Kg de Sulfato de Cobre foi 

inserido em sua dieta (TOXNET, 1975-1986).

2.2 - Alumínio

O Alumínio (Al) é o metal mais abundante e o terceiro elemento mais comum na crosta 

terrestre  (NAYAK, 2002).  O alumínio  também está  presente  em pequenas  quantidades  em 

vários alimentos (GORMICAN, 1970; KOIVISTOINEN, 1980; SORENSON  et al, 1974), e 

compostos  a  base  de  Al,  tanto  solúveis  como  insolúveis,  são  permitidos  como  aditivos 

alimentícios em vários países (GANROT, 1986). Pequenas quantidades de Al3+ são também 

liberadas de utensílios de cozinha de alumínio, e são dissolvidos na comida, particularmente 

quando o alimento é ácido. Além disso, o Al3+ é comumente utilizado em purificação de água 

(LIONE, 1983). 
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Uma  solução  concentrada  de  oxicloreto  de  Al  é  muito  comumente  utilizada  como 

antitranspirante. Sais de Al têm sido também utilizados como antisépticos, como o acetato de 

Al. Finalmente,  compostos de Al são usados em um grande número de processos técnicos, 

como, por exemplo, catalisadores em industrias químicas, em industrias de papel, tingimento de 

têxteis, entre outros (GANROT, 1986).

 A média de alumínio ingerido por seres humanos varia de 5 mg a 3 g por dia (GREGER, 

1993).  A  fração  de  Al  que  atinge  a  circulação  sistêmica  e  não  é  excretado  pela  urina 

rapidamente, se acumula em tecidos periféricos, onde se liga fortemente (WARD et al., 2001). 

Nenhuma informação confiável sobre o conteúdo normal de Al3+ no organismo humano 

está disponível. Investigações disponíveis apenas relatam a comparação entre vários tecidos, ou 

comparam  tecidos  saudáveis  e  doentes.  Entretanto,  essa  padronização  é  muitas  vezes 

inadequada.  As provas julgadas confiáveis levam a crer que o conteúdo total  no organismo 

humano saudável está entre 30 e 50 mg. Cerca da metade está presente no esqueleto e ¼ nos 

pulmões  (ALFREY,  1981;  ALFREY,  1984;  ALFREY,  HEGG  &  CRASWELL,  1980; 

BURNEL et al, 1982). Com exceção dos pulmões, todo Al3+ no organismo provavelmente se 

origina da ingestão de comida (GANROT, 1986). 

A concentração de Al3+ aumenta com a idade nos tecidos pulmonares (ALFREY, 1980), 

fígado, rins e cérebro (MARKERBERY, et al, 1981; TRAUB et al, 1981).

Como muitos outros íons metálicos,  a absorção de Al3+ provavelmente aumenta quando 

substâncias complexadas  adequadas também estão presentes no intestino.  Íons de alumínio, 

como Al3+, são facilmente ligados a muitas substâncias e estruturas nos organismos. Portanto, 

seu metabolismo é determinado por sua afinidade a cada ligante e pela sua quantidade relativa e 

metabolismos (GANROT, 1986).

A  distribuição  intracelular  do  Al  entre  as  organelas  é  variável,  mas  os  lisossomos, 

mitocôndrias  e  núcleo são descritos como os principais  sítios de ligação  (DOBSON  et  al., 

1998). 

A cromatina e DNA são as estruturas celulares mais vulneráveis ao Al3+. O íon possui uma 

alta  afinidade pelo DNA, assim como ao RNA e muitos  mononucleotídeos,  se ligando aos 

grupos  fosfato.  A  quantidade  de  Al  ligado  é  extremamente  variável.  Possivelmente,  um 

complexo com Al/DNA –P em uma taxa de cerca de 1:3 é inicialmente formado. Entretanto, o 

excesso de Al pode aumentar esta taxa para mais de 2:1, mais provavelmente devido á ligação 

de íons OH. A ligação do Al3+ ao DNA é fortemente estável (MATSUMOTO et al, 2004).
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Seus efeitos tóxicos incluem deslocamento e/ou substituição de íons essenciais de sítios 

celulares  e  bloqueio  de  grupos  funcionais  de  moléculas  importantes,  como  enzimas, 

polinucleotídeos e sistemas essenciais de transporte de nutrientes (ELOVAARA et al, 1995). 

Isto resulta na desnaturação e inativação de enzimas e ruptura da integridade da membrana de 

organelas  celulares  (OVREBO  et  al,  1995).  Sabe-se,  ainda,  que  metais  interferem  na 

gametogênese,  inibem  a  embriogênese,  e  interrompem  o  desenvolvimento  em  diferentes 

estágios (AU et al 2001; FERNANDEZ & BEIRAS 2001). Muitos organismos podem inativar 

mecanismos  de  morte  celular  programada  em resposta  à  excessiva  acumulação  de  metais 

tóxicos (AGNELLO et al, 2007; SAMALI & COTTER, 1996).

Alguns  exemplos  conclusivos  de  efeitos  em enzimas  têm sido  publicados.  O efeito 

melhor  documentado  é  provavelmente  a  inibição  da  hexoquinase  (LAI  &  BLASS,  1984; 

NEET,  FURMAN & HUESTON, 1982)  o  que causa  a  tendência  de  o  ATP formar  fortes 

complexos com AL3+ (SOLHEIM & FROMM, 1980). Isto implica que Al3+ pode afetar muitas 

outras  reações  enzimáticas  onde  o ATP é  o substrato  (STAURNES, SIGHOLT & REITE, 

1984).  Entre  outras  enzimas  inibidas  pelo  Al3+ estão  a  adenilato  ciclase  (MANSOUR, 

EHRLICH & MANSOUR, 1983; STERNWEIS & GILMAN, 1982; TRAPP, 1980), fosfatase 

alcalina (REJ & BRETAUDIERE, 1980), acetilcolinesterase (MARQUIS & LERRICK, 1982), 

colinesterase  sérica  (MARQUIS,  1983)  e  ferroxidase  (HUBER  & FRIEDEN,  1970),  entre 

outras.

O Al3+ é tóxico para a maior parte das espécies de plantas, e este íon dissolvido no solo tem 

sido considerado como um dos maiores fatores limitantes de crescimento em muitas partes do 

mundo (FOY, 1974). Vários mecanismos podem contribuir para isto, e o mais importante é, 

provavelmente,  a  pronta  habilidade  do  Al3+ se  ligar  e  prevenir  a  absorção  de  fosfatos 

inorgânicos  pela raiz.  Além disso,  também parece inibir  especificamente o crescimento das 

raízes (MORIMURA, TAKAHASHI & MATSUMOTO, 1978). Há, ainda, indicações de que 

níveis elevados de Al3+ em lagos causam uma séria, e às vezes, letal, intoxicação em pássaros 

que vivem nos arredores (NYHOLM, 1981), além de danos nas brânquias e mortes entre peixes 

jovens (BROWN, 1983).

Apesar de se saber que muitos metais induzem danos ao DNA, a informação relacionada ao 

Alumínio é escassa (LANKOFF et al, 2006). 

Há  evidencias  de  que  o  Al  induz  aberrações  cromossômicas,  micronúcleos  e  troca  de 

cromátides-irmãs  em  linfócitos  humanos  (ROY  et  al,  1989;  MIGLIORE  et  al,  1999; 

BANASIK et al, 2005). A forma como o Al induz danos ao DNA não é conhecida, mas um 
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mecanismo provável é a indução de danos oxidativos.  A exposição ao Al é responsável pela 

promoção de espécies reativas de oxigênio e peroxidação lipídica (YOUSEF, 2004).  Além 

disso, este composto influencia a expressão gênica, altera fosforilação lipídica e inibe algumas 

enzimas celulares (LI et al, 1998). 

Sob certas condições experimentais,  o Al3+ demonstrou causar quebras cromossômicas e 

outras mutações cromossômicas em plantas, tanto durante a mitose quando durante a meiose 

(OEHLKERS, 1953). Apesar de o Alumínio e seus compostos serem geralmente considerados 

como não carcinogênicos, há relatos de que a implantação subcutânea de uma folha de Al em 

ratos  (O’GARA  &  BROWN,  1967)  ou  injeções  subcutâneas  de  Alumínio  dextran  em 

camundongos  (HADDOW & HORNING,  1960)  produziram altas  freqüências  de  sarcoma. 

Linfócitos  humanos  tratados  com AlCl3 por  72h demonstraram danos dose-dependentes  no 

DNA observados pelo Ensaio cometa (LANKOFF  et al,  2006). Padrões semelhantes  foram 

observados em experimentos com o teste de micronúcleos (BANASIK et al, 2005).

A intoxicação experimental com Al3+ pode causar degeneração neurofibrilar (NFD) em 

gatos  (CRAPPER,  KRISHNAN  &  QUITTKAT,  1976),  e  coelhos  (GALLE,  CAMPOS  & 

GIUDICELLI, 1983; GALLE & GIUDIECELLI, 1982). Em várias espécies, como humanos e 

ratos, o Al3+ parece não produzir facilmente NFD  in vivo, mas foi induzido em culturas de 

células do córtex cerebral de fetos humanos (DEBONI, SEGER & CRAPPER, 1980) e com 

células de neuroblastoma de camundongos (MILLER & LEVINE, 1974).  NFD é um depósito 

fibrilar  próximo  ao  núcleo  das  células  neuronais,  consistindo  em  filamentos  protéicos 

comprimidos em 10 nm. O mesmo tipo de NFD pode também ser induzido pela colchicina e 

inibidores  do  fuso  mitótico  similares  (WISNIEWSKI  &  SOIFER,  1979)  e  maitansinóides 

(GHETTI  &  GAMBETTI,  1983).  No  caso  do  NFD  induzido  por  Al3+,  paralelamente  ao 

aumento dos depósitos fibrilares, há também um forte decréscimo, de cerca de 20 vezes, no 

número de microtúbulos nos neurônios afetados (CRAPPER & DALTON, 1973), assim como 

morte dos dendritos (PETIT, BIEDERMAN & MCMULLEN, 1980). 

O  Al3+ também é  responsável  pelo  decréscimo  da  fluidez  das  membranas  lipídicas  no 

Thermoplasma acidophilum,  tanto  de membranas  isoladas  quanto de organismos  completos 

(VIERSTRA  &  HAUG,  1978),  além  de  inibir  o  capping  em  linfócitos  de  camundongos 

(MORITA, et al, 1982). A DL 50 em ratos e camundongos é de cerca de 1mmole/kg, variando 

de 0,80 a 1,2 mmole/kg  (SEIBERT & WELLS, 1979).
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3 – Genotoxicidade

Embora um dos mais importantes requisitos do material genético seja sua estabilidade, a 

capacidade de mudança também é necessária. Quando isso ocorre, considera-se que houve uma 

mutação (GARDNER & SNUSTAD, 1986). 

Uma  mutação  trata-se  de  uma  alteração  súbita  e  herdável  na  estrutura  do  material 

genético.  Como tal,  as  mutações  são  uma fonte  extremamente  importante  de  variabilidade 

genética  nas populações  de seres vivos,  sendo de fato a única fonte  de novas informações 

genéticas (BURNS & BOTTINO, 1988).  Por outro lado, as mutações são, em sua maioria, 

deletérias.  Muitos  dos  agentes  mutagênicos  mais  potentes  são  também  carcinogênicos. 

Portanto, se uma mutação se tornasse muito freqüente em uma espécie, ela criaria uma “carga 

genética” considerável, que, caso se tornasse muito grande, levaria à extinção dessa espécie 

(GARDNER E SNUSTAD, 1986).

Mutações  ocorrem  espontaneamente  ou  sob  a  influência  de  fatores  externos,  como 

substâncias químicas e radiações ionizantes. Há um grande número de testes de mutagenicidade 

de curta duração, que têm sido utilizados na tentativa de elucidar os mecanismos fundamentais 

da carcinogênese química (SHIMOI & TOMITA, 1991). 

De  uma  maneira  mais  ampla,  pode-se  denominar  os  agentes  que  causam mutações  de 

agentes genotóxicos, já que o termo “genotóxico” se refere a alterações letais e/ou hereditárias 

transmissíveis,  tanto nas células  somáticas  quanto nas germinativas  (VOGEL, 1989).   Esse 

termo foi popularizado para denotar produtos químicos reativos com o DNA, em contraste com 

outros  agentes  carcinógenos  que  atuam  se  combinando  aos  receptores  celulares 

(WEISBURGER & WILLIAMS, 2000). 

Os agentes genotóxicos modificam funcionalmente ou estruturalmente o material genético. 

Esses agentes foram classificados por Vieira, em 1987: os agentes genotóxicos mutagênicos 

causam mutação em ponto, que consistem em pequenas alterações no DNA não visíveis ao 

microscópio óptico; os agentes genotóxicos clastogênicos induzem aberrações cromossômicas 

estruturais;  e  os  agentes  genotóxicos  aneugênicos  provocam  aberrações  cromossômicas 

numéricas.

Alguns  desses  compostos  precisam  ser  metabolizados  para  exercerem  sua  ação 

genotóxica; desse modo, os agentes genotóxicos podem ser considerados agentes genotóxicos 

finais  ou  proximais.  Os  agentes  genotóxicos  finais  consistem  de  compostos  eletrofílicos 

capazes  de  se  ligar  aos  centros  nucleofílicos  das  moléculas  informacionais  sem  qualquer 
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ativação metabólica,  possuindo as propriedades intrínsecas necessárias para interagir  com o 

material  genético.  Já  os  agentes  genotóxicos  proximais  são  compostos  que  não  possuem 

propriedades  genotóxicas por si,  mas  são convertidos  pelo metabolismo celular  em agentes 

genotóxicos  finais.  Assim,  os  agentes  genotóxicos  proximais,  em geral,  têm seus  produtos 

metabólicos mais ativos do que os próprios (WRIGHT, 1980). 

De fato, o metabolismo desempenha papéis importantes na carcinogênese química, atuando 

tanto  na  ativação  quanto  na  inativação  de  substâncias.  Essas  enzimas  estão  presentes  no 

organismo para remover produtos naturais (como alcalóides, esteróides e terpenos) presentes 

normalmente na dieta. Outras substâncias, como drogas, produtos químicos industriais, e etc, 

são  reconhecidos  por  uma  similaridade  geral,  e  intermediários  reativos  são  partes  não 

planejadas do esforço metabólico de removê-los (JAKOBY, 1980; GUENGERICH, 2001).

Enzimas de fase I promovem oxidação e/ou redução, o que pode gerar produtos reativos 

(DIX & MARNETT, 1983).  O Citocromo P450, uma das mais importantes enzimas hepáticas 

de fase I, é responsável por reações específicas de ativação e detoxicação de cerca de 90% dos 

carcinógenos conhecidos e de outros agentes tóxicos (BLAKE et al., 1996; GUENGERICH, 

1978; GUENGERICH et al., 1982; GUENGERICH & SHIMADA, 1991).  As enzimas de fase 

II são consideradas enzimas de conjugação, e participam de várias reações de detoxicação de 

carcinógenos (GUENGERICH, 1997). Entretanto, essas enzimas de conjugação também podem 

ativar  pró-carcinógenos,  e  algumas  de  suas  reações  foram  encontradas  no  processo  de 

promoção  e  iniciação  tumoral  (BOBERG  et  al.,  1987;; MILLER  &  MILLER,  1966; 

WEISBURGER et al., 1964).

Carcinógenos  podem  ser  enzimaticamente  ativados,  se  transformando  em  eletrófilos 

reativos que podem se ligar ao DNA e causar mutações e câncer. As mesmas enzimas podem 

também detoxicar  os  mesmos  pró-carcinógenos.   Entretanto,  isso  não se  aplica  a  todas  as 

substâncias. Alguns agentes químicos agem se ligando diretamente aos receptores, aumentando 

a  transcrição  de  genes  específicos.  Em  outros  casos,  os  produtos  do  metabolismo 

aparentemente  não  se  ligam  covalentemente,  mas  conseguem  se  ligar  fortemente  a  certas 

proteínas e causar respostas tóxicas (BORGHOFF et al., 1990).

De acordo com Griffits et al. (2002), os mutágenos induzem mutações por mecanismos 

diferentes, como a substituição de uma base nitrogenada no DNA, alteração de uma base de 

modo que ela especifique um pareamento errado com outra base, bem como pela modificação 

de uma base, de uma maneira que essa não mais possa se parear com qualquer outra base 

nitrogenada sob condições normais.  Os danos ao DNA, que originam as mutações são eventos 
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simples,  relativamente  freqüentes  e  podem  resultar  da  ação  de  agentes  físicos  (radiações 

ionizantes  e  não  ionizantes),  químicos  (substâncias  genotóxicas  existentes  na  natureza  ou 

introduzidas  pelo  homem),  ou  serem sintetizados  endogenamente  como  espécies  ativas  de 

oxigênio e em processos inflamatórios, bem como serem provenientes de mutações espontâneas 

que podem surgir de eventos normais. As substâncias mutagênicas são capazes de iniciar  a 

transformação maligna da célula, enquanto um outro grupo de substâncias não genotóxicas ou 

epigenéticas,  conhecidas  como  promotores,  potencializam  o  efeito  carcinogênico  dos 

iniciadores  quando  aplicados  depois  destes.  Como  os  promotores  dependem de  uma  ação 

prévia  de um iniciador,  eles  são considerados  carcinógenos  incompletos.  Em contrapartida, 

como  os  iniciadores  genotóxicos  podem  per  se  levar  ao  tumor,  eles  são  considerados 

carcinógenos completos. Entretanto, as substâncias genotóxicas só são carcinógenos completos, 

isto é, funcionam também como promotoras, em doses elevadas, freqüentemente letais para a 

célula,  aplicadas  continuamente.  Para  a  iniciação  basta  uma única  exposição  a  doses  mais 

baixas, não letais (GOMES-CARNEIRO; RIBEIRO-PINTO & PAUMGARTTEN, 1997). 

Tendo em vista que cerca de 80% do câncer humano é devido a causas ambientais, há 

uma grande preocupação com a relação entre carcinogênese e mutagênese desses compostos 

(BURNS  &  BOTTINO,  1988).  Nas  últimas  décadas,  inúmeros  argumentos  experimentais 

foram acumulados  indicando  o papel  desempenhado  por  lesões  produzidas  no  DNA como 

agentes causais de mutações, do desenvolvimento de diversos tipos de câncer, do aparecimento 

de mal-formações congênitas e de outros processos patológicos (LEITÃO & GOMES, 1994). 

O monitoramento ambiental,  principalmente no que diz respeito a organismos 

expostos  a  poluentes,  utilizando  testes  em  sistemas  biológicos,  propicia  promissoras 

ferramentas para a identificação de poluentes capazes de causar dano à saúde humana e ao 

ambiente (DA SILVA; HEUSER; ANDRADE, 2003).

3.1 – Testes em Genética Toxicológica

A genética toxicológica trata do estudo de substâncias que podem danificar o DNA e os 

cromossomos  das  células.  Esses  danos  são  usualmente  medidos  como  mutações  gênicas, 

aberrações cromossômicas, quebras de fita e aductos de DNA, ou ainda como interferência com 

os mecanismos envolvidos no reparo destes danos. No intuito de estudar os efeitos de agentes 

químicos e radiações no DNA celular e nos cromossomos, tem sido desenvolvido um número 

expressivo de sistemas testes in vitro e in vivo (RIBEIRO & ANDRADE, 2003).
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O uso de testes  in vitro possui algumas dificuldades inerentes. Os testes com Salmonella  

tiphymurium detectaram cerca de apenas metade da amostra de 55 carcinógenos para roedores, 

e mais de 30% de agentes não carcinógenos em roedores foram positivos neste teste (ASHBY, 

1990).  Como  normalmente  uma  bateria  de  testes  é  usada,  cada  teste  possuindo  uma 

sensibilidade diferente,  o resultado final é uma mistura de positivos e negativos.  O mesmo 

material pode ser não mutagênico no teste com Salmonella e mutagênico em Escherichia coli; 

pode  ser  negativo  em testes  com bactérias,  mas  positivo  em testes  de mutação  gênica  em 

mamíferos (MAGOS, 1991). Os testes in vivo são especialmente relevantes para avaliar o risco 

genotóxico  porque  levam  em  consideração  fatores  como  o  metabolismo  in  vivo, 

farmacocinética e processos de reparo do DNA (KHRISHNA & HAYASHI, 2000).

a) Teste de Micronúcleos in vivo

O teste  de micronúcleos  baseia-se na detecção  de  pequenos núcleos  (micronúcleos) 

formados  por  fragmentos  restantes  de  danos  cromossômicos  induzidos  por  agentes 

mutagênicos, ou por cromossomos que se atrasaram em relação ao fuso mitótico (HEDDLE, 

1973; SCHMID, 1973 E 1975; YAMAMOTO & KIKUCHI, 1980). 

Os micronúcleos, também conhecidos na hematologia como corpúsculos de  Howel-Jolly, 

são geralmente círculos regulares remanescentes da cromatina nuclear observada em eritrócitos 

(KHRISHNA & HAYASHI, 2000). 

Os  micronúcleos  são  formados  durante  a  anáfase.  Na  presença  de  um  agente 

clastogênico, ocorre a quebra de algum cromossomo, formando fragmentos acêntricos que se 

atrasam em relação aos elementos com centrômero, quando estes se ligam aos pólos do fuso. Se 

houver a presença de um agente aneugênico,  ocorre uma disfunção no aparato mitótico,  de 

modo  que  algumas  cromátides  podem  também  se  atrasar  em  relação  aos  elementos  com 

centrômero.  Após a telófase, os cromossomos íntegros e os fragmentos de centrômeros dão 

origem aos núcleos filhos. Os elementos que se atrasam são incluídos nas células filhas, mas 

muitos se transformam em um ou vários núcleos secundários muito menores que o principal, 

recebendo a denominação de micronúcleos (HEDDLE & CARRANO, 1977; KHRISHNA & 

HAYASHI,  2000;  SATO  &  TOMITA,  2001). Portanto,  esse  teste,  quando  realizado 

apropriadamente,  é  capaz  de  detectar  tanto  a  clastogenicidade  quanto  a  aneugenicidade 

(KHRISHNA & HAYASHI, 2000). Além disso, quando utilizado animais vivos, inclui fatores 
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como absorção, distribuição e metabolização da substância em avaliação (SATO & TOMITA, 

2001).   

Um aumento na freqüência de eritrócitos micronucleados em animais tratados é uma 

indicação de indução de dano cromossômico, mas não é possível avaliar, nesse teste, o tipo de 

dano estrutural (KHRISHNA & HAYASHI, 2000). 

Em mamíferos, o micronúcleo tem entre 1/5 a 1/20 do tamanho do núcleo e geralmente 

há um micronúcleo por célula (SCHMID, 1975; VINE, 1990). No caso específico dos peixes, 

devido ao tamanho reduzido dos cromossomos em algumas espécies, esta proporção passa para 

a faixa de 1/10 a 1/30 do tamanho do núcleo (AL-SABTI & METCALFE, 1995; AYLLON; 

GARCIA-VAZQUEZ, 2000; GUSTAVINO et al., 2001).

 Uma  vez  que  os  micronúcleos  são  decorrentes  de  cromossomos  ou  quebras 

cromossômicas que foram perdidos no processo de divisão celular, a freqüência dos mesmos se 

encontra  comprometida  em populações  que  não  estão  em processo  de  divisão  (HEDDLE, 

1983).  Portanto,  este  teste  só  pode  ser  realizado  em populações  de  células  que  tenham a 

capacidade de entrarem em divisão. 

Preferencialmente, a análise deve ser feita após um único ciclo de divisão, em virtude 

da incerteza da permanência destas estruturas por mais de um ciclo (FENECH, 2000). Uma vez 

que  a  formação  dos  micronúcleos  só  pode  ser  observada  depois  da  ocorrência  da  divisão 

celular, as freqüências destes em um conjunto de células são dependentes do tempo que a célula 

leva para entrar em divisão, do tipo do tecido, da espécie que está sendo usada para o teste e de 

condições ambientais. Portanto, são necessários um controle e conhecimento prévio da cinética 

de divisão celular que será utilizada para o teste (AL-SABTI & METCALFE, 1995; FENECH, 

2000).

HOOFTMAN  e  DE  RAAT  (1982),  tomando  por  base  o  teste  do  micronúcleo 

originalmente  desenvolvido  por  SCHMID  (1975)  para  células  da  medula  óssea  de 

camundongos,  introduziram-no  nos  estudos  de  células  sanguíneas  de  peixes  mantidos  em 

laboratório.  Esta  modificação  do  teste  original  passou  a  ser  conhecida  como  Teste  do 

Micronúcleo Písceo (CARRASCO, TILBURY & MYERS, 1990).

Para HOSE  et al. (1987) este teste revelou grandes potencialidades por ser de rápida 

execução,  não dispendioso e  um excelente  indicador  da contaminação química  dos  peixes, 

sendo aplicável a qualquer espécie de peixe, independente de suas características cariotípicas.
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Desde o início de seus trabalhos, com o teste do micronúcleo com peixes, Hooftman e 

De Raat (1982) fizeram observações sobre alterações morfológicas nos núcleos eritrocitários, 

os quais normalmente são elípticos, mas que em alguns casos perdiam esta forma usual. 

HOSE  et al. (1987) descreveram alterações morfológicas nos núcleos de eritrócitos 

circulantes de peixes. Estas alterações são passíveis de serem utilizadas como indicadores dos 

efeitos  genotóxicos  de  substâncias  químicas  presentes  na  água  ao  serem  incluídas  nas 

contagens dos micronúcleos. 

Estas alterações podem ser classificadas como:

a) Blebbed (núcleos  em  bolha):  núcleos  com  uma  pequena  evaginação  da  membrana 

nuclear, parecendo conter eucromatina ou heterocromatina. Estas evaginações tomam o 

formato  de  delicadas  protusões  a  estruturas  em hastes  completamente  circunscritas, 

semelhantes aos micronúcleos, mas ainda ligadas ao núcleo principal.

b) Lobed (núcleos lobados): núcleos com evaginações mais largas e menos definidas do 

que as descritas para os Blebbed. Englobam um continuum de morfologia que varia de 

pequenos  “inchaços”  na  superfície  do  núcleo  até  a  presença  de  múltiplos  lobos, 

tomando a forma de halteres ou de trevos.

c) Vacuolated (núcleos  vacuolizados):  núcleos  que  apresentam  uma  região  com 

“vacúolos”, que se tratam de cavidades bem definidas destituídas de qualquer material 

visível no seu interior. Os vacúolos costumam ser demarcados por uma membrana e têm 

um diâmetro relativamente consistente entre todas as observações.

d) Notched (núcleos  entalhados): núcleos  que  apresentam  uma  fenda  bem  definida, 

geralmente  com  uma  profundidade  apreciável,  que  parecem  não  possuir  nenhum 

material nuclear e são delimitados pelo envelope nuclear (CARRASCO, TYLBURY & 

MYERS, 1990).

 O  teste  do  micronúcleo  em  eritrócitos  de  peixes  tem  se  mostrado  uma  técnica 

promissora  em  investigações  de  mutagênese  com  causas  ambientais  (AL-SABTI  & 

METCALFE, 1995).

 b) Ensaio Cometa

Vários  experimentos  têm sido desenvolvidos  para  mesurar  a  quebra  das  fitas  de  DNA, 

como o teste do cometa. Estes testes têm sido usados em estudos toxicológicos, em sangue e 

tecidos como o fígado após a destruição da amostra (WALKER, 1998).
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O Ensaio Cometa, também conhecido por SCGE (Single-Cell Gel Eletrophoresis), é uma 

técnica capaz de detectar dano ao DNA em células individualizadas. Enquanto os princípios 

básicos  são  idênticos,  diferentes  metodologias  têm  sido  desenvolvidas,  baseadas  tanto  na 

versão neutra de Ostling & Johanson (1984) como na versão alcalina de Singh et al (1988). As 

maiores variáveis técnicas que podem interferir com a sensibilidade e o poder de resolução do 

teste são: a concentração da agarose de baixo ponto de fusão; a composição da solução de lise; 

a  composição  do  pH do  tampão  da  eletroforese  e  as  condições  eletroforéticas,  tais  como 

voltagem, amperagem e duração (RIBEIRO & ANDRADE, 2003).

O  teste  do  cometa  mede  quebras  de  fitas  simples  e  duplas  em  células  individuais 

(FAIRBAIRN et al, 1995; SAZAKI et al, 1999; SING et al, 1988). As quebras de fitas de DNA 

são  produzidas  tanto  diretamente,  pelo  tratamento,  como  durante  o  reparo  por  excisão  de 

aductos de DNA (SPEIT & HARTMANN, 1995). 

A denominação do teste é baseada na aparência das células com o rastro da cauda do DNA, 

lembrando a forma de um cometa. Para a detecção de quebras de fita simples, a lise alcalina e o 

tampão  de  eletroforese  com  pH>13  são  recomendados.  Estas  condições  facilitam  o 

desenovelamento da dupla fita de DNA e a expressão dos sítios álcali-lábeis. Sob condições de 

pH  neutro  (aproximadamente  9),  por  outro  lado,  a  extensão  da  migração  do  DNA  é 

proporcional às quebras de fita dupla (RIBEIRO & ANDRADE, 2003).

O comportamento  do DNA em células  individualizadas  leva  em conta  sua organização 

dentro  do  núcleo.  Para  ser  compactado,  o  DNA  forma  alças  de  5-200  Kpb  em  seu 

enovelamento com proteínas histônicas, as quais são aderidas a uma rede protéica (COOK & 

BRAZELL, 1976/1978; ERIKSSON et al, 2002; RAZIN et al, 1995). Se células embebidas em 

agarose tiverem suas membranas lisadas por detergentes e suas proteínas nucleares (incluindo 

as histonas) extraídas com altas concentrações de sais, o DNA, maior e mais pesado que o 

restante dos componentes, ocupará o espaço no gel anteriormente preenchido por toda a célula, 

permanecendo  retido  numa  estrutura  residual  semelhante  a  um  núcleo,  designada  como 

nucleóide  (COOK  &  BRAZELL,  1976).  Dentre  as  poucas  proteínas  que  resistem  a  essa 

extração, estão as proteínas da matriz nuclear (OLIVE& BANÁTH, 1995).

O  ensaio  cometa  pode  ser  uma  ferramenta  interessante  para  monitoramentos  na 

demonstração de genotoxicidade de exposições e para investigar os impactos na integridade do 

dano no DNA, reparo e recuperação em espécies de interesse ambiental.  Neste sentido, três 

principais vantagens podem ser identificadas: (i) qualquer tipo de tecido, de qualquer espécie, 

com células nucleadas pode ser usado, (ii) são necessárias pequenas quantidades de amostras, 
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(iii)  o  ensaio  é  rápido,  sensível  e  relativamente  barato  (BELPAEME,  COOREMAN  & 

KIRSCH-VOLDERS, 1998; PROVOST et al, 1993; SINGH & STEPHENS, 1997). 

Os tecidos mais pesquisados em peixes, além do sanguíneo, são do fígado, por se tratar do 

principal  órgão do metabolismo,  das brânquias, devido ao seu contínuo contato com a fase 

aquosa  e  do  rim,  tecido  produtor  de  sangue  em  peixes  (BELPAEME,  COOREMAN  & 

KIRSCH-VOLDERS, 1998).

Este  ensaio  vem  sendo  proposto  para  estudos  de  toxicogenética  devido  a  suas 

peculiaridades  e  vantagens  quando comparado a outros testes  para detecção  de substâncias 

genotóxicas. Entretanto, agentes químicos não álcali-lábeis que induzem lesões no DNA não 

são detectadas (RIBEIRO & ANDRADE, 2003). Além disso, o teste do cometa é usado não 

para detectar mutações, mas lesões genômicas que, após serem processadas, podem resultar em 

mutação.  Estas  lesões  detectadas  pelo teste  do cometa  são,  portanto,  passíveis  de correção 

(BELPAEME, COOREMAN & KIRSCH-VOLDERS, 1998).

c) Hibridação fluorescente in situ (FISH)

A aplicação do método de hibridação fluorescente in situ (FISH) em estudos biológicos 

tem  se  expandido  rapidamente  em  vários  campos  do  conhecimento,  pelo  fato  deste  ser 

extremamente valioso para a detecção e localização das seqüências de DNA de interesse, além 

da  detecção  e  quantificação  de  alterações  cromossômicas  numéricas  e  estruturais 

(SAKAMOTO-HOJO et al, 1995).

A técnica de FISH envolve a marcação de nucleotídeos, fragmentos, ou seqüências de 

DNA específico, que é denominado de sonda. Posteriormente, este DNA-sonda liga-se à sua 

cadeia  de  DNA  complementar  (denominado  DNA-alvo)  em  um  cromossomo  intacto.  A 

localização deste DNA particular é feita com anticorpo marcado com um corante fluorescente, 

sendo observável  ao  microscópio  de  fluorescência  como um sinal  fluorescente.  Ou seja,  a 

técnica  de  hibridação  in  situ fluorescente  permite  a  localização  física  precisa  de  genes  ou 

seqüências de DNA diretamente nos cromossomos presentes nas preparações citológicas. Esta 

técnica, que tem como base a propriedade recombinante das cadeias complementares de DNA, 

foi desenvolvida no final da década de 60 e tem propiciado enorme progresso nos estudos da 

organização dos genomas.

O princípio do método se baseia no fato de que uma seqüência de DNA quimicamente 

modificada é capaz de anelar com uma seqüência de DNA ou RNA complementar nos tecidos 
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ou células fixadas. O processo de hibridação é alcançado após a desnaturação de ambas as 

seqüências  de  sonda  e  DNA-alvo.  Sondas  específicas  para  lócus  gênico,  geralmente  com 

marcação direta, são empregadas, permitindo a detecção de alterações no número de cópias de 

genes específicos, além de amplificação (GRAY et al., 1994) e fusões cêntricas (CHOPRA et  

al., 1999; RUBNITZ et al, 1999). 

Esta técnica é baseada na descoberta de Gall e Pardue, em 1969, e John, Brirnstiel e 

Jones (1969), que marcaram o RNA ribossomal hibridizado aos cromossomos acrocêntricos. 

Inicialmente,  os  isótopos  radioativos  foram  usados  para  a  técnica,  entretanto,  o  uso  dos 

fluorocromos é mais seguro, requer uma reação mais curta e pode proporcionar cores diferentes 

(MCNEIL & RIED, 2000).

 A técnica de FISH tornou-se o método mais promissor dentro da Citogenética nos 

últimos anos. Os segmentos de DNA ou RNA, quimicamente modificados, são utilizados como 

sondas e reconhecem especificamente um único par  cromossômico (Chromosome Especific  

Probe ou CSP), regiões específicas, tais como centrômeros e telômeros, ou até mesmo um loco 

sítio-específico (BÜHLER, 1989). O comprimento individual das sondas pode variar de poucos 

pares de base (oligonucleotídeos sintéticos)  até acima de 1 Mpb (YACs).  Sondas contendo 

elementos  repetitivos,  usadas  para  detectar  regiões  heterocromáticas  e  centroméricas  de 

cromossomos  individuais,  são  particularmente  úteis  na  investigação  de  aberrações 

cromossômicas  numéricas.  O  grande  tamanho  do  alvo  proporciona  a  detecção  eficiente  e 

permite a análise rapidamente. Já as sondas de cópia única podem ser clonadas em diferentes 

sistemas vetores (plasmídios, fagos, cosmídios, P1, BACS e YACs) que permitem variações no 

tamanho do inserto de 100pb até 1 Mpb. É aconselhável, entretanto, a utilização de sondas de 

DNA que tenham como alvo regiões cromossômicas maiores que 500 kb, para uma melhor 

visualização e detecção das mesmas. Diferentes fluorocromos em combinação, ou misturados 

em diferentes proporções, podem também ser utilizados para a detecção simultânea de sinais de 

diferentes cores (SWIGER & TUCKER, 1996; TUCKER et al., 1995; WIEGANT et al, 1993).

d) Cometa-FISH

Os genomas de organismos vivos estão continuamente em risco de sofrerem alterações 

estruturais  endógenas  e  induzidas  pelo  ambiente.  Lesões  no  DNA  em  sítios  genômicos 

específicos  podem levar  a  modificações  na seqüência  nucleotídica,  causando mutagênese  e 

respostas celulares que resultam em apoptose (SPIVAK et al., 2008).



22

O teste Cometa (Eletroforese em gel de células únicas) tem sido empregado desde o 

início da década de 1980 para estudar os efeitos de poluentes ambientais e riscos ocupacionais, 

a segurança de compostos terapêuticos, na toxicologia e para acessar a capacidade de reparo do 

DNA em populações humanas, de animais e plantas (MOLLER, 2005 e 2006). 

O  teste  Cometa,  entretanto,  permite  apenas  separar  o  DNA  fragmentado  do  não 

fragmentado, enquanto o FISH auxilia a detectar seqüências específicas de DNA de interesse, 

incluindo cromossomos inteiros (LIEHR et al, 2004). 

O FISH (Hibridização Fluorescente  in situ) foi primeiramente usado em combinação 

com células em eletroforese em gel de agarose para estudar a localização espacial de várias 

estruturas  cromossomais  em  fibras  desenoveladas  de  DNA  (SANTOS,  SINGH  & 

NATARAJAN,  1997).  Logo  depois,  vários  grupos  aplicaram  o  FISH  em  cometas  para 

pesquisas de danos ao DNA em sequências específicas (GLEI, HOVHANNISYAN & POOL-

ZOBEL, 2008). O termo “Cometa-FISH” foi proposto por Bock et al., em 1999.

Santos, Singh & Natarajan, em 1997, foram os primeiros a descrever o método que 

combina o teste do Cometa com o FISH, mas este método foi desenvolvido simultaneamente 

em outros  dois  laboratórios  (BOCK  et  al.,  1999;  MCKELVEY-MARTIN  et  al.,  1998).  A 

técnica Cometa-FISH é uma ferramenta útil para detectar danos e reparo gerais e em regiões 

específicas do DNA, combinando dois métodos bem estabelecidos (BAATOUT & DERRADJI, 

2004; BARKER et al, 2004; HUBER et al., 2001).

A combinação das duas técnicas tem, portanto, sido utilizada no estudo da distribuição 

dos danos e reparo do DNA em todo o genoma (HORVATHOVA et al., 2004) e na detecção de 

modificações  de  seqüências  no  DNA  de  células  individuais  (SANTOS,  SINGH  & 

NATARAJAN, 1997).

Desde seu desenvolvimento inicial, o Cometa-FISH tem sido usado para tratar de várias 

diferentes  questões  (GLEI,  HOVHANNISYAN & POOL-ZOBEL,  2008).  Primeiro,  ele  foi 

usado para identificar áreas específicas do cromossomo nas fibras do DNA e para determinar 

sua distribuição espacial (SANTOS, SINGH & NATARAJAN, 1997). Outras aplicações foram 

então  detectar  atividades  de  reparo  de  regiões  específicas  (HORVATHOVA  et  al.,  2004; 

MCKENNA  et al.,  2003; MELLON  et al.,  1986), efeitos  genotóxicos no DNA total  e nos 

telômeros  (ARUTYUNYAN  et al.,  2005),  ou em genes tumorais  relevantes,  como o TP53 

(SCHAEFERHENRICH  et  al.,  2003),  além  de  alterações  cromossomais  especificas 

(HARREUS  et  al.,  2004),  assim  como  instabilidade  genética  (TIRUKALIKUNDRAM, 
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KUMARAVEL & BRISTOW, 2005). O Cometa-FISH também tem sido usado para distinguir 

quebras na fita única ou dupla do DNA (FERNANDEZ et al., 2001). 

A análise comparativa de danos ao DNA pelo teste Cometa e pelo FISH nas mesmas 

amostras  foi  realizada  em  células  sanguíneas  humanas,  tratadas  com  doxorrubicina 

(ANDERSON, YU & BROWNE, 1997), linfócitos periféricos humanos e células pulmonares 

de Hamster Chinês tratados com metil metanosulfonato, ciclofosfamida e novos medicamentos 

(GIANNOTTI  et  al.,  2002;  MONTEITH  &  VANSTONE,  1995),  demonstrando  alta 

correspondência de resultados, e aperfeiçoando, assim, a interpretação dos resultados (GLEI, 

HOVHANNISYAN & POOL-ZOBEL, 2008).

O Cometa-FISH usando sondas telômero-específicas de ácido nucléico peptídico (PNA) 

foi aplicado para a detecção de seqüências teloméricas no DNA danificado de células tratadas 

com bleomicina citostática (BLM), mitomicina C (MMS) e cisplatina (ARUTYUNYAN et al., 

2004 e 2005). Telômeros localizados fora do núcleo foram considerados como danificados. O 

nível de fragilidade telomérica foi mensurado em leucócitos humanos normais para predizer 

efeitos  não  controlados  de  drogas  em  telômeros  em  tecidos  não  cancerosos  de  pacientes 

tratados.  Os  níveis  comparativos  de  danos  teloméricos  e  no  DNA  como  um  todo  foram 

avaliados também em linhagens celulares de tumores (HOVHANNISYAN et al., 2005). 

Adicionalmente,  neste  estudo,  a  técnica  Cometa-FISH foi  capaz  de  revelar  a  maior 

fragilidade  dos  telômeros  comparado  ao  DNA  total  em  leucócitos  humanos  não  tratados 

(ARUTYUNYAN et al., 2005). Estes resultados refletem as descobertas de Santos, Singh & 

Natarajan,  em  1997,  reveladas  pela  investigação  da  ultraestrutura  nuclear  com  FISH  em 

cometas,  que  mostraram  que  telômeros  estão  concentrados  principalmente  próximos  à 

membrana nuclear. A mesma localização espacial dos telômeros dá a eles uma maior chance de 

migração do núcleo após a indução de danos ao DNA (GLEI, HOVHANNISYAN & POOL-

ZOBEL, 2008).

4– Peixes

Ambientes  aquáticos  servem  como  os  maiores  depósitos  para  a  acumulação  de 

contaminantes  ambientais,  incluindo  carcinógenos,  portanto,  habitantes  destes  ambientes 

servem como sentinelas  para a  presença de toxicidade  dos contaminantes  destes  ambientes 

(GERALD, LEBLANC & LISA, 1997).



24

Evidências implicando contaminantes ambientais como agentes causadores da ocorrência 

de  neoplasias  em  peixes  têm  sido  relatadas  nas  últimas  quatro  décadas  (BLACK  & 

BAUMANN,  1991;  MIX,  1985).  Estudos  conduzidos  durante  a  década  atual  continuam 

demonstrando que as populações de peixes são responsivas aos carcinógenos ambientais. As 

evidências  demonstram que a elevada  incidência  de tumores  em populações  de peixes  está 

relacionada à presença de carcinógenos químicos no ambiente.

O mais simples e definitivo biomarcador de neoplasias em peixes é a detecção visual de 

tumores. Entretanto, a detecção de tumores francos em populações de peixes é uma medição 

tardia da resposta à contaminantes ambientais, com sensibilidade maior apenas que o uso da 

mortalidade.  Medições  histopatológicas  e  moleculares  de  eventos  iniciais  no  processo  de 

carcinogênese  podem  aumentar  a  sensibilidade  e  detecção,  e  possivelmente  sinalizar  a 

ocorrência  de exposição química na ausência  de proliferação de doenças entre a população 

exposta (GERALD, LEBLANC & LISA, 1997).

Como o mais numeroso e filogeneticamente diversificado grupo de vertebrados, os peixes 

nos ensinam sobre importantes princípios fundamentais relacionados aos processos da evolução 

de vertebrados, o desenvolvimento e os processos de doenças. Por mais de 100 anos, peixes dos 

primitivos peixes-bruxa aos avançados peixes de recife têm rendido introspecções únicas na 

biologia  celular,  fisiologia,  desenvolvimento  e  imunologia  (KANE,  GONZALEZ  & 

REIMSCHUESSEL, 1996; POWERS, 1989; WALTER, 2001).

Um elevado nível de conservação dos programas genéticos de controle do desenvolvimento 

e de processos fisiológicos fundamentais está presente entre todos os vertebrados, bem como 

entre invertebrados e vertebrados. O sistema endócrino, por exemplo, é altamente conservado 

entre peixes e outros vertebrados. Peixes possuem a maioria dos tipos de tecidos de mamíferos, 

exceto mama, próstata e pulmão. Peixes têm servido como sentinelas úteis para detectar os 

riscos ambientais, bem como eficientes e rentáveis modelos para mecanismos toxicológicos e 

avaliação de riscos ao longo de várias décadas (HARSHBARGER, 1990; HATANAKA et al, 

1982).

 Na escolha de um sistema modelo para a condução de uma investigação em particular, é 

essencial  perceber  que  nenhum  único  modelo  é  ótimo  para  enfrentar  todas  as  questões 

biomédicas. Cada espécie tem pontos fortes e fracos únicos (WOODHEAD, 1989). Espécies 

aquáticas  têm vantagens  distintas  como  modelos  para  a  investigação  biomédica,  incluindo 

custos pecuários muito mais baixos do que mamíferos (ZHANG et al, 2004). 
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Peixes  têm demonstrado  serem sensíveis  a  pequenos  níveis  de  contaminantes  no  meio 

aquático (METCALFE, 1989; POWDERS, 1989; WALKER et al, 1985; GARNER et al, 1990; 

TWERDOK et al, 1997), além de recebem exposição dermal em função de sua imersão total na 

solução de exposição, e de a ingestão do material testado também ocorrer através da respiração 

e alimentação (MARGARET et al, 2001).

4.1) Rhamdia quelen

O peixe jundiá (Rhamdia quelen), cujo cultivo vem crescendo progressivamente no Brasil, 

é uma espécie nativa, bem adaptada a diferentes ambientes e amplamente utilizada em viveiros 

de piscicultura (GOMES et al., 2000). O jundiá suporta temperaturas de inverno e cresce bem 

no verão, podendo alcançar entre 600 a 800 g de peso em oito meses, quando em densidades de 

2–4 peixes/m2 (BARCELLOS et al., 2004).

Esta  espécie  tem distribuição  neotropical,  do  sudeste  do  México  ao  norte,  e  centro  da 

Argentina ao sul (SILFVERGRIP, 1996). A sistemática do gênero  Rhamdia é confusa desde 

que  foi  descrita.  Em 1996,  Silfvergrip  realizou  uma ampla  revisão  taxonômica  do gênero, 

baseada em caracteres da morfologia interna, e concluiu que o gênero Rhamdia é formado de 

apenas  11  espécies  dentre  100 anteriormente  descritas.  Segundo o  mesmo  autor,  Rhamdia 

quelen pertence à seguinte divisão taxonômica: Classe: Osteichthyes, Série: Teleostei, Ordem: 

Siluriformes, Família: Pimelodidae, Gênero: Rhamdia, Espécie: Rhamdia quelen.

A coloração do jundiá varia de marrom avermelhado claro a cinza ardósia. A pigmentação 

da parte inferior da cabeça é variável. Os barbilhões têm crescimento alométrico negativo e esta 

relação é provavelmente aumentada devido à grande possibilidade de dano dos barbilhões em 

exemplares grandes (SILFVERGRIP, 1996). O Rhamdia quelen vive em lagos e poços fundos 

dos rios, preferindo os ambientes de águas mais calmas com fundo de areia e lama, junto às 

margens e vegetação. Escondem-se entre pedras e troncos apodrecidos, de onde saem à noite, à 

procura de alimento (GUEDES, 1980). Em experimentos com larvas e alevinos dessa espécie 

em cativeiro, observou- se uma acentuada aversão à luz e busca de locais escuros (PIAIA et al., 

1999). O melhor crescimento das larvas dessa espécie foi observado na faixa de pH de 8,0 a 8,5 

(LOPES, 1998). Os alevinos também suportam níveis consideráveis de dureza por 96h, sem 

mortalidade (TOWNSEND et al., 1997).

Adultos  de  Rhamdia  quelen são  onívoros,  com  uma  clara  preferência  por  peixes, 

crustáceos,  insetos,  restos  vegetais,  e  detritos  orgânicos  (GUEDES,  1980;  MEURER  & 

ZANIBONI FILHO,  1997).  Essa  espécie  movimenta-se  à  noite  e  sai  de  seus  esconderijos 
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depois das chuvas para se nutrir dos escombros deixados ao longo dos rios. Os organismos 

encontrados  no  conteúdo  gastrintestinal  de  Rhamdia  quelen não  são  restritos  ao  habitat  

bentônico,  indicando  que  essa  espécie  é  generalista  com  relação  à  escolha  de  alimento 

(GUEDES, 1980).
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II- OBJETIVOS

a) Objetivo Geral

- Avaliar o efeito da contaminação subcrônica via trófica por sulfato de 

cobre e sulfato de alumínio na espécie de peixe Rhamdia quelen.

b) Objetivos Específicos

-  Avaliar  o efeito  genotóxico da contaminação subcrônica via trófica de três 

concentrações de sulfato de alumínio e de quatro concentrações de sulfato de 

cobre em Rhamdia quelen por meio do teste de micronúcleos písceos (MN) em 

hemácias periféricas;

- Avaliar o efeito genotóxico da contaminação subcrônica via trófica de 

três concentrações de sulfato de alumínio e de quatro concentrações de sulfato 

de  cobre  em  Rhamdia  quelen por  meio  do  Ensaio  Cometa  em  hemácias 

periféricas e nas células dos tecidos hepático, cerebral e renal;

- Comparar as respostas obtidas para os xenobiontes utilizados (sulfato 

de  alumínio  e  sulfato  de  cobre)  a  fim  de  verificar  a  genotoxicidade  e 

citotoxicidade em contaminação subcrônica;

- Adaptar a nova técnica de Cometa – FISH para nucleóides de peixes.



28

   III- MATERIAIS E MÉTODOS

1 – Contaminação dos animais

Os ensaios foram realizados no Laboratório de Bioensaios de Mutagênese Ambiental do 

Departamento de Genética da Universidade Federal do Paraná.

Os organismos utilizados foram peixes da espécie  Rhamdia quelen  (Jundiá),  obtidos 

através de pisciculturas em número aproximado de 176 exemplares. As pisciculturas escolhidas 

não apresentaram histórico de contaminação ou fontes próximas que pudessem fazê-lo.

 Os animais foram aclimatados durante aproximadamente 30 dias em tanques de 100 

litros,  e  separados  para  os  bioensaios  em aquários  de 18 litros,  contendo 2 exemplares.  A 

temperatura da água foi mantida em torno de 28-29◦C, e a aeração controlada. 

Após a separação em duplas,  os peixes  foram condicionados a  se alimentarem com 

doses únicas e individuais de ração preparada com gelatina comercial sem sabor. 

Um total de 16 exemplares para cada grupo foram submetidos ás concentrações de 5 

mg/kg, 50 mg/kg e 500 mg/kg Sulfato de Alumínio e  5 mg/kg, 30 mg/kg, 50 mg/kg e 500 

mg/kg  de  Sulfato  de  Cobre,  paralelamente  aos  controles  negativos  acondicionado  sob  as 

mesmas condições de aeração, temperatura, luz e pH que os grupos tratados. 

O tratamento trófico foi realizado com o contaminante (sulfato de alumínio ou sulfato 

de cobre) adicionado à uma ração especialmente preparada. Esta preparação consiste de ração 

comercial apropriada triturada, misturada à gelatina incolor sem sabor fabricada pela empresa 

Dr. Oetker ®. Os peixes receberam no ensaio o preparado de ração em dose única a cada três 

dias, perfazendo um total de 20 doses totais ao final do período de 60 dias de contaminação.

Foram delineados dois grupos para controle negativo, cada um com 16 animais. Um 

deles recebeu a alimentação apenas com ração comercial  padrão, e o outro recebeu a ração 

preparada com gelatina comercial sem sabor, no mesmo esquema estabelecido para os grupos 

contaminados.

2 –Obtenção de material

Os animais foram anestesiados até a morte com Benzocaína diluída em etanol a 20%.

Com o auxílio de uma seringa U-100 para aplicação de insulina, com agulha 12,7mm x 

0,3mm, heparinizada, retirou-se o sangue periférico através da veia caudal. O sangue coletado 
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destinou-se, então, parcialmente ao esfregaço para o teste dos micronúcleos.  Do restante do 

material, aproximadamente 10µl foram diluídos em 1 ml de soro bovino fetal para a execução 

do teste cometa e do Cometa-FISH; cerca de 50µl do sangue foi diluído em Tampão Fosfato-

Salino (PBS), com pH de 7.2,  e destinado ao teste de viabilidade celular por Citometria de 

Fluxo. 

Os tecidos hepático, cerebral e renal foram extraídos e inseridos no escuro em tubos 

Eppendorf contendo 1 ml de soro bovino fetal, e imediatamente utilizados.

 

3 – Teste de micronúcleos

Para  o teste  de  micronúcleos  (MN) empregou-se a  técnica  descrita  por  Heddle,  em 

1973, e modificada por Carrasco et al., em 1990.

Imediatamente após a coleta, cerca de 10 µl de sangue foi colocado em uma lâmina de 

vidro  limpa  e  seca,  seguido  pela  realização  da  técnica  convencional  do  esfregaço.  Após  a 

secagem  em  temperatura  ambiente,  as  lâminas  foram  fixadas  em  etanol  absoluto  por  10 

minutos. 

Alguns minutos antes de serem analisadas, as células foram coradas com 0.003% de 

uma solução de laranja de acridina diluída em tampão Sorenson em pH 6.8. Este material foi 

analisado em microscopia de fluorescência, sob uma ampliação de 100X. Um total de 2.000 

hemácias por lâmina foram observadas quanto a presença de micronúcleos ou de anomalias 

nucleares,  e  diferenciadas  segundo  a  concentração  de  RNA  em Eritrócitos  Policromáticos 

(EPC) e Eritrócitos Normocromáticos (ENC). 

A análise estatística utilizou o teste Kruskall-Wallis. Esta análise foi realizada com o 

auxílio do software Bioestat 5.0.

4 – Ensaio Cometa 

A técnica utilizada para o Ensaio Cometa foi descrita por Singh et al., em 1988, com 

modificações segundo Ferraro et al., 2004. 

Previamente, lâminas limpas foram cobertas com agarose de ponto de fusão normal 

(NMP) a 1,5% em PBS, e secas em temperatura ambiente em posição horizontal.

Os tecidos coletados foram dispostos em microtubos do tipo Eppendorf contendo 1 ml 

de Soro Bovino Fetal. Este material foi desagregado em homogeneizador Potter a 1500 rpm por 
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cerca de 30 segundos, e em seguida diluído na proporção de 10μl da solução de sangue para 

120μl de agarose de baixo ponto de fusão (LMP) a 0,5% em PBS a cerca de 37◦C.

O tecido desagregado e diluído em LMP foi depositado sobre a lâmina previamente 

coberta com NMP, coberto com lamínula e acondicionado a cerca de 4ºC por 10 – 20 min. Em 

seguida, as lamínulas foram gentilmente retiradas, e as lâminas acondicionadas em solução de 

lise a 4ºC por um período de 72h. Cumprido o processo de lise, as lâminas foram dispostas em 

uma cuba  de  eletroforese  horizontal  mantida  a  4ºC em recipiente  com gelo,  cobertas  com 

tampão alcalino de eletroforese, por 25 minutos.

Os parâmetros da eletroforese foram acertados para 25 volts e 300 miliamperes, por 25 

minutos. Em seguida, as lâminas foram submetidas a três sequências de 5 minutos de solução 

de neutralização.

A fixação foi realizada com etanol absoluto por 5 minutos. Para coloração, 20μl de 

brometo de etídio foram adicionados cerca de cinco minutos antes da análise em aumento de 

400X em microscópio de epifluorescência equipado com filtro de excitação de rodamina (515 – 

560  nm)  e  um filtro  de  barreira  de  590 nm.  Foram analisadas  100  células  por  exemplar, 

avaliadas  de acordo com a intensidade da cauda e classificadas  em 5 classes pré-definidas, 

variando de 0 (sem dano) a 4 (dano máximo). Após quantificados, foram atribuídos escores 

através da somatória da  multiplicação do número de cometas encontrados em cada classe pelo 

valor da classe. 

A análise estatística utilizou o teste Kruskall-Wallis para comparar os grupos controle 

entre si, os grupos tratados entre si e com os grupos controles. Esta análise foi realizada com o 

auxílio do software Bioestat 5.0.

5 – Hibridização fluorescente in situ (FISH) em Cometa (Cometa-FISH)

O teste FISH-Comet, ou Cometa-FISH, foi inicialmente proposto por Santos, Singh & 

Natarajan,  em  1997,  e  utilizado  por  diversos  outros  grupos  em  células  humanas,  de 

camundongos, plantas e Hamster Chinês (GLEI, HOVHANNISYAN & POOL-ZOBEL, 2008; 

SPIVAK et al., 2008). A metodologia desenvolvida no presente trabalho visou incluir análises 

com sondas teloméricas em tecidos písceos. 

Para tanto,  as lâminas de vidro a serem utilizadas  foram lixadas com o auxílio de uma 

furadeira e lixa, de modo a gerar uma superfície irregular e otimizar a adesão da agarose.



31

A agarose para  a  camada-base  foi  preparada  com 0,5% de agarose de Ponto  de Fusão 

Normal (NMP) em Tampão Fosfato-Salina (PBS). Mantendo-a a uma temperatura média de 

cerca de 80◦C em banho-maria, 100 µl foram pipetados em uma lâmina. Imediatamente esta 

agarose foi espalhada com o auxílio de uma lamínula de vidro de 24 x 32 mm, percorrendo toda 

a sua extensão. Estas lâminas foram secas overnight, ao ar livre.

No dia anterior à execução do teste, estas lâminas foram cobertas com uma segunda camada 

de agarose NMP a 1% em PBS. 

A agarose NMP 1%, no momento do uso, foi fervida a 50◦C e mantida a esta temperatura 

em banho-maria. Em seguida, pipetou-se 400µl, os quais foram distribuídos longitudinalmente 

nas lâminas pré-cobertas e rapidamente cobertos com lamínula de vidro de 24 x 32 mm. 

Imediatamente após a segunda cobertura, as lâminas foram dispostas horizontalmente em 

bandejas  de  alumínio  previamente  geladas  no  freezer.  Em  seguida,  estas  lâminas  foram 

armazenadas no freezer em um recipiente escuro e fechado, com algodão umedecido. 

Após a extração dos tecidos e homogeneização destes em PBS, 1 volume da suspensão 

celular foi adicionada à 4 volumes da agarose LMP, e homogeneizadas com a própria pipeta. 

Rapidamente,  100µl  da  suspensão  celular  +  LMP  foram  pipetados  e  dispostos 

longitudinalmente na lâmina previamente coberta.  Imediatamente,  a lâmina foi coberta com 

lamínula de vidro de 24 x 32 mm e disposta em uma bandeja de alumínio previamente gelada.

Após cerca de 5 minutos, as lamínulas foram removidas e colocadas em solução de lise 

previamente gelada.

A eletroforese subseqüente foi feita com tampão alcalino, a 25V e 300 mA por 25 minutos, 

com a cuba imersa em gelo. As lâminas foram neutralizadas em três sessões de 5 minutos, e 

após secas, fixadas com etanol por 5 minutos.

As  lâminas  foram  colocadas  por  5  -  7  dias  em  etanol  absoluto  a  4°C.  Então  foram 

brevemente secas, sem deixar a agarose secar totalmente, e colocadas em água destilada por 10 

minutos. 

 As células foram, em seguida, desnaturadas em 0.5M NaOH por 25 minutos e desidratadas 

em séries de etanol de 5 min cada, a 70%, 85% e álcool absoluto, todos a –20ºC, e secar ao ar 

livre.  Simultaneamente  a  desidratação  em  série  alcoólica,  a  solução  de  hibridação  foi 

desnaturada a 100ºC por um período de 10 min e passada imediatamente ao gelo.

Para a hibridação, preparou-se a câmara úmida a 37ºC;  cada lâmina montada com 50µl de 

solução de hibridação e cobertas com lamínula, e deixadas overnight a 37ºC.
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As lâminas foram lavadas em formamida 15%/0,2xSSC pH 7.0 a 42 ºC durante 10min. 

Em seguida, lavadas em 4xSSC + 0.5% Tween 10 gelado por 5 minutos.

As lâminas foram então incubadas em PBS contendo 1% soro bovino albumina (BSA) 

por 15 minutos á temperatura ambiente. Em seguida, lavadas por três vezes durante 5min com 

Tween 0,5%/4xSSC, à temperatura ambiente. Em seguida, as lâminas foram incubadas com 

100  µl  de anti-digoxigenina rodamina conjugada (4µl  Anti digoxi rodamina/796  µl  NFDM) 

durante 1 h em câmara úmida e escura, a temperatura ambiente. A diluição do anticorpo (anti-

digoxigenina rodamina conjugada) foi de 5:1000.

As lâminas  foram então lavadas por três  vezes durante  5 minutos  cada com Tween 

0,5%/4xSSC,  á  temperatura  ambiente  ,  desidratadas   em álcool  70,  85 e  100%,  durante  5 

minutos cada, e secas á temperatura ambiente.

De uma solução de 400 µl de antifading mais 1 µl de DAPI (0,2 mg/mL), foram colocadas 40µl 

da mistura  em cada lâmina e coberta com lamínula.  Devem ser analisadas 50 cometas  por 

lâmina, quanto á localização na cabeça ou cauda dos sinais teloméricos.
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Capítulo I

Exposição trófica ao Sulfato de Cobre no peixe Rhamdia 
quelen e avaliação cito e genotóxica.
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Resumo

Em pequenas quantidades, o cobre é um elemento essencial para a atividade de diversas 

enzimas biológicas, enquanto que em doses maiores é considerado altamente tóxico às algas, 

fungos, sementes de plantas e invertebrados, e moderadamente tóxico aos mamíferos. Relata-

se,  especialmente,  sua  toxicidade  a  invertebrados  marinhos  e  de água doce.  O objetivo  do 

presente trabalho é verificar a genotoxicidade do sulfato de Cobre no bioindicador  Rhamdia 

quelen em contaminação subcrônica via trófica. Para tal, os peixes foram separados em grupos 

e tratados durante 60 dias, perfazendo um total de 20 doses, com 5 mg/kg, 30 mg/Kg, 50 mg/kg 

e  500 mg/kg de sulfato de Cobre inserido em ração especialmente  preparada com gelatina 

comercial  sem sabor. Os tecidos sanguíneo, hepático,  renal e cerebral  foram submetidos ao 

Ensaio Cometa alcalino, Teste de Micronúcleos Písceos e Viabilidade Celular por Citometria 

de Fluxo. Os resultados foram analisados através do teste de Kruskal - Wallis, e demonstraram 

que  o  tratamento  induziu  quebras  no  DNA  deflagradas   pelo  ensaio  cometa  nos  tecidos 
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cerebral,  sanguíneo,  renal  e  hepático,  sendo  o  o  sangue  o  tecido  mais  resistente  ao 

contaminante.  O teste de micronúcleos písceos não demonstrou alterações significativas em 

relação ao controle negativo, assim como a freqüência de eritrócitos policromáticos em relação 

ao número de eritrócitos  totais.  O grupo com tratamento na dose de 500 mg/Kg teve uma 

mortalidade de 81.25% durante os 60 dias de contaminação. Não foi observado um aumento na 

freqüência de células inviáveis no tecido sanguíneo.

 Palavras – Chave: Ensaio Cometa, Teste de Micronucleos, Siluriforme, Metal.

1. Introdução

Á medida que a humanidade aumenta sua capacidade tecnológica de intervir na natureza, 

surgem os conflitos quanto ao uso do espaço, dos recursos e da disposição dos resíduos no 

ambiente.  Como conseqüência  da industrialização,  houve a disponibilização de uma grande 

diversidade  de  produtos  químicos  potencialmente  tóxicos  e  a  geração  de  resíduos  em 

quantidade significativamente prejudicial ao ambiente (ZAGATTO, 2006).

Duas  classes  de poluentes  são de  enorme importância  prática  e  econômica.  Uma delas 

consiste  nos  resíduos  de  materiais  radioativos.  A outra  trata-se  da  categoria  dos  poluentes 

inorgânicos dos metais. Estes elementos naturais, encontrados na crosta terrestre, são utilizados 

em  muitos  processos  industriais,  um  uso  que  tem  resultado  em  sua  liberação  em  altas 

concentrações  e  em  formas  mais  acessíveis  do  que  é  típico  em  sistemas  naturais 

(BONAVENTURAL AND JOHNSON, 1997).

A  toxicidade  de  cada  metal  varia  de  acordo  com a  espécie,  porém,  segundo  Ximenes 

(2006), existe uma toxicidade relativa dos metais mais comuns no meio ambiente. Segundo esta 

classificação, o cobre é o terceiro metal em ordem decrescente de periculosidade.

O cobre está amplamente distribuído na natureza. Em ambientes aquáticos, ocorre tanto na 

forma solúvel como particulada e coloidal,  sendo essas duas últimas as mais freqüentes.  A 

fração solúvel pode conter tanto o íon livre como o cobre complexado a ligantes orgânicos e 

inorgânicos.  Seu  transporte  se  dá  principalmente  na  forma  adsorvida,  sendo  adsorvido 

rapidamente  aos  sedimentos,  resultando  em  níveis  de  resíduos  muito  altos  (MOORE  E 

RAMAMOORTHY, 1984)

Normalmente, o cobre chega à água de consumo como resultado de corrosão dos materiais 

de encanamento, mas o contato com este metal pode ocorrer na agricultura em decorrência do 
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uso de fungicidas e algicidas e nas indústrias de produção de cobre, de fabricação de fungicidas 

e na fundição de metais (BANU et al., 2004). Sua importância como elemento essencial aos 

seres vivos pode ser avaliada pelo grande número de proteínas e enzimas dependentes desse 

metal,  participando de inúmeros  processos biológicos,  onde desempenham funções  variadas 

(KAIM & SCHWEDERSKI, 1995). 

Apesar de ser essencial a todos os organismos, o cobre é considerado altamente tóxico 

às algas, fungos, sementes de plantas e invertebrados, e moderadamente tóxico aos mamíferos 

(BOWEN, 1966). Relata-se, especialmente, sua toxicidade a invertebrados marinhos e de água 

doce (MOORE & RAMAMOORTHY, 1984). 

Em  mamíferos,  a  ingestão  de  grandes  quantidades  de  cobre  pode  causar  toxicidade 

sistêmica  incluindo  hemólise,  necrose  hepática,  sangramento  gastro-intestinal,  proteinúria, 

hematúria, taquicardia, convulsões, coma e morte (BANU et al., 2004). O sulfato de cobre está, 

ainda, relacionado com anemia histolítica não auto-imune, derivado principalmente da indústria 

de couro e do branqueamento deste (RUTSTEIN et al, 1983).

Neste  trabalho  utilizamos  a  espécie  Rhamdia  quelen (Siluriforme)  para  verificar  a 

toxicidade  do Sulfato  de  Cobre  em exposição  sub-crônica,  por  60 dias,  através  do  Ensaio 

Cometa, Teste do Micronúcleos Písceos e Viabilidade Celular por Citometria de Fluxo.

2. Materiais e Métodos

2.1 Tratamento 

Oitenta juvenis de Rhamdia quelen, adquiridos comercialmente, foram distribuídos em 

número de 16 peixes em seis grupos, a saber: controle negativo com ração comercial (CRC), 

controle  negativo  com  o  veículo  utilizado  para  os  tratamentos,  que  consistiu  em  ração 

comercial preparada com gelatina incolor sem sabor (CRG) e quatro grupos com tratamento 

subcrônico por via trófica com Sulfato de Cobre nas doses de 5mg/kg, 30 mg/Kg, 50 mg/kg e 

500  mg/kg  de  peso  do  peixe,  durante  60  dias,  perfazendo  20  doses.   Os  animais  foram 

aclimatados  durante  aproximadamente  30 dias em tanques de 250 litros,  após o que foram 

separados em duplas em aquários de 18 litros. A temperatura da água foi mantida em torno de 

26◦C,  sob  aeração  e  iluminação  controladas  (12h/12h  claro/escuro).  Após  a  separação  em 

duplas,  os  peixes  foram condicionados  por  20  dias  a  se  alimentarem com doses  únicas  e 

individuais de ração preparada com gelatina comercial sem sabor (Dr. Oetker®). 
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2.2 Amostras

Cada espécime foi anestesiado com benzocaína a 20% (Merck, Darmstadt, Alemanha), 

de acordo com as recomendações de Gontijo  et al, 2006, e em seguida pesados, medidos e 

sexados. O sangue periférico foi retirado da veia caudal com auxílio de uma seringa U-100 e 

agulha  12,7mm x  0,3mm  e  heparinizada.  Foram  retirados  10µl  de  sangue  que  forma 

imediatamente diluídos em 1 ml de soro bovino fetal para a execução do teste cometa; cerca de 

50µl  do  sangue foi  diluído  em Tampão  Fosfato-Salino  (PBS)  (pH = 7.2),  para  o  teste  de 

viabilidade celular por Citometria de Fluxo.  Cerca de 10 µl de sangue foi colocado em uma 

lâmina de vidro limpa e seca, seguido pela realização da técnica convencional do esfregaço 

para o Teste de Micronúcleos Písceo. Os tecidos hepático, cerebral e renal foram extraídos e 

armazenados  no  escuro  em  tubos  Eppendorf contendo  1  ml  de  soro  bovino  fetal,  e 

imediatamente desagregados.

2.3 Ensaio cometa alcalino 

A técnica utilizada para o Ensaio Cometa foi descrita por Singh et al., em 1988, com 

modificações  segundo  Ferraro  et  al.,  2004  e  Ramsdorf  et  al,  2009.  12  µl  do  sangue 

homogeneizado  foram diluídos  em 120  µl  de  agarose  de  baixo  ponto  de  fusão  (LMA)  e 

colocado em uma lâmina coberta por agarose de ponto de fusão normal.  As lâminas foram 

submersas na solução de lise (solução de lise estoque: NaCl (2,5 M), EDTA (100 mM), Tris 

(10 mM), NaOH (0,8 %), N-lauril-sarcosinato (1%); solução de lise uso: triton X100 (1%), 

DMSO (10%) na solução de lise estoque), por 72 h a 4oC. Na etapa seguinte, as lâminas foram 

primeiramente imersas em uma solução de NaOH (10 N) e de EDTA (200 mM), pH 13 por 25 

minutos, para efetuar a desnaturação do DNA, e submetido então à eletroforese a 300mA, 25V 

por 25 min. Após a neutralização em Tris 0,4M, pH 7,5 e fixação no álcool etílico absoluto por 

10 min, os cometas foram corados com 0,02 g/ml de brometo de etídeo e analisados usando um 

microscópio  de  epifluorescência  Leica  DMLS2.  Cem  cometas  em  cada  lâmina  foram 

classificados visualmente como pertencendo a uma das cinco classes predefinidas, conferindo 

valores de 0 (sem danos) a 4 (dano máximo).

 

2.4 Teste do Micronúcleo Písceo
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Para o teste de micronúcleos (MN) empregou-se a técnica descrita por Heddle, em 1973 

e Schmid (1975) e as alterações morfológicas nucleares foram analisadas segundo Carrasco et  

al. (1990). Imediatamente após a coleta, cerca de 10 µl de sangue foi colocado em uma lâmina 

de vidro limpa e seca,  seguido pela realização do esfregaço.  As lâminas foram fixadas em 

etanol absoluto por 10 minutos, e as células coradas com 10 µl de solução de 0.003% de laranja 

de acridina diluída em tampão Sorenson em pH 6.8. Este material foi analisado em microscopia 

de fluorescência, sob uma ampliação de 100X. Um total de 2.000 hemácias por lâmina foram 

observadas quanto à presença de micronúcleos e anomalias nucleares, e diferenciadas segundo 

a concentração de RNA em Eritrócitos Policromáticos (EPC) e Eritrócitos Normocromáticos 

(ENC), conforme Ueda et al (1992), modificada por Çavas et al (2005). 

2.5 Citometria de fluxo 

A aquisição de dados de distinção entre células necróticas e viáveis foi realizada por 

uma  análise  com  foco  nas  características  morfológicas,  presença  de  restos  celulares  e 

integridade de membrana em um citômetro FACScalibur equipado com um laser íon argônio a 

488nm. Para as medidas, um total de 20.000 células foram coletadas de cada tubo de amostra 

usando programas CellQuest e WinMDI 2.9. Para avaliar a integridade de membrana, utilizou-

se  7-amino-actinomicina  D  (7-AAD)  0,25µg/50µl  de  sangue,  incubado  por  10  minutos  à 

temperatura ambiente no escuro (SCHMID et al, 1994).

2.6 Análise estatística 

O teste  de  Kruskal-Wallis  foi  usado  no  ensaio  cometa  e  no  teste  de  micronúcleos 

písceos  para comparar  as  diferenças  entre  os  controles  e  as doses  utilizadas  (5 mg/Kg,  30 

mg/Kg, 50 mg/Kg e 500mg/Kg). Em caso de significância, os dados foram submetidos ao teste 

de Dunn. Para a citometria  de fluxo,  os dados obtidos foram submetidos a uma análise de 

variância (ANOVA) para determinar a significância estatística. O teste de Tukey foi executado 

quando  os  efeitos  eram  significativos.  Para  todos  os  testes,  um  valor  de  p  <  0,05  foi 

considerado estatisticamente significativo.

3. Resultados

O  grupo  com  tratamento  na  dose  de  500  mg/Kg  de  sulfato  de  cobre,  teve  uma 

mortalidade de 81.25% durante os 60 dias de contaminação. Os indivíduos sobreviventes foram 
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os que se recusaram a ingerir a ração com sulfato de cobre. Portanto percebemos que esta dose 

(500mg/kg CuSO4) é muito tóxica para os jundiás, inviabilizando um bioensaio subcrônico

O Ensaio Cometa foi executado nos tecidos sanguíneo, hepático, cerebral e da porção 

anterior do rim. Os resultados obtidos não demonstraram diferenças em nenhum dos tecidos 

estudados quando comparados os dois grupos controle.

Os grupos que receberam as rações contaminadas  por 60 dias nas doses de 5, 30 e 

50mg/kg  obtiveram  danos  maiores  do  que  os  exibidos  pelos  controles;  entretanto,  os 

tratamentos não induziram danos diferentes entre si. 

No tecido sanguíneo, os escores observados na comparação entre as doses de sulfato de 

cobre foram semelhantes, mas apresentaram diferença em relação aos controles, com p=0,0002; 

p=0,0001 e p=0,0006 para as doses de 5, 30 e 50 mg/Kg, respectivamente (Figura 1A). No 

tecido  hepático  os  danos  causados  ao  DNA pelas  doses  de  5  mg/Kg (p=0,01),  30  mg/Kg 

(p=0,0009)  e  50  mg/Kg (p=0,0001)  também se mostraram maiores  do  que os  obtidos  nos 

controles. Entretanto, foi observada uma diferença entre as dosagens de 5 e 50mg/kg (p=0,005), 

onde a segunda se mostrou mais prejudicial ao DNA (Figura 1B). No tecido renal os escores 

obtidos pelo Ensaio Cometa levaram a resultados diferentes dos escores obtidos pelos controles 

(p=0,0002 para 5 mg/Kg; p=0,006 para 30 mg/Kg e p<0,0001 para 50 mg/Kg). A dose de 50 

mg/Kg induziu mais danos do que a dose de 30 mg/Kg (p=0,009) neste tecido (Figura 1C). O 

tecido  cerebral  não  apresentou  diferenças  entre  as  doses  de  5  e  30  mg/Kg,  mas  ambas 

ocasionaram danos maiores ao DNA do que os observados na dose de 50 mg/Kg (p=0,04). As 

doses  de  5 mg/Kg (p<0,0001),  30 mg/Kg (p<0,0001)  e  50 mg/Kg (p= 0,04)  apresentaram 

resultados diferentes dos obtidos nos controles negativos.

Na avaliação comparativa entre os tecidos nas três dosagens, os resultados mostraram 

que na dose de 5 mg/Kg o DNA do tecido cerebral mostrou-se mais afetado do que os outros 

tecidos, com p= 0,02 na comparação com o tecido sanguíneo, p<0,0001 com o tecido hepático 

e p=0,02 considerando-se a comparação com o tecido renal (Figura 2A). O mesmo se deu com 

a dose de 30 mg/Kg, onde observou-se no cérebro escores maiores do que os encontrados nos 

outros tecidos,  com p=0,005 para o sangue,  p=0,001 para o fígado e  p<0,0001 para o rim 

(Figura 2B). Em contraste com estes resultados, na maior dose de sulfato de cobre (50 mg/Kg), 

não  houve  diferença  significativa  entre  os  tecidos  (Figura  2C),  de  forma  semelhante  aos 

resultados observados nos controles negativos (Figuras 2D e 2E).
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Os micronúcleos e alterações nucleares foram analisadas de acordo com Carrasco et al, 

1990.  Estes  autores  dividem  as  lesões  nucleares  em  Micronúcleos,  Núcleos  em  Bolha 

(Blebbed), Núcleos Lobados (Lobed), Núcleos Vacuolados (Vacuolated) e Núcleos Entalhados 

(Notched), de acordo com sua morfologia.  Tais lesões podem ser agrupadas de acordo com o 

significado  destas  em combinações  MB (Micronúcleos  e  Blebbed),  MBLN (Micronúcleos, 

Blebbed, Lobed e Notched) e VN (Vacuolated e Notched). 

Pelo  teste  de  micronúcleos  písceos  em  eritrócitos  de  Rhamdia  quelen após 

contaminação subcrônica via trófica por 60 dias com sulfato de cobre, a dose de 5mg/Kg gerou 

combinações MB (p=0,0001) e VN (p=0,003) que se mostraram diferentes da freqüência de 

micronúcleos  (Figura  3A).  A dose  de  30 mg/Kg obteve  freqüências  das  combinações  MB 

(p=0,09), MBLN (p<0,0001) e VN (p=0,001) diferentes da observada nos micronúcleos.  A 

combinação MBLN foi encontrada em maior freqüência do que a MB, com p= 0,03(Figura 

3B).  Resultados  semelhantes  foram  observados  na  dose  de  50  mg/Kg,  com  p=0,03  na 

comparação entre MN e MB, p<0,001 entre MN e MBLN e p=0,003 entre MN e VN (Figura 

3C). 

Considerando-se as alterações  totais,  a dose de 5 mg/Kg apresentou uma freqüência 

menor do que na dose de 30mg/Kg, que por sua vez  divergiu da dose de 50 mg/Kg (p<0,0001) 

e  dos  controles.  Não  há,  entretanto,  diferenças  estatisticamente  significativas  entre  os 

tratamentos  das  doses  de 5 e  50 mg/Kg e  os  grupos  controle.  Estes  resultados  podem ser 

observados na figura 3D. 

Quando analisadas entre as diferentes doses (tabela 1), a combinação MB foi diferente 

entre as doses de 5 mg/Kg e 50 mg/Kg (p=0,001), assim como entre 5 mg/Kg e os controles 

negativos.  Resultados  semelhantes  foram  observados  na  combinação  de  alterações  VN 

(p=0,0001).  As  lesões  MBLN  se  mostraram  diferentes  entre  as  doses  de  5  e  30  mg/Kg 

(p<0,0001), e entre 30 e 50 mg/Kg (p=0,0004). As demais foram semelhantes entre si e ao 

controle negativo. 

Na  tabela  2  podemos  verificar  as  freqüências  das  lesões  nucleares  de  forma 

individualizada. Os núcleos em bolha tiveram uma prevalência maior na dose de 30 mg/Kg em 

relação  ao  controle.  Os núcleos  lobulados,  por  sua  vez,mostraram diferenças  significativas 

entre as doses de 5 e 50 mg/Kg, e 30 e 50 mg/Kg. As demais lesões (núcleos entalhados e 

vacuolizados) se mostraram semelhantes entre os tratamentos e controles. 

A freqüência de eritrócitos policromáticos em relação ao número de eritrócitos totais 

(%EPC),  descrita  na figura 4,  se  mostrou  aumentada nas doses de 30 e 50 mg/Kg quando 
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comparadas  com  a  dose  de  5  mg/Kg.  Entretanto,  nenhuma  das  doses  obteve  freqüências 

diferentes das observadas nos controles negativo.

Os  resultados  para  o  teste  de  viabilidade  celular  com  7-AAD  não  demonstraram 

diferenças na viabilidade das células tratadas com sulfato de cobre e o controle negativo (figura 

5). 

4. Discussão

Diversos trabalhos com testes de toxicidade agudos e subagudos têm mostrado que o cobre 

é altamente tóxico a peixes (KEEHAE & GANG-JOON, 2009). Entretanto, poucos trabalhos 

testando  a  genotoxicidade  desse  composto  foram  realizados  em  peixes  e  nenhum,  até  o 

momento, em bioensaio trófico.

Chairi  et  al (2010)  usou o  teste  cometa  para  analisar  os  danos  causados  pela  injeção 

intraperitoneal  de sulfato de cobre na concentração de 2 mg/Kg após 3h, 24h e 6 dias,  em 

espécimes de Solea senegalensis, Dicologlossa cuneata e Scophthalmus rhombus, encontrando 

níveis cumulativos de genotoxicidade. O sulfato de cobre também induziu um aumento nos 

danos observados pelo ensaio cometa em eritrócitos de Sparus aurata (GABBIANELLI et al, 

2003). 

O trabalho mais recente em que foi utilizado o sulfato de cobre como controle positivo em 

uma  espécie  endêmica  brasileira,  Geophagus  brasiliensis,  foi  de  Benincá  et  al  (2011).  Os 

autores  utilizaram  66  exemplares  de  G.  brasiliensis distribuídos  ao  acaso  em  3  aquários 

expostos às concentrações de 10 μM (1X10-5 g.L-1), 43 μM (4,3X10-5 g.L-1) e 100 μM (1X10-4 

g.L-1) por 72 horas. Na maior dose, que correspondeu a 100 mg/l, todos os peixes morreram em 

24  horas.  Nas  outras  duas  concentrações  a  diferença  não  foi  significativa  para  o  teste  do 

micronúcleo písceo (MN + alterações nucleares), mas foi significante para o ensaio cometa no 

tecido sanguíneo e no tecido renal.

O  presente  trabalho  apresentou  danos  ao  DNA  que  sugerem  a  genotoxicidade  deste 

composto  pelo  ensaio  cometa  nas  doses  de  5,  30  e  50  mg/Kg,  com  resultados 

significativamente  diferentes  dos  controles  negativos.  Não  ocorreu,  entretanto,  um  efeito 

acumulativo do sulfato de cobre, uma vez que os tratamentos não induziram danos diferentes 

entre si pelo teste do cometa. Isso pode se dar como consequência de possíveis diferenças de 

resistência e sensibilidade em espécies diversas, e também porque reações a uma exposição 

subcrônica são diferentes das observadas em exposições agudas. Na verdade, respostas tóxicas 

podem variar substancialmente de acordo com a espécie (KEEHAE & GANG-JOON, 2009).
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 Çavas & Ergene-Gozukara (2005), verificaram em Cyprinus carpio e Carassius gibelio 

que a dose 0,25 mg/L induziu aumento na freqüência de micronúcleos e células binucleadas em 

sangue periférico, células de brânquias e de fígado, com uma maior sensibilidade destes tecidos 

em comparação  ao sangue periférico.  Nossos resultados  corroboram este  estudo;  no ensaio 

cometa, o fígado apresentou danos maiores após o tratamento na dose de 50 mg/Kg quando 

comparado à dose de 5 mg/Kg, o que não ocorreu  com o tecido sanguíneo  (Figura 1). O 

fígado  é  um  órgão-alvo  para  a  detoxificação  e  armazenamento  de  metais  em  peixes 

(ARELLANO et al,  1999),  e estudos prévios usando sulfato de cobre demonstraram danos 

significativos  em hepatócitos  (OLIVA et al,  2007, 2009;  CHAIRI et al,  2010).  Portanto,  é 

razoável esperar que se trate de um tecido sensível a diferentes doses. O tecido renal e cerebral 

se mostraram tão sensíveis quanto o fígado, em detrimento ao sangue periférico. Este resultado 

demonstra a necessidade de se utilizar tecidos diversos em experimentos in vivo com o Ensaio 

Cometa.

Kamlesh  &  Sunil,  em  2009,  também  encontraram  um  aumento  na  freqüência  de 

micronúcleos após a exposição de  Channa punctata a doses subletais de Cu(III). Resultados 

semelhantes foram relatados por Bagdonas e Vosyliene (2006), quando expuseram a espécie 

Oncorhynchus mykiss a diferentes concentrações de Sulfato de cobre, assim como Talapatra e 

Banerjee (2007) em brânquias, rins e eritrócitos de Labeo bata. Bhunya e Pati (1987) também 

relataram um aumento dose-dependente na freqüência de micronúcleos em células de medula 

óssea de camundongos após exposição a sulfato de cobre. Em nosso trabalho, entretanto, não 

foram  encontradas  freqüências  significativas  de  micronúcleos  em  nenhuma  das  doses 

utilizadas. 

Apesar de o teste de micronúcleos em amostras de sangue periférico ser particularmente 

indicado para condições  de exposição crônica,  como resultado do fato de que a  circulação 

periférica reflete os eventos ocorridos no período de vida dos eritrócitos circulantes (UDROIU, 

2006), há possíveis limitações para este uso. Resultados de estudos de exposição a longo prazo 

em peixes revelaram que a freqüência de micronúcleos em eritrócitos decresce após 14 e 21 

dias.  Campana  et al (1995) mostraram que a frequência  de micronúcleos  em eritrócitos  de 

Cheirodon interruptus interruptus tratados com ciclofosfamida decresceram gradualmente após 

15 e 21 dias. Da mesma forma, Torres de Lemos  et al (2001) descreveram que a indução de 

micronúcleos por cromo em eritrócitos de  Pimephales promelas exibiu uma diminuição após 

21 dias de exposição. Çavas  et al, 2005, observaram que os eritrócitos são biomarcadores de 

genotoxicidade fracos para períodos de exposição acima de 21 dias. O período de 60 dias de 
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contaminação utilizado no presente trabalho pode ter contribuído, portanto, para a ausência de 

micronúcleos nas células analisadas.

Além disso, a sensibilidade da técnica de micronúcleos difere entre diferentes organismos 

e tipos celulares utilizados, uma vez que a expressão dos micronúcleos depende fortemente da 

atividade mitótica do tecido em estudo (BOLOGNESI & HAYASHI, 2011). 

As alterações nucleares totais também não se mostraram significativamente diferentes 

da freqüência observada no grupo controle nas doses de 5 e 50 mg/Kg (Figura 3). 

Segundo Strunjak-Perovic  et al. (2009), não há uma padronização e tampouco dados 

consistentes  no  que  se  refere  à  origem das  anormalidades  nucleares  eritrocíticas.  Não  há, 

portanto,  uma correlação bem estabelecida entre  anormalidades  nucleares  e genotoxicidade. 

Segundo Carrasco et al, (1990), um dos grandes problemas com o teste de micronúcleos písceo 

é  desenvolver  uma  forma  de  diferenciar  lesões  nucleares  resultantes  de  mecanismos 

genotóxicos daquelas geradas por outros mecanismos. 

Visando  minimizar  estes  fatores,  no  presente  trabalho  foi  realizado  o  ensaio  de 

viabilidade celular por citometria de fluxo, capaz de separar células viáveis de necróticas. O 

resultado  demonstrou  que  nas  doses  de  5,  30  e  50  mg/Kg  de  Sulfato  de  cobre,  o  tecido 

sanguíneo continha a mesma quantidade de células viáveis que o controle negativo. Isto sugere 

uma provável origem genotóxica para as alterações morfológicas nucleares.

Vários agentes genotóxicos, a certas concentrações, possuem propriedades citotóxicas e 

atuam diminuindo a eritropoiese, o que pode inclusive ser um fator de confusão e levar a falsos 

negativos (Udroiu, 2006). No presente trabalho, a freqüência de eritrócitos policromáticos em 

relação ao número de eritrócitos totais (%EPC) se mostrou diminuída na dose de 5 mg/Kg, mas 

não foi significativamente diferente do  observado nos grupos controle. 

Existem relativamente  poucos  dados  sobre  exposição  de  Cobre na  dieta  em peixes. 

Sabe-se que a dose letal para a truta Arco-iris (Oncorhynchus mykiss) é maior que 10g/Kg, e os 

efeitos  subletais  ocorrem entre  1000 e  500 mg/Kg (HANDY, 1996;  LANNO et  al.,  1985; 

HANDY et al.,1999; KAMUNDE et al., 2001). Entretanto, os resultados obtidos mostram que 

para Rhamdia quelen a dose de 500 mg/Kg de sulfato de cobre é letal em exposição subcrônica 

por 60 dias.  Este resultado nos leva a supor que a espécie  Rhamdia quelen possa ser mais 

sensível a esta concentração de sulfato de cobre do que a espécie Oncorhynchus mykiss, o que 

sugere a necessidade de testar em espécies endêmicas brasileiras outras substância xenobióticas 

que não eliminam espécies consideradas exóticas no Brasil.
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5. Conclusão

O Sulfato de Cobre em tratamento subcrônico por 60 dias via trófica em Rhamdia quelen 

nas doses de 5, 30, 50 e 500 mg/Kg induziu quebras no DNA deflagradas  pelo ensaio cometa 

nos tecidos cerebral,  sanguíneo, renal e hepático, sendo o sangue o tecido menos sensível a 

mudanças de concentração do sulfato de cobre. O teste de micronúcleos písceos, no entanto, 

não  demonstrou  alterações  significativas  em  relação  ao  controle  negativo,  assim  como  a 

freqüência de eritrócitos policromáticos em relação ao número de eritrócitos totais. Não foi 

observado um aumento na freqüência de células inviáveis no tecido sanguíneo.

6. Referências Bibliográficas

As referências citadas neste artigo estão listadas com as demais, ao final da tese.
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7. Apêndices

Figura    1  :  Comparação entre  os danos observados no Ensaio Cometa  referentes  aos tecidos 

sanguíneo (A), hepático (B), renal (C) e cerebral (D) nas doses de 5, 30 e 50 mg/Kg de Sulfato 

de  Cobre e  controles.  As  letras  indicam diferenças  e  similaridades  estatísticas.  O nível  de 

significância considerado foi p<0,05.  
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Figura 2:  Comparação entre os danos observados no Ensaio Cometa referentes às doses de 5 

mg/kg (A), 30 mg/kg (B) e 50 mg/Kg (C) de Sulfato de Cobre e controles com ração comercial 

padrão (D) e preparado com ração comercial padrão e gelatina (E). As letras indicam diferenças 

e similaridades estatísticas. O nível de significância considerado foi p<0,05. 

A B

C               D

E
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Figura  3:  Comparação entre  micronúcleos  e  combinações  de  lesões  nucleares  referentes  às 

doses de 5 mg/kg (A), 30 mg/kg (B) e 50 mg/Kg (C) de Sulfato de Cobre, e alterações totais 

(D). As letras (a, b) indicam diferenças e similaridades estatísticas. O nível de significância 

considerado foi p<0,05. 
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Figura  4:  Freqüência  de  Eritrócitos  Policromáticos  (EPC)  relativos  aos  eritrócitos  totais 

referentes às doses de 5, 30 e 50 mg/Kg de Sulfato de Cobre e controles negativos CRC e CRG. 

As  letras  (a,  b)  indicam  diferenças  e  similaridades  estatísticas.  O  nível  de  significância 

considerado foi p<0,05. 

Figura 5: Percentagem de células sanguíneas viáveis como resultado da citometria de fluxo 

com 7-AAD.
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T  abela 1  :  Frequência observada de combinações de lesões nucleares em relação ao total de 

alterações, e prevalência de alterações totais em relação ao número total de células analisadas. 

As letras (a, b) indicam diferenças e similaridades estatísticas entre as doses dentro de cada 

combinação. O nível de significância considerado foi p<0,05. 

Combinação de Lesões M-B
Dose de CuSO4 Mediana ± quartis (25%/75%) Prevalência (%)*

5 mg/Kg 53.00 a ± 32.50/64.50 15.22
30 mg/Kg 16.00 ab ± 7.00/32.00 27.00
50 mg/Kg 4.00 bc ± 0.00/ 7.00 27.22
CRC 3.00 c ± 1.00/3.00 11.36
CRG 2.00 c ± 2.00/3.00 12.56

Combinação de Lesões M-B-L-N
Dose de CuSO4 Mediana ± quartis (25%/75%) Prevalência (%)*

5 mg/Kg 8.00 a ± 3.00/11.00 85.07
30 mg/Kg 63.00 b ± 27.00/76.00 87.54
50 mg/Kg 9.00 a ± 7.00/12.00 84.62
CRC 15.00a  ± 10.00/20.00 76.14
CRG 14.00 ª ± 11.00/16.00 75.30

Combinação de Lesões V-N
Dose de CuSO4 Mediana ± quartis (25%/75%) Prevalência (%)*

5 mg/Kg 45.00 a ± 28.50/50.00 30.75
30 mg/Kg 21.00 ac ± 11.00/43.00 34.98
50 mg/Kg 7.00 bc ± 3.00/8.00 39.05
CRC 9.00 c ± 7.00/12.00 46.02
CRG 11.00 c ± 10.00/12.00 49.13

Alterações Totais
Dose de CuSO4 Mediana ± quartis (25%/75%) Prevalência (%)**

5 mg/Kg 53.00 a ± 32.50/64.50 2.43
30 mg/Kg 73.00 b ± 35.00/89.00 4.54
50 mg/Kg 12.00 c ± 9.00/12.00 1.21
CRC 20.00 ac ± 15.00/25.00 2.15
CRG 19.00 ac ± 15.00/22.00 3.10

* Frequência sobre o total de alterações

** Frequência sobre o total de células
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Tabela  2:  Freqüência  observada de micronúcleos e lesões nucleares em relação ao total  de 

alterações. As letras (a, b) indicam diferenças e similaridades estatísticas entre as doses dentro 

de cada tipo de lesão. O nível de significância considerado foi p<0,05. 

         Micronúcleos Núcleo 

Entalhado

Núcleo em 

Bolha

Núcleo 

Lobulado

Núcleo 

Vacuolizado
5 mg/Kg 0.30 ª 15.82 ª 14.92 ab 54.03 a 14.92 ª
30 mg/Kg 0.32 ª 8.31 ª 26.68 ª 52.24 a 12.46 ª
50 mg/Kg 0.59 ª 12.43 ª 26.63 ab 44.97 b 15.38 ª
CRC 1.14 ª 13.07 ª 10.23 b 51.70 ab 22.73 ª
CRG 0.58 ª 14.45 ª 9.76 b 50.29 ªb 24.92 ª

Capítulo II
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Avaliação da resposta citológica e genética de Rhamdia 

quelen submetida à exposição alimentar ao Sulfato de 

Alumínio.

Avaliação da resposta citológica e genética de Rhamdia quelen submetida à 

exposição alimentar ao Sulfato de Alumínio.
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Resumo

O  alumínio  está  presente  em  pequenas  quantidades  nos  organismos  vivos,  mas  é 

abundante no ambiente. Entretanto, estudos mostram que o aumento do alumínio dissolvido na 

água causa danos nas brânquias e mortes de peixes, e a cromatina é apontada como sendo a 

estrutura celular mais vulnerável. O objetivo do presente trabalho é verificar a genotoxicidade 

do  sulfato  de  Alumínio  no  bioindicador  Rhamdia  quelen em contaminação  subcrônica  via 

trófica. Para tal, os peixes foram separados em grupos e tratados durante 60 dias, perfazendo 

um total de 20 doses, com 5 mg/kg, 50 mg/kg e 500 mg/kg de sulfato de alumínio inserido em 

ração  especialmente  preparada  com  gelatina  comercial  sem  sabor.  Os  tecidos  sanguíneo, 

hepático, renal e cerebral foram submetidos ao Ensaio Cometa alcalino, Teste de Micronúcleos 

Písceos e Viabilidade Celular por Citometria de Fluxo. Os resultados foram analisados através 

do  teste  de  Kruskal-Wallis,  e  demonstraram  que  o  tratamento  induziu  quebras  no  DNA 

deflagradas  pelo  ensaio  cometa  nos  tecidos  cerebral,  sanguíneo,  renal  e  hepático,  sendo o 

cérebro  o  tecido  mais  sensível  ao  contaminante  e  o  sangue  o  mais  resistente.  O  teste  de 

micronúcleos písceos, no entanto, só obteve resultados positivos a partir da dose de 50 mg/Kg. 

Não foi observado um aumento na freqüência de células inviáveis no tecido sanguíneo.

Palavras – Chave: Ensaio Cometa, Siluriforme, Metal.
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1. Introdução

O alumínio  (Al)  está  presente  em pequenas  quantidades  nos  organismos  vivos,  mas  é 

abundante no ambiente, constituindo 8% da superfície terrestre (VERSTRAETEN et al, 2008). 

O  alumínio  também  está  presente  em  pequenas  quantidades  em  vários  alimentos 

(KOIVISTOINEN, 1980), e compostos a base de alumínio, tanto solúveis como insolúveis, são 

permitidos como aditivos alimentícios em vários países. Pequenas quantidades de sua forma 

iônica Al3+ são também liberados de utensílios de cozinha e dissolvidos na comida (SCHMITZ, 

2006; CALLISTER, 2007). A média de alumínio ingerido por seres humanos varia de 5 mg a 3 

g por dia (GREGER, 1993). A fração de Al que atinge a circulação sistêmica e não é excretado 

pela urina rapidamente, se acumula em tecidos periféricos, onde se liga fortemente (WARD et  

al., 2001). 

Uma solução concentrada de oxicloreto de alumínio é muito comumente utilizada como 

antitranspirante enquanto que o acetato de alumínio têm sido utilizado como antiséptico. Além 

disso, estes compostos são usados em um grande número de processos técnicos,  como, por 

exemplo, catalisadores em indústrias químicas, em indústrias de papel, tingimento de têxteis, 

entre outros (GANROT, 1986).

O sulfato de alumínio é comumente utilizado em purificação de água, e nenhum nível 

máximo aceitável está estabelecido (WAUER et al, 2004), apesar de que, nos últimos anos, um 

número  crescente  de  efeitos  tóxicos  têm sido  estabelecidos.   Há  indicações  de  que  níveis 

elevados de Alumínio em lagos causam uma séria, e às vezes, letal, intoxicação em pássaros 

que vivem nos arredores (NYHOLM, 1981). O Alumínio é, ainda, tóxico para a maior parte das 

espécies de plantas, e quando em sua forma iônica dissolvido no solo tem sido considerado 

como um dos maiores fatores limitantes de crescimento destas, em muitas partes do mundo 

(FOY, 1974). 

A intoxicação experimental com Al3+ pode causar degeneração neurofibrilar (NFD) em 

gatos  (CRAPPER,  KRISHNAN  &  QUITTKAT,  1976),  e  coelhos  (GALLE,  CAMPOS  & 

GIUDICELLI, 1983). Em outras espécies, como humanos e ratos, o Al3+ parece não produzir 

facilmente NFD  in vivo,  embora esta tenha sido induzida em culturas  de células  do córtex 

cerebral  de  fetos  humanos  (DEBONI,  SEGER  &  CRAPPER,  1980)  e  com  células  de 

neuroblastoma de camundongos (MILLER & LEVINE, 1974). 

Seus efeitos tóxicos incluem deslocamento e/ou substituição de íons essenciais de sítios 

celulares  e  bloqueio  de  grupos  funcionais  de  moléculas  importantes,  como  enzimas, 
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polinucleotídeos e sistemas essenciais de transporte de nutrientes (ELOVAARA et al, 1995). 

Isto resulta na desnaturação e inativação de enzimas e ruptura da integridade da membrana de 

organelas celulares (OVREBO et al, 1995). O Al3+ também é responsável pelo decréscimo da 

fluidez das membranas lipídicas no Thermoplasma acidophilum, tanto de membranas isoladas 

quanto de organismos completos (VIERSTRA & HAUG, 1978), além de inibir o capping em 

linfócitos de camundongos (MORITA, et al, 1982). 

A  distribuição  intracelular  do  Al  entre  as  organelas  é  variável,  mas  os  lisossomos, 

mitocôndrias  e  núcleo são descritos como os principais  sítios de ligação  (DOBSON  et  al., 

1998).  Muitos pontos apontam a cromatina e DNA como sendo as estruturas celulares mais 

vulneráveis ao alumínio.  O íon Al3+possui uma alta afinidade pelo DNA, assim como ao RNA 

e muitos mononucleotídeos, se ligando provavelmente aos grupos fosfato  (MATSUMOTO et  

al, 2004). 

Apesar de se saber que muitos metais induzem danos ao DNA, a informação relacionada ao 

Alumínio  é  escassa (LANKOFF  et  al,  2006).  Entretanto,  há evidencias  de que o Al induz 

aberrações cromossômicas, micronúcleos e troca de cromátides-irmãs em linfócitos humanos 

(ROY et al, 1989; MIGLIORE et al, 1999; BANASIK et al, 2005). A forma como o Al induz 

danos ao DNA não é conhecida, mas um mecanismo provável é a indução de danos oxidativos. 

A exposição ao Al é responsável pela promoção de espécies reativas de oxigênio e peroxidação 

lipídica (YOUSEF, 2004).  Além disso, este composto influencia a expressão gênica, altera 

fosforilação lipídica e inibe algumas enzimas celulares (LI et al, 1998). 

ob  certas  condições  experimentais,  o  Al3+ demonstrou  causar  quebras  cromossômicas  e 

outras mutações cromossômicas em plantas, tanto durante a mitose quando durante a meiose 

(OEHLKERS,  1953).  Em  Allium  sativum,  o  Sulfato  de  Alumínio  em  tratamento  crônico 

induziu a depressão mitótica, alterações cromossômicas e ao aumento na freqüência de células 

micronucleadas (ROY,  SHARMA  &  TALUKDER, 1989).  LIMA et al. (2007) relataram a 

citotoxicidade do alumínio e seu impacto no aparato do fuso mitótico em linfócitos humanos. 

No  que  diz  respeito  aos  organismos  aquáticos,  diversos  trabalhos  indicam  que  sua 

exposição ao alumínio pode afetar funções e estruturas celulares e moleculares, com efeitos 

citotóxicos e genotóxicos e com aumento da mortalidade. Estes efeitos foram constatados em 

estudos  realizados  com  hydra  (KOVACEVIC et  al.,  2007)  algas  (CLAESSON  & 

TORNQVIST, 1988; PARENT & CAMPBELL, 1994), Daphnia (HAVENS & HEATH, 1989), 

e diversos invertebrados aquáticos (HAVENS, 1993;  SPARLING & LOWE,1996). Çalta, em 

1999, verificou a toxicidade do alumínio na truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss Walbaum). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Roy%20AK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Talukder%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sharma%20A%22%5BAuthor%5D
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Garcia-Medina  et al (2011) descreveram os efeitos genotóxicos e citotóxicos induzidos pelo 

alumínio em linfócitos da carpa comum (Cyprinus carpio), e Ternjej  et al (2010), relataram 

danos  no  DNA de  células  sanguíneas  de  Gambusia  holbrooki após  exposição  a  ambientes 

contaminados por alumínio.

Como peixes geralmente respondem de forma similar aos vertebrados superiores, eles 

podem  ser  usados  para  pesquisar  xenobióticos  que  possuam  potencial  para  causar  efeitos 

teratogênicos e carcinogênicos em humanos. Entretanto, a maior aplicação de sistemas modelo 

com  peixes  é  determinar  a  distribuição  e  efeitos  tóxicos  de  contaminantes  químicos  nos 

ambientes aquáticos, geralmente oriundos de despejos urbanos e industriais. Os peixes podem, 

também, funcionar como “sentinela” para indicar a potencial exposição de populações humanas 

a produtos genotóxicos em água potável. Além disso, a comida é a maior rota de exposição de 

populações humanas a substâncias tóxicas, e peixes têm sido reconhecidos como os maiores 

vetores para a transmissão de contaminantes para humanos (AL-SABTI & METCALFE, 1995). 

Neste  trabalho  utilizamos  a  espécie  Rhamdia  quelen (Siluriforme)  para  verificar  a 

toxicidade do Sulfato de Alumínio em exposição sub-crônica via trófica. É a primeira vez que 

foram realizados bioensaios acima de 96 horas de exposição e principalmente um trabalho de 

contaminação através do alimento em exemplares desta espécie. Foram utilizados os testes de 

Micronúcleos Písceos, Ensaio Cometa e Viabilidade Celular por Citometria de Fluxo. 

O peixe jundiá (Rhamdia quelen), cujo cultivo vem crescendo progressivamente no Brasil, 

é uma espécie nativa, com distribuição neotropical, do sudeste do México ao norte, e centro da 

Argentina ao sul (SILFVERGRIP, 1996). É uma espécie bem adaptada a diferentes ambientes e 

amplamente utilizada em viveiros de piscicultura (GOMES et al., 2000). 

Salvagni  et  al,  2011,  verificaram o  impacto  genotóxico  de  pesticidas  em comunidades 

agrícolas do estado de Santa Catarina,  a partir  de espécimes de  Rhamdia quelen coletados. 

Ramsdorf  (2011) estudou a  genotoxicidade do fripronil,  naftaleno e  nitrato  de chumbo por 

contaminação  subcrônica  nesta  espécie.  Ghisi et  al,  em  2011,  realizaram  o  teste  de 

genotoxicidade  após  contaminação  sub-crônica  do  inseticida  Fipronil  em  Rhamdia  quelen. 

Pamplona et al, 2011, utilizou o Rhamdia quelen como biomarcador para verificar os efeitos da 

administração subcrônica de dipirona, incluindo os danos ao DNA. Estes trabalhos corroboram 

o estudo de Ferraro, em 2009, que concluiu que a espécie Rhamdia quelen se trata de um bom 

bioindicador em sistemas hídricos para testes de genotoxicidade.  
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2. Materiais e Métodos

2.1 Tratamento 

Oitenta juvenis de Rhamdia quelen, adquiridos comercialmente, foram distribuídos em 

número de 16 peixes em cinco grupos, a saber: controle negativo com ração comercial (CRC), 

controle  negativo  com  o  veículo  utilizado  para  os  tratamentos,  que  consistiu  em  ração 

comercial  preparada  com gelatina  incolor  sem sabor  (CRG) e  três  grupos  com tratamento 

subcrônico por via trófica com Sulfato de Alumínio nas doses de 5mg/kg, 50 mg/kg e 500 

mg/kg de peso do peixe, durante 60 dias, perfazendo 20 doses.  Os animais foram aclimatados 

durante aproximadamente 30 dias em tanques de 250 litros, após o que foram separados em 

duplas em aquários de 18 litros. A temperatura da água foi mantida em torno de 26◦C, sob 

aeração  e  iluminação  controladas  (12h/12h  claro/escuro).  Após  a  separação  em duplas,  os 

peixes foram condicionados por 20 dias a se alimentarem com doses únicas e individuais de 

ração preparada com gelatina comercial sem sabor (Dr. Oetker®). 

2.2 Amostras

Cada espécime foi anestesiado com benzocaína a 20% (Merck, Darmstadt, Alemanha), 

de acordo com as recomendações de Gontijo  et al, 2006, e em seguida pesados, medidos e 

sexados. O sangue periférico foi retirado da veia caudal com auxílio de uma seringa U-100 e 

agulha  12,7mm x  0,3mm  e  heparinizada.  Foram  retirados  10µl  de  sangue  que  forma 

imediatamente diluídos em 1 ml de soro bovino fetal para a execução do teste cometa; cerca de 

50µl  do  sangue foi  diluído  em Tampão  Fosfato-Salino  (PBS)  (pH = 7.2),  para  o  teste  de 

viabilidade celular por Citometria de Fluxo.  Cerca de 10 µl de sangue foi colocado em uma 

lâmina de vidro limpa e seca, seguido pela realização da técnica convencional do esfregaço 

para o Teste de Micronúcleos Písceo.  Os tecidos hepático, cerebral e renal foram extraídos e 

armazenados  no  escuro  em  tubos  Eppendorf contendo  1  ml  de  soro  bovino  fetal,  e 

imediatamente desagregados.

2.3 Ensaio cometa alcalino 

A técnica utilizada para o Ensaio Cometa foi descrita por Singh et al., em 1988, com 

modificações  segundo  Ferraro  et  al.,  2004  e  Ramsdorf  et  al,  2009.  12  µl  do  sangue 

homogeneizado  foram diluídos  em 120  µl  de  agarose  de  baixo  ponto  de  fusão  (LMA)  e 

colocado em uma lâmina coberta por agarose de ponto de fusão normal.  As lâminas foram 
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submersas na solução de lise (solução de lise estoque: NaCl (2,5 M), EDTA (100 mM), Tris 

(10 mM), NaOH (0,8 %), N-lauril-sarcosinato (1%); solução de lise uso: triton X100 (1%), 

DMSO (10%) na solução de lise estoque), por 72 h a 4oC. Na etapa seguinte, as lâminas foram 

primeiramente imersas em uma solução de NaOH (10 N) e de EDTA (200 mM), pH 13 por 25 

minutos, para efetuar a desnaturação do DNA, e submetido então à eletroforese a 300mA, 25V 

por 25 min. Após a neutralização em Tris 0,4M, pH 7,5 e fixação no álcool etílico absoluto por 

10 min, os cometas foram corados com 0,02 g/ml de brometo de etídeo e analisados usando um 

microscópio  de  epifluorescência  Leica  DMLS2.  Cem  cometas  em  cada  lâmina  foram 

classificados visualmente como pertencendo a uma das cinco classes predefinidas, conferindo 

valores de 0 (sem danos) a 4 (dano máximo).

 

2.4 Teste do Micronúcleo Písceo

Para o teste de micronúcleos (MN) empregou-se a técnica descrita por Heddle, em 1973 

e Schmid (1975) e as alterações morfológicas nucleares foram analisadas segundo Carrasco et  

al. (1990). Imediatamente após a coleta, cerca de 10 µl de sangue foi colocado em uma lâmina 

de vidro limpa e seca,  seguido pela realização do esfregaço.  As lâminas foram fixadas em 

etanol absoluto por 10 minutos, e as células coradas com 10 µl de solução de 0.003% de laranja 

de acridina diluída em tampão Sorenson em pH 6.8. Este material foi analisado em microscopia 

de fluorescência, sob uma ampliação de 100X. Um total de 2.000 hemácias por lâmina foram 

observadas quanto à presença de micronúcleos e anomalias nucleares, e diferenciadas segundo 

a concentração de RNA em Eritrócitos Policromáticos (EPC) e Eritrócitos Normocromáticos 

(ENC), conforme Ueda et al (1992), modificada por Çavas et al (2005). 

2.5 Citometria de fluxo 

A aquisição de dados de distinção entre células necróticas e viáveis foi realizada por 

uma  análise  com  foco  nas  características  morfológicas,  presença  de  restos  celulares  e 

integridade de membrana em um citômetro FACScalibur equipado com um laser íon argônio a 

488nm. Para as medidas, um total de 20.000 células foram coletadas de cada tubo de amostra 

usando programas CellQuest e WinMDI 2.9. Para avaliar a integridade de membrana, utilizou-

se  7-amino-actinomicina  D  (7-AAD)  0,25µg/50µl  de  sangue,  incubado  por  10  minutos  à 

temperatura ambiente no escuro (Schmid et al, 1994).
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2.6 Análise estatística 

O teste  de  Kruskal-Wallis  foi  usado  no  ensaio  cometa  e  no  teste  de  micronúcleos 

písceos  para comparar  as  diferenças  entre  os  controles  e  as doses  utilizadas  (5 mg/Kg,  50 

mg/Kg e 500mg/Kg). Em caso de significância, os dados foram submetidos ao teste de Dunn. 

Para a citometria  de fluxo,  os dados obtidos foram submetidos  a uma análise  de variância 

(ANOVA) para determinar a significância estatística. O teste de Tukey foi executado quando os 

efeitos  eram  significativos.  Para  todos  os  testes,  um  valor  de  p  <  0,05  foi  considerado 

estatisticamente significativo.

3. Resultados

Os  resultados  obtidos  a  partir  do  ensaio  cometa  não  demonstraram  diferenças 

significativas entre os CGC e CRG em nenhum dos tecidos estudados.  Os ensaios utilizando 

sangue  como  tecido-alvo  demonstraram  um  aumento  dos  danos  em  comparação  com  os 

controles negativos nas doses de 5mg/Kg e 50 mg/Kg. Neste tecido verificou-se um menor 

índice de danos na dose de 500 mg/Kg (p=0,006 na comparação com a dose de 50 mg/Kg), que 

não apresentou diferenças estatísticas dos controles (Figura 1A).

Já no tecido hepático (Figura 1B), todas as doses de tratamento (5, 50 e 500 mg/Kg de 

Sulfato  de  Alumínio)  resultaram  em  danos  maiores  do  que  os  encontrados  nos  controles 

negativos. Não foram observadas diferenças entre os danos quando comparados os tratamentos 

entre si. No tecido renal, os danos ao DNA foram semelhantes entre as doses (Figura 1C). 

Entretanto,  todas as doses testadas mostraram-se significativamente diferentes  dos controles 

negativos  CRC e CRG. Os resultados  adquiridos  pela  análise  dos  cometas  no cérebro  não 

apresentaram diferenças entre as doses de sulfato de alumínio quando comparadas entre si. 

Entretanto, os tratamentos resultaram em danos estatisticamente diferentes dos encontrados nos 

controles negativos (Figura 1D).

Na análise dos resultados obtidos na dose de 5mg/kg de Sulfato de Alumínio, houve 

diferença entre os tecidos sanguíneo e cerebral, e hepático e cerebral, com p=0,004 e p=0,005, 

respectivamente,  demonstrando que o tecido cerebral sofreu maiores danos (Figura 2A). Na 

dose de 50mg/kg, verificou-se diferença significativa entre sangue e rim (p=0,005) e rim e 

cérebro (p=0,001), sendo o cérebro o tecido que apresentou os maiores danos, diferentemente 

do sangue, que apresentou os menores escores (Figura 2B). Na dose de 500 mg/Kg observou-se 

diferenças entre os escores encontrados no sangue e cérebro (p=0,0001), sangue e rim (p=0,01) 

e sangue e fígado (p=0,03), como apresentado na figura 2C. 
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Os micronúcleos e alterações nucleares foram analisadas de acordo com Carrasco et al, 

1990. As lesões nucleares foram divididas em Micronúcleos,  Núcleos em Bolha (Blebbed), 

Núcleos Lobados (Lobed), Núcleos Vacuolados (Vacuolated) e Núcleos Entalhados (Notched), 

de  acordo  com  sua  morfologia.  Tais  lesões  podem  ser  agrupadas  em  combinações  MB 

(micronúcleos e núcleos em bolha), MBLN (micronúcleos, núcleos em bolha, núcleos lobados 

e núcleos entalhados), VN (núcleos vacuolizados e entalhados) em função do significado das 

lesões. 

Pelo teste de micronúcleos písceos em eritrócitos, a dose de 5mg/Kg gerou combinações 

MBLN e  VN que se  mostraram significativamente  diferentes  da  MB (p<0,0001 e  p=0,01, 

respectivamente) (Figura 3A). Na dose de 50 mg/Kg, a combinação MBLN se mostrou mais 

freqüente do que as MB (p=0,0001) (Figura 3B). Em 500 mg/Kg, da mesma forma que nos 

controles negativos de ração padrão (CRC) e ração preparada com ração comercial e gelatina 

(CRG),  a  combinação  MBLN se  mostrou  semelhante  à  VN,  e  diferente  de  MB (p=0,001) 

(Figura 3C).

Quando analisadas entre as diferentes doses, a combinação MB não apresenta diferenças 

entre  as doses.  Entretanto,  as  doses  de 5 e  500 mg/Kg geraram freqüências  diferentes  das 

observadas  nos  controles.  De  forma  semelhante,  na  combinação  VN  as  doses  de  5,  50  e 

500mg/Kg  possuem  frequências  iguais  entre  si  e  aos  controles  negativos.  A  combinação 

MBLN nas doses de 50 e 500 mg/Kg mostraram-se diferentes da dose de 5 mg/Kg (p=0,003 e 

p=0,005, respectivamente), mas somente a dose de 50 mg/Kg foi diferente dos controles. As 

alterações  totais  encontradas  nos  diferentes  tratamentos  tiveram  freqüências  diferentes  das 

encontradas nos controles apenas na dose de 50 mg/Kg. Estas foram maiores nas doses de 50 e 

500  mg/Kg  (p=0,003  e  p=0,04)  do  que  na  dose  de  5  mg/Kg.  Estes  resultados  podem ser 

observados na Tabela 1. 

Na  tabela  2  podemos  verificar  as  freqüências  das  lesões  nucleares  de  forma 

individualizada.  Apenas os núcleos lobulados tiveram uma frequência maior  na dose de 50 

mg/Kg  quando  comparada  com  a  frequência  dos  controles,  enquanto  as  demais  (núcleos 

entalhados,  em  bolha  e  vacuolizados)  se  mostraram  semelhantes  entre  os  tratamentos  e 

controles.

A freqüência de eritrócitos policromáticos em relação ao número de eritrócitos totais 

(%EPC), descrita na Figura 4, não foi se mostrou diferente entre os grupos tratados nas doses 

de 5, 50 e 500 mg/Kg e os controles negativos.
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Os  resultados  para  o  teste  de  viabilidade  celular  com  7-AAD  não  demonstraram 

diferenças na viabilidade das células tratadas com sulfato de alumínio e o controle negativo 

(figura 5). 

4. Discussão

Diversos  autores  consideram  que  o  Alumínio  é  tóxico  para  as  brânquias,  com 

mecanismos  que  envolvem  a  regulação  iônica  e  a  respiração,  ou  uma  mistura  de  ambos. 

Segundo Poston, 1991 e Handy, 1993, o alumínio na dieta não tem efeitos significativos, nem 

adversos  nem benéficos.  Entretanto,  os  resultados  obtidos  pelo  ensaio  cometa  no  presente 

trabalho indicam um aumento da genotoxicidade após a administração subcrônica via trófica 

deste metal em fígado, rim, cérebro e sangue. Estes resultados, no entanto, não apresentaram 

uma  relação  dose-resposta.  Todos  os  tecidos  das  três  doses  testadas  (5,  50  e  500 mg/Kg) 

obtiveram  um  aumento  no  dano  do  DNA  significativamente  diferente  do  observado  nos 

controles negativos. Mas, de uma forma geral, as doses não apresentaram diferenças de danos 

entre si. 

Este  tipo  de  resultado  foi  obtido  anteriormente  por  outros  trabalhos  com o  ensaio 

cometa.  Ramsdorf  et  al,  em  2009,  fizeram a  avaliação  genotóxica  de  diferentes  doses  de 

chumbo inorgânico na espécie Hoplias malabaricus, com tratamento por injeção intraperitoneal 

no tempo de 96h. Seus resultados, de forma semelhante aos apresentados, demonstraram uma 

diferença  estatisticamente significativa  entre  as doses e o controle,  mas não entre as doses 

aplicadas. Em 2009, Vicari et al também encontraram resultados que diferiram do controle mas 

não  entre  si  no que  se  refere  a  diferentes  doses  de  metilmercurio,  testadas  via  trófica  em 

Hoplias malabaricus. Num estudo com o ensaio cometa em minhocas da espécie Eisenia fétida 

com três concentrações de níquel, não foram observadas diferenças significativas entre as doses 

testadas,  apesar  de  todas  levarem  a  resultados  diferentes  do  controle  (REINECKE  & 

REINECKE, 2004). 

Isso pode ser explicado pelo fato de que a exposição crônica a poluentes pode levar á 

acumulação  de  quebras  no  DNA,  já  que  a  capacidade  de  reparo  do  DNA em peixes,  um 

importante mecanismo para proteger a integridade do DNA, é menor se comparado a outras 

espécies (THEODORAKIS  et al. 1994).  Como a intensidade da cauda indica o número de 

quebras no DNA, podemos considerar que, após um nível crítico de dano, quando um máximo 

é  atingido,  a  cauda  não  vai  aumentar  em tamanho,  apenas  em intensidade  (BOWDEN et  

al.2003; COLLINS et al. 1997).
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No que se refere à sensibilidade dos tecidos, em todas as doses o cérebro se mostrou 

com os maiores danos, em contraste com os menores danos apresentados pelo sangue. Este 

resultado  está  de  acordo  com  a  literatura  que  explana  sobre  os  efeitos  neurotóxicos  do 

alumínio, em várias formas (YELLAMMA et al, 2010; XIAO et al, 2011). Portanto, podemos 

sugerir que o alumínio tenha a tendência a acumular-se em tecidos e não em sangue circulante. 

Este resultado demonstra a necessidade de se utilizar tecidos diversos em experimentos in vivo 

com o Ensaio Cometa.

O teste de micronúcleos písceos corroborou esta hipótese. Apenas a dose de 50 mg/Kg 

apresentou  lesões  nucleares  totais  significativamente  diferentes  do  controle  negativo,  bem 

como da combinação MBLN, causada pela maior freqüência de núcleos lobulados. 

Segundo Strunjak-Perovic  et al.,  2009, não há uma padronização e tampouco dados 

consistentes  no  que  se  refere  à  origem das  anormalidades  nucleares  eritrocíticas.  Não  há, 

portanto,  uma  correlação  bem estabelecida  entre  anormalidades  nucleares  e  genotoxicidade 

(FERRARO et al, 2004).

A genotoxicidade pode ser erroneamente aceita como o mecanismo que causou lesões 

nucleares, que podem ter tido outras etiologias. Uma das possibilidades é a presença de necrose 

eritrocítica viral, assim como anemias. Segundo Carrasco et al, 1990, um dos problemas com o 

teste  de  micronúcleos  písceos  é  desenvolver  uma  forma  de  diferenciar  lesões  nucleares 

resultantes de mecanismos genotóxicos daquelas geradas por outros mecanismos. 

Visando  minimizar  estes  fatores,  no  presente  trabalho  foi  realizado  o  ensaio  de 

viabilidade celular por citometria de fluxo, capaz de separar células viáveis de necróticas. O 

resultado demonstrou que nas doses de 5, 50 e 500 mg/Kg de Sulfato de Alumínio, o tecido 

sanguíneo continha a mesma quantidade de células viáveis que o controle negativo. Isso sugere 

que as alterações nucleares encontradas possam ter origem genotóxica.

Lima  et al, 2007, relatou a citotoxicidade do Alumínio e seu impacto no aparato do fuso 

mitótico. Além  disso,  muitos  organismos  podem  inativar  mecanismos  de  morte  celular 

programada em resposta à excessiva acumulação de metais tóxicos (AGNELLO  et al, 2007; 

SAMALI  &  COTTER,  1996).  Esperava-se,  portanto,  um  aumento  mais  significativo  no 

número  de  alterações  nucleares  após  tratamento  subcrônico  com  sulfato  de  alumínio. 

Entretanto, o alumínio é capaz de aumentar o estresse oxidativo em peixes (TERNJEJ et al, 

2010), e sabe-se que isso pode resultar em danos no DNA e apoptose  (KAWANISHI et al., 

2002; SHI et al.,2004). De fato, foi demonstrado que o Alumínio não apenas induz apoptose 
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via danos ao DNA, como interfere na regulação dos próprios fatores apoptóticos (CUI et al., 

2003).

Para aumentar a sensibilidade do teste de micronúcleos písceos em eritrócitos, foi utilizada 

a técnica proposta por Ueda et al (1992) de coloração com laranja de acridina, o que permite 

diferenciar  entre  eritrócitos  normocromáticos  (ENC)  e  policromáticos  (EPC).  Não  houve, 

entretanto, alterações na percentagem de EPC com os tratamentos com sulfato de alumínio.

Alguns  peixes  não  possuem  mecanismos  homeostáticos  para  o  controle  de 

concentrações  internas  de  metais  tóxicos,  o  que  resulta  em  letalidade.  Mas  os  efeitos  de 

concentrações  subletais  de  metais  em  peixes  ainda  não  está  plenamente  entendido 

(GABIANELLI et al. 2003).  

5. Conclusão

O Sulfato  de Alumínio  em tratamento  subcrônico  por  60 dias  via  trófica  em  Rhamdia 

quelen nas doses de 5, 50 e 500 mg/Kg induziu quebras no DNA deflagradas  pelo ensaio 

cometa  nos  tecidos  cerebral,  sanguíneo,  renal  e  hepático,  sendo  o  cérebro  o  tecido  que 

apresentou maiores danos ao DNA, demonstrando mais afinidade pelo alumínio ou possível 

acumulação. Por outro lado, o sangue foi o que apresentou menores escores de danos ao DNA, 

possivelmente por não possuir  condições de acumulação em suas células  eritrocitárias.  Isto 

pode ser observado pela baixa freqüência de células inviáveis no tecido sanguíneo. O teste de 

micronúcleos písceos, no entanto, só obteve resultados positivos na dose de 50 mg/Kg, por ser 

um teste menos sensível do que o ensaio cometa.

 

6. Referências Bibliográficas

As referências citadas neste artigo estão listadas com as demais, ao final da tese.
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7. Apêndices

Figura 1.  Comparação  entre  os danos observados no Ensaio Cometa  referentes  aos  tecidos 

sanguíneo (A); hepático (B); renal (C) e cerebral (D): controles e doses de 5, 50 e 500 mg/Kg 

de Sulfato de Alumínio. As letras indicam diferenças e similaridades estatísticas. O nível de 

significância considerado foi p<0,05
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Figura 2:  Comparação entre  os danos observados no Ensaio Cometa  referentes  aos tecidos 

sangüíneo, hepático, renal e cerebral nas doses de 5 (A), 50 (B) e 500 (C) mg/Kg de Sulfato de 

Alumínio. As letras indicam diferenças e similaridades estatísticas.  O nível de significância 

considerado foi p<0,05. 
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   Figura 3  : Micronúcleos e combinações de lesões nucleares referentes às doses de 5 (A), 50 (B) 

e 500 (C) mg/Kg de Sulfato de Alumínio, e alterações totais (D). As letras (a, b, c) indicam 

diferenças e similaridades estatísticas. O nível de significância considerado foi p<0,05. 
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Figura    4  :  Freqüência  de  Eritrócitos  Policromáticos  (EPC)  relativos  aos  eritrócitos  totais 

referentes às doses de 5, 50 e 500 mg/Kg de Sulfato de Alumínio e controle negativo com ração 

comercial padrão. As letras (a, b, c) indicam diferenças e similaridades estatísticas. O nível de 

significância considerado foi p<0,05. 

Figura 5: Percentagem de células sanguíneas viáveis como resultado da citometria de fluxo 

com 7-AAD.
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Tabela 1: Frequência observada de combinações de lesões nucleares em relação ao total de 

alterações, e prevalência de alterações totais em relação ao número total de células analisadas. 

As letras (a, b) indicam diferenças e similaridades estatísticas entre as doses dentro de cada 

combinação. O nível de significância considerado foi p<0,05. 

Combinação de Lesões M-B
Dose de Al2(SO4)3 Mediana ± quartis (25%/75%) Prevalência (%)*

5 mg/Kg 0.50 ª ± 0.00/1.00 3.75
50 mg/Kg 2.00 ab ± 0.00/5.00 7.38
500 mg/Kg 0.00 ª ± 0.00/1.50 1.84
CRC 3.00 b ± 1.00/3.00 11.36
CRG 2.00 b ± 2.00/3.00 12.56

Combinação de Lesões M-B-L-N
Dose de Al2(SO4)3 Mediana ± quartis (25%/75%) Prevalência (%)*

5 mg/Kg 13.50ac ± 7.00/23.50 79.18
50 mg/Kg 30.00b ± 26.00/55.00 86.01
500 mg/Kg 38.00bc ± 21.50/43.50 80.81
CRC 15.00c  ± 10.00/20.00 76.14
CRG 14.00 c ± 11.00/16.00 75.30

Combinação de Lesões V-N
Dose de Al2(SO4)3 Mediana ± quartis (25%/75%) Prevalência (%)*

5 mg/Kg 5.00 ª ± 3.25/10.25 11.60
50 mg/Kg 9.00 ª ± 7.00/10.00 8.14
500 mg/Kg 6.00 ª ± 3.50/15.00 11.07
CRC 9.00 ª ± 7.00/12.00 46.02
CRG 11.00 ª ± 10.00/12.00 49.13

Alterações Totais
Dose de Al2(SO4)3 Mediana ± quartis (25%/75%) Prevalência (%)**

5 mg/Kg 19.00 ac ± 12.25/27.50 2.61
50 mg/Kg 38.00 b ± 32.00/61.00 5.53
500 mg/Kg 41.00 bc ± 25.50/51.50 4.84
CRC 20.00 c ± 15.00/25.00 2.15
CRG 19.00 c ± 15.00/22.00 3.10
* Frequência sobre o total de alterações

** Frequência sobre o total de células
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Tabela  2:  Freqüência  observada de micronúcleos  e lesões nucleares  em relação ao total  de 

alterações. As letras (a, b) indicam diferenças e similaridades estatísticas entre as doses dentro 

de cada tipo de lesão. O nível de significância considerado foi p<0,05. 

         Micronúcleos Núcleo 

Entalhado

Núcleo em 

Bolha

Núcleo 

Lobulado

Núcleo 

Vacuolizado
5 mg/Kg 0.00 ª 7.85 ª 3.75 ª 67.58 ª 18.78 ª
50 mg/Kg 1.27 ª 2.04 ª 6.11 ª 76.60 b 12.98 ª
500 mg/Kg 0.37 ª 9.60 ª 1.48 ª 69.37 ab 16.24 ª
CRC 1.14 ª 13.07 ª 10.23 ª 51.70 ª 22.73 ª
CRG 0.58 ª 14.45 ª 9.76 ª 50.29 ª 24.92 ª
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Capítulo III

Adaptação da metodologia Cometa-FISH para tecidos 

de Rhamdia quelen (Siluriforme).

Adaptação da metodologia Cometa-FISH para tecidos de
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Resumo

Na atualidade, é de grande importância conhecimentos sobre as respostas biológicas da extensa 

variedade de compostos químicos que são incorporados aos ecossistemas aquáticos. O peixe 

jundiá  (Rhamdia  quelen)  é  uma  espécie  nativa,  bem  adaptada  a  diferentes  ambientes  e 

amplamente utilizada em viveiros de piscicultura, o que o torna um modelo biológico adequado 

pra este tipo de estudo ecotoxicológico. No intuito de estudar os efeitos de xenobióticos no 

DNA, tem sido desenvolvido um número expressivo de sistemas testes. O Ensaio Cometa é 

uma técnica capaz de detectar dano ao DNA que pode ser conduzido em qualquer tecido dos 

quais  células  ou  núcleos  individualizados  possam  ser  preparados.  Este  ensaio  vem  sendo 

proposto para estudos de toxicogenética devido a suas vantagens quando comparado a outros 

testes  para  detecção  de  substâncias  genotóxicas.  Entretanto,  o  ensaio  cometa  fornece 

informações  apenas  ao  nível  de  dano  geral  ao  DNA.  Assim,  sua  combinação  com  a 

hibridização fluorescente in situ (FISH) pode ser uma ferramenta interessante por permitir a 

alocação  da  sequência  examinada  na  região  danificada  ou  intacta  do  cometa,  fornecendo 

informações  adicionais  sobre  sequências  ou  regiões  específicas  do  genoma.  Desde  seu 

desenvolvimento inicial,  o Cometa-FISH tem sido usado para tratar  de diferentes  questões. 

Embora  seja  uma  ferramenta  promissora  dentro  da  ecotoxicologia,  não  foram  ainda 

desenvolvidos  trabalhos  neste  campo,  tampouco  utilizando  peixes  como  modelo  biológico. 

Portanto, a presente proposta consiste em adaptar e aplicar a técnica de Cometa – FISH nos 

nucleóides de células de jundiás.
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1. Introdução

Peixes  têm demonstrado  serem sensíveis  a  pequenos  níveis  de  contaminantes  no  meio 

aquático, além de recebem exposição dermal em função de sua imersão total na solução de 

exposição também se expõem através da respiração e alimentação (WERDOK et al, 1971).

Um elevado nível de conservação dos programas genéticos de controle do desenvolvimento 

e de processos fisiológicos fundamentais está presente entre todos os vertebrados, bem como 

entre invertebrados e vertebrados. O sistema endócrino, por exemplo, é altamente conservado 

entre peixes e outros vertebrados. Peixes possuem a maioria dos tipos de tecidos de mamíferos, 

exceto mama, próstata e pulmão. Peixes têm servido como sentinelas úteis para detectar os 

riscos ambientais, bem como eficientes e rentáveis modelos para mecanismos toxicológicos e 

avaliação de riscos ao longo de várias décadas (HARSHBARGER, 1990).

A maior parte dos estudos regulatórios, estabelecidos para estimar o risco no uso de um 

produto  químico  ou  no  acesso  à  qualidade  de  um  ambiente,  está  baseada  em  diversas 

metodologias  utilizadas  na  ecotoxicologia  (BARTELL  et  al.,  1992).  Entretanto,  a 

complexidade de mecanismos envolvidos na ecotoxicologia, e a amplitude e diversidade do 

campo  de  investigação  levam  à  crucial  necessidade  de  novas  metodologias  de  pesquisa 

(BOUDOU e RIBEYRE, 1997).

Pelos  motivos  descritos  acima,  a  espécie  Rhamdia  quelen (jundiá),  cujo  cultivo  vem 

crescendo  progressivamente  no  Brasil,  está  sendo  utilizada  em  diversos  experimentos 

toxicológicos (FERRARO, 2009; GHISI  et al.,  2011; PAMPLONA  et al., 2011; PIANCINI, 

2011),  principalmente  por  ser  nativa,  bem adaptada  a  diferentes  ambientes  e  amplamente 

utilizada em viveiros de piscicultura (GOMES et al., 2000).

O Ensaio Cometa, também conhecido por SCGE (Single-Cell Gel Eletrophoresis), é uma 

técnica capaz de detectar dano ao DNA que pode ser conduzido em qualquer tecido dos quais 

células ou núcleos individualizados possam ser preparados. Para a detecção de quebras de fita 

simples,  lise  alcalina  e  condições  eletroforéticas  especias  (pH>13)  são  recomendadas,  no 

intuito de facilitar  o desenovelamento da dupla fita de DNA e a expressão dos sítios álcali 

lábeis (RIBEIRO & ANDRADE, 2003).

Este  ensaio  vem  sendo  proposto  para  estudos  de  toxicogenética  devido  a  suas 

peculiaridades  e  vantagens  quando comparado a outros testes  para detecção  de substâncias 

genotóxicas. O teste do cometa não é usado para detectar mutações, mas sim lesões genômicas 
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que, após serem processadas, podem resultar em mutação. Diferente das mutações, as lesões 

detectadas pelo teste do cometa são passíveis  de correção.  Assim sendo, o teste do cometa 

também pode ser utilizado para estudos do reparo do DNA, trazendo informações importantes 

sobre a cinética e o tipo de lesão reparada, embora não possibilite inferir a fidedignidade do 

processo  de  reparo.  Uma  vez  que  danos  no  DNA  são  freqüentemente  célula  e  tecido  - 

específicos, uma metodologia como o teste do cometa, que permite a detecção de danos e seu 

reparo  em  uma  célula  e,  conseqüentemente,  em  determinada  subpopulação  celular,  é  de 

extrema importância para a avaliação de compostos genotóxicos (BELPAEME, COOREMAN 

& KIRSCH-VOLDERS, 1998).

Há, entretanto, algumas desvantagens inerentes a este ensaio, como a inabilidade em 

medir o tamanho dos fragmentos entre lesões, o número de lesões e o local destas. Embora 

alguns tratamentos induzam uma grande variedade de lesões, que podem variar enormemente 

em toxicidade (SPIVAK, 2010), o ensaio cometa fornece informações apenas ao nível de dano 

geral ao DNA. Assim, sua combinação com a hibridização fluorescente in situ (FISH) pode ser 

uma  ferramenta  interessante  por  permitir  a  alocação  da  sequência  examinada  na  região 

danificada  ou  intacta  do  cometa,  fornecendo  informações  adicionais  sobre  sequências  ou 

regiões específicas do genoma (RAPP et al, 2005).

Santos, Singh & Natarajan, em 1997, foram os primeiros a descrever o método que 

combina o teste do Cometa com o FISH. A técnica Cometa-FISH é uma ferramenta útil para 

detectar  danos e reparo gerais e em regiões específicas do DNA. Enquanto o teste Cometa 

permite separar o DNA fragmentado do não fragmentado, o FISH auxilia a detectar seqüências 

específicas de DNA de interesse, incluindo cromossomos inteiros (LIEHR et al, 2004). 

Em contraste com outros métodos onde a hibridização é realizada com o DNA fixo em 

substratos sólidos, em todos os protocolos Cometa-FISH o DNA das células lisadas foi mantido 

embutido em agarose através dos passos do FISH. Deste modo, a configuração tridimensional 

das regiões hibridizadas puderam ser facilmente observadas em cada célula via microscopia de 

epifluorescência (GLEI, HOVHANNISYAN & POOL-ZOBEL, 2008). 

A combinação das duas técnicas tem, portanto, sido utilizada no estudo da distribuição 

dos danos e reparo do DNA em todo o genoma (HORVATHOVA et al., 2004) e na detecção de 

modificações  de  seqüências  no  DNA  de  células  individuais  (SANTOS,  SINGH  & 

NATARAJAN, 1997).

Desde  seu  desenvolvimento  inicial,  o  Cometa-FISH  tem  sido  usado  para  tratar 

diferentes  questões  (GLEI,  HOVHANNISYAN & POOL-ZOBEL,  2008).  Primeiro,  ele  foi 
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usado para identificar áreas específicas do cromossomo nas fibras do DNA e para determinar 

sua distribuição espacial (SANTOS, SINGH & NATARAJAN, 1997). Outras aplicações foram 

então  detectar  atividades  de  reparo  de  regiões  específicas  (HORVATHOVA  et  al.,  2004; 

MCKENNA  et al.,  2003; MELLON  et al.,  1986), efeitos  genotóxicos no DNA total  e nos 

telômeros  (ARUTYUNYAN  et al.,  2005),  ou em genes tumorais  relevantes,  como o TP53 

(SCHAEFERHENRICH  et  al.,  2003),  além  de  alterações  cromossomais  especificas 

(HARREUS  et  al.,  2004),  assim  como  instabilidade  genética  (TIRUKALIKUNDRAM, 

KUMARAVEL & BRISTOW, 2005). O Cometa-FISH também tem sido usado para distinguir 

quebras na fita única ou dupla do DNA (FERNANDEZ et al., 2001). 

A análise comparativa de danos ao DNA pelo teste Cometa e pelo FISH nas mesmas 

amostras  foi  realizada  em  células  sanguíneas  humanas,  tratadas  com  doxorrubicina 

(ANDERSON, YU & BROWNE, 1997), linfócitos periféricos humanos e células pulmonares 

de Hamster Chinês tratados com metil metanosulfonato, ciclofosfamida e novos medicamentos 

(GIANNOTTI  et  al.,  2002;  MONTEITH  &  VANSTONE,  1995),  demonstrando  alta 

correspondência de resultados, e aperfeiçoando, assim, a interpretação dos resultados  (GLEI, 

HOVHANNISYAN & POOL-ZOBEL, 2008).

O Cometa-FISH usando sondas telômero-específicas de ácido nucléico peptídico (PNA) 

foi aplicado para a detecção de seqüências teloméricas no DNA danificado de células tratadas 

com bleomicina citostática (BLM), mitomicina C (MMS) e cisplatina (ARUTYUNYAN et al., 

2004 e 2005). Telômeros localizados fora do núcleo foram considerados como danificados. O 

nível de fragilidade telomérica foi mensurado em leucócitos humanos normais para predizer 

efeitos  não  controlados  de  drogas  em  telômeros  em  tecidos  não  cancerosos  de  pacientes 

tratados.  Os  níveis  comparativos  de  danos  teloméricos  e  no  DNA  como  um  todo  foram 

avaliados também em linhagens celulares de tumores (HOVHANNISYAN et al., 2005). 

Adicionalmente,  neste  estudo,  a  técnica  Cometa-FISH foi  capaz  de  revelar  a  maior 

fragilidade  dos  telômeros  comparado  ao  DNA  total  em  leucócitos  humanos  não  tratados 

(ARUTYUNYAN et al., 2005). Estes resultados refletem as descobertas de Santos, Singh & 

Natarajan,  em  1997,  reveladas  pela  investigação  da  ultraestrutura  nuclear  com  FISH  em 

cometas,  que  mostraram  que  telômeros  estão  concentrados  principalmente  próximos  à 

membrana nuclear. A mesma localização espacial dos telômeros dá a eles uma maior chance de 

migração do núcleo após a indução de danos ao DNA (GLEI, HOVHANNISYAN & POOL-

ZOBEL, 2008). 

A tabela 1(anexo) mostra os trabalhos já realizados a partir desta técnica.
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Apesar de ser uma ferramenta extremamente promissora, e de ser utilizado para responder 

as mais diferentes questões, relativamente poucos trabalhos empregaram o Cometa – FISH. Em 

sua extensiva maioria, os estudos se referem a dano e reparo de genes tumorais e instabilidade 

genética  em células  humanas  e  a  determinação  da  configuração  espacial  de  sequências  na 

estrutura  do  cometa.  Não há  relatos  de estudos  relacionados  á  ecotoxicologia,  e  tampouco 

utilizando peixes como modelo biológico. Além disso, as metodologias descritas na literatura 

que  são  em  sua  maioria  com  cultura  de  linfócitos  humanos,  não  propiciaram  resultados 

satisfatórios in vivo.

Considerando, portanto, a relevância das informações que a técnica do Cometa-FISH pode 

trazer para os estudos ecotoxicológicos,  e a possibilidade de obtermos resultados relevantes 

para a pesquisa com animais endêmicos, propusemos no presente trabalho a adaptação deste 

ensaio  para  a  sua  utilização  em  peixes  como  modelo  biológico.  Para  tal,  hibridizamos 

nucleóides de células renais, hepáticas, cerebrais e eritrócitos de  Rhamdia quelen com sonda 

telomérica.

2. Materiais

*Solução de Hibridação (estringência 77%) sonda única

- 200 µl  Formamida (50% de Formamida);

- 80 µl Sulfato de Dextrano 50% (conc final de 10%);

- 40 µl de 20xSSC (conc final 2xSSC);

- 80 µl de H2O qsp. Acrescentada 420 ng de sonda seca.

- Volume final 400 µl.

* Solução formamida 15%/0,2xSSC

- 30 mL de formamida

- 20 mL de 2xSSC

- 150 mL de H2O dest.

* Solução de Tween 0,5%/4xSSC

- 200 mL de 20xSSC

- 5 mL solução estoque Tween 10%; ou 500 µl Tween puro

- completar para 1L de H2O
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*PBS-10x

- 75,8g de NaCl (1,36M)

- 9,93 de Na2HPO4 (70mM) ou

- 12,45g de Na2HPO4 x 2H2O 

- 4,14g de NaH2PO4 (30mM)

- H2O q.s.p. 1000ml e autoclavar

*20xSSC

- 175,6 g NaCl

- 88,2 g de Citrato de sódio

- dissolver em 1L de água destilada, autoclavar.

*Sulfato dextrano 50%

- 0,5 g de sulfato dextrano

- 1 mL de água destilada

*FITC

- solução uso (diluído em água destilada);

- 250 ηg/100µL

*Antifading

- 50 mg de 1,4-Phenylendiamin-dihydrochlorid (Fluka 78460);

- dissolver em 5 mL de tampão PBS 1X;

- elevar o pH até 8 do antifading com bicarbonato de sódio pH=9,0;

- completar para o volume de 50 mL com glicerol Merck.

- Filtrar com papel filtro (papel 0,45), envolver com papel alumínio, guardar no freezer.

*Antifading + DAPI

- diluir 1µL de DAPI 0,2 mg/mL em 1 mL de antifading;

*Bicarbonato De Sódio pH 9,0

- 0,42 g de bicarbonato de sódio

- 10 mL de H2O dest.;
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- acertar o pH com NaOH.

*DAPI 0,2 mg/mL (solução estoque 100x)

- dissolva 2mg de DAPI em 10 mL de H2O dest.;

*DAPI 2 µg/mL (solução uso)

- dissolva 100 µL da solução estoque em 10 mL de tampão McIvaine pH 7,0.

*NaCl 5M

- 29,22 g de NaCl

- 100 mL de água bidestilada

- filtrar a vácuo e autoclavar

*NaOH 0.5M

- 2g NaOH

- 100 mL de água destilada

*Tris HCl 1M

- trizma base 121,14 g

- H2O 500 mL

- HCl até pH desejado

- H2O até completar 1000 mL

- Filtrar a vácuo e autoclavar

*EDTA 0,5 M

- 18,61 g de EDTA

- 100 mL de água bidestilada

- acertar o pH com pastilhas de NaOH. O EDTA só irá dissolver a medida que o pH for 

ajustado

*TE

- 750 µL Tris HCl 2M 

- 350 µL de EDTA 0,5 M

- 150 mL de água bidestilada
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3. Procedimentos

Cometa

Preparação das lâminas

A preparação das lâminas para o Comet-FISH deve ser diferente do método convencional 

para o cometa, em função do maior stress mecânico que sofrerão.

Primeiramente, as lâminas de vidro a serem utilizadas foram lixadas com o auxílio de uma 

furadeira e lixa, de modo a gerar uma superfície irregular e otimizar a adesão da agarose.

A agarose para  a  camada-base  foi  preparada  com 0,5% de agarose de Ponto  de Fusão 

Normal (NMP) em Tampão Fosfato-Salina (PBS). Mantendo-a a uma temperatura média de 

cerca de 80◦C em banho-maria, 100 µl foram pipetados em uma lâmina. Imediatamente esta 

agarose foi espalhada com o auxílio de uma lamínula de vidro de 24 x 32 mm, percorrendo toda 

a sua extensão. Estas lâminas foram secas overnight, ao ar livre.

No dia anterior à execução do teste, estas lâminas foram cobertas com uma segunda camada 

de agarose NMP a 1% em PBS. 

Esta agarose, após o seu preparo, foi armazenada em alíquotas de 1 ml em eppendorf, em 

freezer. Isso evita que ela seja exposta a temperaturas altas diversas vezes, quando for utilizada 

em testes posteriores, e mantenha a sua umidade original.

A agarose NMP 1%, no momento do uso, foi fervida a 50◦C e mantida a esta temperatura 

em banho-maria. Em seguida, pipetou-se 400µl, os quais foram distribuídos longitudinalmente 

nas lâminas pré-cobertas e rapidamente cobertos com lamínula de vidro de 24 x 32 mm. 

Imediatamente após a segunda cobertura, as lâminas foram dispostas horizontalmente em 

bandejas de alumínio previamente geladas no freezer. Isto evita que a camada-base derreta com 

a temperatura da segunda camada, misturando-se.

Após a solidificação da segunda camada, as lâminas foram armazenadas no freezer em um 

recipiente  escuro  e  fechado,  com algodão  umedecido.  Deve-se  tomar  o  cuidado  de  evitar 

temperaturas muito baixas, que provocam rachaduras na agarose.

Ensaio Cometa para o Comet-FISH

As lamínulas das lâminas previamente preparadas foram cuidadosamente removidas. Estas 

lâminas  foram deixadas  à  temperatura  ambiente  por  alguns  minutos  antes  do  uso,  até  que 

alcançassem esta mesma temperatura. A camada média não pode estar gelada, pois isso levará a 

uma distribuição desigual da camada superior de agarose, por uma gelificação prematura. Pode-
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se aquecer estas lâminas a 40◦C em estufa, mas deve-se tomar o cuidado de não ressecar a 

camada média, pois isso levará a uma não adesão da camada superior.

A agarose utilizada para a camada superior foi a agarose de baixo ponto de fusão (LMP) a 

1% em água. No momento do uso, esta agarose foi derretida e mantida a 40◦C em banho-maria.

Após a extração dos tecidos e homogeneização destes em PBS, 1 volume da suspensão 

celular foi adicionada à 4 volumes da agarose LMP, e homogeneizadas com a própria pipeta. A 

suspensão celular  deve  ser  previamente  aquecida  ou colocada  em banho-maria  a  40◦C por 

alguns segundos após a mistura, de modo a não abaixar a temperatura da agarose. 

Rapidamente,  100µl  da  suspensão  celular  +  LMP  foram  pipetados  e  dispostos 

longitudinalmente na lâmina previamente coberta.  Imediatamente,  a lâmina foi coberta com 

lamínula de vidro de 24 x 32 mm e disposta em uma bandeja de alumínio previamente gelada.

Após cerca de 5 minutos, as lamínulas foram removidas.

As lâminas, então, foram colocadas em solução de lise previamente gelada por 48 horas, 

mantidas em refrigerador.

A eletroforese subseqüente foi feita com tampão alcalino, a 25V e 300 mA por 25 minutos, 

com a cuba imersa em gelo. As lâminas foram neutralizadas em três sessões de 5 minutos, e 

após secas, fixadas com etanol por 5 minutos.

3.1 Comet-Fish

Amplificação de sequências teloméricas por PCR

Reagentes Quantidades
Tampão da enzima 5,0 µl
dATP 1,0 µl
dCTP 1,0 µl
dGTP 1,0 µl
dTTP 0,7 µl (7: 3 com a digoxi)
Digoxigenina 11 dUTP 0,6 µl
Primer F 0,2 µl
Primer R 0,2 µl
MgCL2 2,5 µl
dH2O 37,4 µl
Taq pol 0,4 µl
Total 50 µl
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Parâmetros para amplificação DOP-PCR

 1 – 5 min 94°C
 2 – 1 min 94 °C
 3 – 30s 55 °C
 4 – 1 min 72 °C
 5 – voltar ao passo 2 por 10 vezes
 6 – 1 min 94°C
 7 – 30s 60°C
 8 – 90s 72°C
 9 – voltar ao passo 6 por 30 vezes
 10 – 5 min 72°C
 11 -  Hold 4ºC

Pré-hibridação
As  lâminas  foram  colocadas  por  5  -  7  dias  em  etanol  absoluto  a  4°C.  Então  foram 

brevemente  secas, sem deixar a agarose secar totalmente, e colocadas em água destilada por 10 

minutos. 

 As células foram, em seguida, desnaturadas em 0.5M NaOH por 25 minutos e desidratadas 

em séries de etanol de 5 min cada, a 70%, 85% e álcool absoluto, todos a –20ºC, e secar ao ar 

livre.  Simultaneamente  a  desidratação  em  série  alcoólica,  a  solução  de  hibridação  foi 

desnaturada a 100ºC por um período de 10 min e passada imediatamente ao gelo.

Hibridação
Para a hibridação, preparou-se a câmara úmida a 37ºC;  cada lâmina montada com 50µl 

de solução de hibridação e cobertas com lamínula, e deixadas overnight a 37ºC.

Lavagens – Segundo dia

As lâminas foram lavadas em formamida 15%/0,2xSSC pH 7.0 a 42 ºC durante 10min. 

Em seguida, lavadas em 4xSSC + 0.5% Tween 10 gelado por 5 minutos.

Bloqueio
As lâminas foram incubadas em PBS contendo 1% soro bovino albumina (BSA) por 15 

minutos á temperatura ambiente. Em seguida, lavadas por três vezes durante 5min com Tween 

0,5%/4xSSC, à temperatura ambiente.
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Detecção de sondas marcadas com digoxigenina
As lâminas foram incubadas com 100 µl de anti-digoxigenina rodamina conjugada (4µl 

Anti digoxi rodamina/796  µl NFDM) durante 1 h em câmara úmida e escura, a temperatura 

ambiente. A diluição do anticorpo (anti-digoxigenina rodamina conjugada) foi de 5:1000.

As lâminas foram então lavadas por três vezes durante 5 minutos cada com Tween 

0,5%/4xSSC, á temperatura ambiente , desidratadas  em álcool 70, 85 e 100%, durante 5 

minutos cada, e secas á temperatura ambiente.

Montagem das lâminas com DAPI
De uma solução de 400 µl de antifading mais 1 µl de dapi (0,2 mg/mL), foram 

colocadas 40µl da mistura em cada lâmina e coberta com lamínula. 

Análise das lâminas

Devem ser analisadas 50 cometas por lâmina, quanto á localização na cabeça ou cauda dos 

sinais teloméricos.

4 Resultados Esperados

Na atualidade, há uma necessidade premente de se agregar ferramentas mais poderosas ao 

estudo  da  ecotoxicologia.  A  apreensão  dos  mecanismos  e  sítios  preferenciais  de  ação  de 

xenobióticos  são informações  essenciais  para a compreensão dos reais  riscos toxicológicos, 

bem  como  para  a  delimitação  de  políticas  efetivas  no  sentido  de  evitar  a  exposição  e 

disseminação imponderada destes agentes.

Dentro  da  genética  toxicológica,  o  teste  Cometa  tem  sido  extensivamente  empregado. 

Trata-se de um ensaio sensível,  passível  de ser utilizado em bioensaios e em pesquisas de 

campo  e  que  fornece  um  bom  indicativo  de  genotoxicidade  em  quaisquer  células 

individualizadas. Entretanto, este teste oferece apenas uma visão geral das quebras no DNA 

ocasionados  por  determinado  agente,  não  fornecendo  quaisquer  dados  a  respeito  da 

especificidade destes danos. Sabe-se, porém, que determinadas formas e localizações de danos 

ao DNA induzem a respostas toxicológicas  diferentes,  e que alguns xenobióticos  têm ação 

preferencial sobre locais específicos do genoma.  
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Com  o  intuito  de  resolver  esta  lacuna  existente  no  ensaio  Cometa,  Santos,  Singh  & 

Natarajan,  em 1997,  desenvolveram a técnica  do Cometa-FISH,  que  se  trata  da união  das 

técnicas  do  ensaio  Cometa  com a  Hibridização  Fluorescente  in  situ  (FISH).  Hibridizando 

sequências  específicas  nos  cometas,  esta  técnica  tornou  possível  a  vizualização  dos  locais 

preferenciais de quebras no DNA, assim como a detecção de quebras em pontos determinados 

(figura 1- anexos).

5 Referências

As referências citadas neste artigo estão listadas com as demais, ao final da tese.

6 Informações Complementares

A adaptação  da  técnica  do  Cometa-FISH para  nucleóides  de  Rhamdia  quelen foi 

parcialmente desenvolvido.  Entretanto, seu índice de sucesso corresponde a cerca de 20% das 

lâminas  hibridizadas,  o  que  exige  um  aperfeiçoamento  da  técnica  para  que  esta  seja 

efetivamente utilizada. 

 As dificuldades técnicas encontradas referem-se principalmente à preservação do gel 

de agarose e do material biológico inserido neste gel durante os banhos com formamida. A 

alternativa  mais  óbvia  para  a  manutenção  do  nível  de  estringência  da  hibridização  seria  a 

utilização de temperatura. Entretanto, por se tratar de lâminas cobertas por agarose, esta opção 

não  pode  ser  aplicada.  As  lavagens  com Tween  e  a  desidratação  com etanol  também são 

procedimentos suspeitos como co-responsáveis pela dificuldade nesta preservação da estrutura 

do  gel.  Além  de  sanar  as  dificuldades  técnicas,  seria  também  de  grande  interesse  o 

barateamento  e  a  otimização  do  tempo  despendido  para  a  realização  da  técnica.  Assim,  a 

substituição do BSA por outro bloqueador de menor custo, bem como a determinação do menor 

tempo necessário para a hibridização e para os banhos são fatores a serem testados. 

Estas variações na metodologia são de grande importância para a pesquisa no Brasil.
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7. Anexos

Figura 1: Hibridização de sonda telomérica marcada com digoxigenina em cometas de células 

renais de Rhamdia quelen coradas com DAPI, após contaminação subcrônica por 60 dias com 

sulfato de cobre na dose de 50mg/Kg.

a. b. 
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Tabela 1: Estado da arte da técnica Comet-FISH.

Autores Ano Tecido-alvo Modelo 
Biológico

Sonda Objetivos

Santos, Singh & 
Natarajan

1997 Linfócitos Humanos Centrômeros, telômeros, 
centrômero cromossomo 7-
específico, telômero do 3q, gene da 
O6-metilguanina – DNA - 
transferase

Desenvolvimento da técnica; 
organização estrutural da 
cromatina

McKelvey-Martin et 
al

1998 Linhagens 
HT1376, 
UMUC-3 e 
RT112 de 
carcinoma de 
bexiga

Humanos Gene P53 Dano e reparo após irradiação 
com raios X.

Bock et al 1999 Linfócitos Humanos Genes p53, p58 e c-Myc; 
centrômeros e telômeros

Danos após irradiação com 
UV-A

Rapp et al 2000  Linfócitos Humanos Cromossomos 1, 2, 3, 8, 9, 11, 14, 
18, 19, 21, X e Y totais

Distribuição dos danos ao 
DNA induzidos por radiação 
UV-A

Menke, Meister & 
Schubert

2000 Raiz Vicia Faba Elementos de repetição em tandem 
FokI

Efeitos genotóxicos do N-
metil-N- nitrosurea (MNU)

McKenna et al 2003 Linhagens RT4 
e RT112 de 
câncer de bexiga

Humanos TP53 Quebra e reparo após 
irradiação γ

McKenna et al 2003 Linhagem RT4 
de câncer de 
bexiga

Humanos TP53 Reparo de danos causados pela 
Mitomicina C (MMC)

Schaeferhenrich et al 2003 Linhagem LT97 
de adenoma de 
cólon

Humanos TP53 Efeitos genotóxicos do 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE)

Schaeferhenrich et al 2003 Células de cólon Humanos TP53 Dano e reparo após tratamento 
com trans-2-hexenal e 
peróxido de hidrogênio

 Arutyunyan et al 2004 Células de 
sangue 
periférico

Humanos PNA telômero-específicas 
diretamente marcadas

Efeitos da bleomicina e 
mitomicina C no encurtamento 
dos telômeros de tecidos não-
cancerosos 

Harréus et al 2004 Células da 
mucosa 
orofaríngea com 
e sem carcinoma 

Humanos Sondas cromossômicas totais dos 
cromossomos 1, 3, 5 e 8.

Diferenças na sensibilidade à 
indução por BPDE de danos 
no DNA e alterações nos 
cromossomos 1, 3, 5 e 8

Horváthová et al 2004 Ovário (CHO) Hamster Chinês Genes DHFR, MGMT Quebras e cinética de reparo 
após dano oxidativo com 
H2O2

Linfócitos Humanos p53

Arutyunyan et al 2005 Células de 
sangue 
periférico

Humanos PNA telômero-específicas Comparação de danos 
causados pela cisplatina e 
bleomicina.

Hovhannisyan et al 2005 Linhagens 
celulares 
tranformadas 
HT1080 e 
CCRF-CEM de 
leucócitos

Humanos Sondas teloméricas PNA Danos ao DNA após 
tratamento com bleomycina 
(BLM) ou mitomicina C 
(MMC)

Ovário (CHO) Hamster Chinês
Kumaravel & 
Bristow

2005 Linhagens 
MCF-7; MDA-
MB-468 e CRL-
2336 de câncer 
de mama

Humanos P53 e HER-2/neu Instabilidade genética e reparo

Amendola et al 2006 Células do 
sangue 
periférico

Camundongos 
C57BL/6 e 
CBA/J

Genes Ret, Abl1 (cAbl), e Trp53 Danos ao DNA causados por 
radiação ionizante
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IV – RESULTADOS ADICIONAIS

Autores Ano Tecido-alvo Modelo 
Biológico

Sonda Objetivos

Knöbel et al 2006 Linhagem LT97 
de  adenoma e 
células de cólon 
não 
transformadas

Humanos TP53 Verificar os efeitos 
genotóxicos da uranila 
nitrilotriacetato

Shaposhnikov et al 2006 Células HeLa Humanos Sondas “padlock” para sequências 
Alu e para mtDNA

Comportamento de sequências 
repetitivas durante o teste 
Cometa

Escobar et al 2007 Células 
linfoblastóides 
TK6

Humanos Sondas para 5q31 e 11q23 Detecção e comparação de 
danos a regiões cromossômicas 
relevantes na leucomogênese.

Glei et al 2007 Linhagem de 
adenoma de 
cólon LT97 e 
Células primárias 
de cólon

Humanos APC, KRAS e TP53 Avaliação de danos no DNA 
causados por produtos de 
estresse oxidativo relevantes 
para o câncer de cólon

Knöbel et al 2007 Células de cólon 
não 
transformadas e 
linhagem LT97 
de adenoma de 
cólon

Humanos TP53 Danos genéticos do Fe-NTA

Park et al 2007 Leucócitos de 
sangue periférico

Humanos TP53 Danos globais e específicos ao 
DNA causados por 
nitrilotriacetato ferrico (Fe-
NTA)

Shaposhnikov et al 2008 Linfócitos Humanos Sondas genômicas Organização estrutural da 
cromatina nos cometasLinhagem de 

osteosarcoma
 U-O2S

COT-1

Volpato et al 2008  Linfoblastoma e 
células 
tireoidianas fetais 

Humanos RET, CXCL12/SDF1, ABL, MYC, 
PLA2G2A, p53, e JAK2

Comparação de danos 
induzidos por radiação 
ionizante

Mohseni Meybodi 
& Mozdarani

2009 Linfócitos de 
Anemia de 
Fanconi

Humanos Cromossomos 13 e 16 totais Dano ao DNA após irradiação 
gamma e tratamento com 
Mitomicina C

Reiter et al 2009 Mucosa 
orofaríngea

Humanos Cromossomos 3, 5, 8 e 11 totais Danos ao DNA como resposta 
ao estresse oxidativo por 
hidróxido de hidrogênio

Reiter et al 2009 Mucosa 
orofaríngea com 
e sem câncer

Humanos Cromossomos 1, 3, 5 e 8 totais Fragmentação do DNA após 
incubação com 
Benzo(a)pireno-7,8-diol-9,10-
epoxido (BPDE)

Mosesso et al 2010 Linfócitos Humanos Cromossomos 18 e 19 totais Dano e reparo após irradiação 
com raios-X

Reiter et al 2010 Mucosa 
orofaríngea

Humanos Gene EGFR e centrômero do 
cromossomo 7

Fragmentação do DNA após 
incubação com 
Benzo(a)pireno-7,8-diol-9,10-
epoxido (BPDE)
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Ao compararmos as doses equivalentes nos dois tratamentos, observamos que a dose de 

500mg/Kg de Sulfato de Cobre resultou numa citotoxicidade muito maior, uma vez que este 

tratamento teve uma mortalidade de 81.25% durante os 60 dias de contaminação,  do que a 

observada na mesma dose de Sulfato de Alumínio. 

Com a  utilização  do  teste  de  Kruskal  Wallis,  podemos  observar  que  os  resultados 

obtidos  pelo  ensaio  cometa  na  dose  de  5  mg/Kg nos  tecidos  sanguíneo,  hepático,  renal  e 

cerebral  não são diferentes (p>0,05) entre os tratamentos com sulfato de cobre e sulfato de 

alumínio.  O  mesmo  se  deu  em relação  aos  danos  observados  na  dose  de  50mg/Kg;  com 

exceção do cérebro, que apresentou maiores danos nesta dose no tratamento com sulfato de 

alumínio  (p<0,05).  O  alumínio  é  conhecidamente  neurotóxico  (YELLAMMA et  al,  2010; 

XIAO et al, 2011), dado este corroborado por nossos resultados.

A  toxicidade  de  cada  metal  varia  de  acordo  com a  espécie,  porém,  segundo  Ximenes 

(2006), existe uma toxicidade relativa dos metais mais comuns no meio ambiente, em ordem 

decrescente de periculosidade: mercúrio, prata, cobre, zinco, níquel, chumbo, cádmio, arsênio, 

cromo,  estanho,  ferro,  manganês,  alumínio,  berílio  e  lítio.  Assim,  esperava-se que o cobre 

induzisse um maior  número de danos no ensaio cometa  do que o alumínio,  o que não foi 

observado no presente trabalho.

Diversos  pesquisadores  recomendam que na  análise  das  lâminas  do  ensaio  cometa  não 

sejam contabilizadas as chamadas “células-fantasma”, possuidoras de danos numa extensão tal 

que  não  se  observa  a  formação  de  “cabeça”  no  cometa  (COLLINS et  al,  2008).  Esta 

recomendação se deve á associação destes nucleóides a possíveis células apoptóticas. Apesar 

de  diversos  trabalhos  questionarem a  confiabilidade  desta  associação  (CHOUCRON  et  al, 

2001; MEINTIERES et al, 2003; COLLINs et al, 2008), por precaução excluímos tais células 

da análise.

A esta exclusão pode se dever a semelhança entre os resultados dos tratamentos com sulfato 

de cobre e sulfato de alumínio. De fato, as lâminas de todos os tecidos analisados procedentes 

da contaminação com sulfato de cobre apresentaram um número extremamente grande  de 

“células-fantasma”, ao contrário das resultantes da contaminação com sulfato de alumínio. 

V – CONSIDERAÇÕES FINAIS
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Um  simples  e  barato  biomarcador  pode  ser  amplamente  utilizado  para  demonstrar 

efeitos  tóxicos  em uma  população,  em um pequeno  número  de  indivíduos  de  amostra  da 

população (WALKER, 1998). Entretanto, a maioria das padronizações para agentes tóxicos são 

baseadas numa série de pressuposições.  Por exemplo,  que a resposta dos roedores para um 

agente possa ser extrapolada para os seres humanos,  ou que a resposta de poucas espécies 

testadas  para  um agente  possa  ser  extrapolada  para  a  multiplicidade  de  vida  de  todo  um 

ecossistema (BABICH & STOTZKY, 1983). Portanto, o ideal é que sejam estudadas espécies 

nativas ou representativas do ecossistema em foco (RAND et al, 1995). 

Mas poucas espécies de peixe nativas têm sido empregadas nos estudos de toxicidade 

brasileiros. Sabe-se muito pouco sobre a sensibilidade de peixes neotropicais a poluentes, e as 

diretrizes  toxicológicas  para  metais  na  maioria  dos  países  tropicais  são  oriundos  de  dados 

coletados em outros ecossistemas (OLIVEIRA RIBEIRO et al, 1996).

A  exposição  crônica  e  acumulação  de  metais  pela  biota  aquática  podem  resultar  na 

acumulação destes em tecidos, o que produz efeitos adversos não apenas para os organismos 

expostos, mas também para organismos de outros níveis tróficos – incluindo seres humanos 

(IARC, 1993). Entretanto, respostas tóxicas podem variar substancialmente de acordo com a 

espécie e reações a uma exposição subcrônica são diferentes das observadas em exposições 

agudas (KEEHAE & GANG-JOON, 2009).

Por esta razão, utilizamos no presente trabalho a espécie  Rhamdia quelen, que possui 

distribuição  neotropical,  do  sudeste  do  México  ao  norte,  e  centro  da  Argentina  ao  sul 

(SILFVERGRIP,  1996)  para  testar  a  genotoxicidade  do  Sulfato  de  Cobre  e  do  Sulfato  de 

Alumínio em contaminação subcrônica via trófica, por 60 dias. 

O Sulfato de Cobre em tratamento subcrônico por 60 dias via trófica em Rhamdia quelen 

nas doses de 5, 30, 50 e 500 mg/Kg induziu quebras no DNA deflagradas  pelo ensaio cometa 

nos tecidos cerebral,  sanguíneo, renal e hepático, sendo o sangue o tecido menos sensível a 

mudanças de concentração do sulfato de cobre. O teste de micronúcleos písceos, no entanto, 

não  demonstrou  alterações  significativas  em  relação  ao  controle  negativo,  assim  como  a 

freqüência de eritrócitos policromáticos em relação ao número de eritrócitos totais. Não foi 

observado um aumento na freqüência de células inviáveis no tecido sanguíneo.

O Sulfato  de Alumínio  em tratamento  subcrônico  por  60 dias  via  trófica  em  Rhamdia 

quelen nas doses de 5, 50 e 500 mg/Kg induziu danos observados no ensaio cometa nos tecidos 

cerebral, sanguíneo, renal e hepático, sendo o cérebro o tecido mais sensível ao contaminante e 
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o sangue o mais resistente. O teste de micronúcleos písceos, no entanto, só obteve resultados 

positivos  na  dose  de  50  mg/Kg.  Não  houve  alterações  na  percentagem  de  EPC  com  os 

tratamentos com sulfato de alumínio, e não foi observado um aumento na freqüência de células 

inviáveis no tecido sanguíneo.

Em nenhum dos dois tratamentos observou-se um aumento na freqüência de micronúcleos 

e alterações nucleares em relação ao controle negativo.  Resultados de estudos de exposição a 

longo prazo em peixes revelaram que a freqüência de micronúcleos em eritrócitos decresce 

após 14 e 21 dias (CAMPANA et al ,1995; TORRES DE LEMOS et al , 2001; ÇAVAS et al, 

2005b), sugerindo que os eritrócitos são biomarcadores de genotoxicidade fracos para períodos 

de exposição acima de 21 dias. O período de 60 dias de contaminação utilizado no presente 

trabalho pode ter contribuído, portanto, para a ausência de micronúcleos nas células analisadas. 

Por  outro  lado,  respostas  tóxicas  podem variar  substancialmente  de  acordo  com a  espécie 

(KEEHAE  &  GANG-JOON,  2009),  sendo  possível  que  o  Rhamdia  quelen  não  seja  um 

biomarcador suficientemente sensível para o teste de micronúcleos písceos após contaminação 

com metais.

O Ensaio Cometa, também conhecido por SCGE (Single-Cell Gel Eletrophoresis), é uma 

técnica capaz de detectar dano ao DNA que pode ser conduzido em qualquer tecido dos quais 

células ou núcleos individualizados possam ser preparados (RIBEIRO & ANDRADE, 2003). 

Há, entretanto, algumas desvantagens inerentes a este ensaio, como a inabilidade em medir o 

tamanho dos fragmentos entre  lesões, o número de lesões e o local destas.  Embora alguns 

tratamentos  induzam uma  grande  variedade  de  lesões,  que  podem variar  enormemente  em 

toxicidade (SPIVAK, 2010), o ensaio cometa fornece informações apenas ao nível de dano 

geral ao DNA. Assim, sua combinação com a hibridização fluorescente in situ (FISH) pode ser 

uma  ferramenta  interessante  por  permitir  a  alocação  da  sequência  examinada  na  região 

danificada  ou  intacta  do  cometa,  fornecendo  informações  adicionais  sobre  sequências  ou 

regiões específicas do genoma (RAPP et al, 2005).

Apesar de ser uma ferramenta extremamente promissora, e de ser utilizado para responder 

as mais diferentes questões, relativamente poucos trabalhos empregaram o Cometa – FISH. 

Considerando,  portanto,  a relevância  das informações  que a  técnica  do Cometa-FISH pode 

trazer para os estudos ecotoxicológicos,  e a possibilidade de obtermos resultados relevantes 

para a pesquisa com animais endêmicos, propusemos no presente trabalho a adaptação deste 

ensaio para a sua utilização em peixes como modelo biológico.  A adaptação da técnica do 

Cometa-FISH para nucleóides de  Rhamdia quelen foi parcialmente desenvolvido; entretanto, 
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seu índice de sucesso corresponde a cerca de 20% das lâminas hibridizadas, o que exige um 

aperfeiçoamento da técnica para que esta seja efetivamente utilizada.
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VII-   ANEXOS  

Metodologia

a. Teste do Micronúcleo Písceo (MNP)   

A  fim  de  se  verificar  a  freqüência  de  micronúcleos  em  hemácias  periféricas,  foi 

empregada  a  técnica  descrita  por  HEDDLE  (1973)  e  SCHMID  (1975),  com  algumas 

modificações. A técnica aplicada consiste nas seguintes etapas: 

a) As lâminas foram bem limpas e identificadas. 

b) Ao se coletar o sangue do animal, pingou-se uma gota na superfície da lâmina. 

c) Com o auxílio de uma lamínula, foi feito um esfregaço, espalhando o sangue sobre a 

superfície da lâmina, sempre em um único sentido apenas.  

d) As lâminas, após secagem ao ar, foram fixadas em etanol 96%, por 30 minutos. 

e) As lâminas foram coradas com Giemsa 10% diluída em tampão fosfato (pH 8,6), por 

15 minutos. 

f) As lâminas foram analisadas em teste  cego, sendo que, foram analisadas 2000 células 

de cada animal. Na análise, foram consideradas somente hemácias nucleadas com membranas 

nuclear e citoplasmática intacta. Serão consideradas como micronúcleos as partículas que em 

relação  ao  núcleo  principal  não  excederem  1/3  do  seu  tamanho,  estiverem  nitidamente 

separadas, com bordas distinguíveis e com mesma cor e refringência do núcleo. As alterações 

na forma elíptica normal dos núcleos das hemácias que não se enquadrarem no conceito de 

micronúcleo, mas que poderiam ser descritas como alterações morfológicas nucleares também 

serão  analisadas  segundo  CARRASCO,  TILBURY e  MYERS (1990)  e  computadas  como 

AMN.

b. Teste do Micronúcleo em Eritrócitos Imaturos (EI)   

A fim de se verificar a freqüência de micronúcleos em eritrócitos jovens, foi empregada 

a técnica descrita por ÇAVAS; ERGENE-GÖZÜKARA (2005), com algumas modificações e a 

coloração  dos  eritrócitos  realizada  de acordo com UEDA et  al.  (1992).  A técnica  aplicada 

consiste nas seguintes etapas:

a) As lâminas foram bem limpas e identificadas. 
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b) O sangue coletado (aproximadamente 1 ml) foi colocado em microtubos do  tipo 

Eppendorf ®. Para a realização do ensaio cometa foram coletados 10µl de sangue de cada 

microtubo e misturados com 1 ml de  soro bovino fetal. Neste caso, da mesma diluição retirou-

se 10µl e colocou-se na superfície da lâmina.  

c) Com o auxílio de uma lamínula, foi feito um esfregaço, espalhando o sangue sobre a 

superfície da lâmina, sempre em um único sentido apenas.  

d)  As  lâminas  foram  então  deixadas  para  secar  overnight  e  foram  fixadas, 

posteriormente em metanol, durante 10 minutos. 

e) A coloração de laranja de acridina apenas foi acrescentada imediatamente antes da 

análise microscópica. As células foram coradas com laranja de acridina a 0.003%, em tampão 

Sorenson com pH 6.8, por 2-3 minutos e montadas com o mesmo tampão. As lâminas foram 

então analisadas ao microscópio de epifluorescência, com aumento de 400x. 

f) A análise foi feita em teste cego, sendo que, foram analisadas 2000 células de cada 

animal. Na análise, foram consideradas somente hemácias nucleadas com membranas nuclear e 

citoplasmática intacta.  

 

c. Ensaio Cometa   

A técnica utilizada foi a descrita por SINGH et al. (1988) com algumas modificações 

realizadas por FERRARO (2003). Antes da coleta do material para análise, foram preparadas as 

lâminas com cobertura  de agarose e a agarose  de baixo ponto de fusão (LMP) segundo as 

etapas descritas a seguir: 

 

2. Preparação das lâminas com cobertura de agarose  

a) Foram dissolvidos 1,5 g de agarose normal em 100 ml de PBS em Erlenmeyer, com 

agitação por duas horas. Essa mistura foi então levada ao forno de microondas até sua fervura e 

completa dissolução. 

b) Após fervura, a agarose foi deixada em temperatura ambiente. Após a solidificação 

da agarose, esta foi picada e levada novamente ao forno de microondas. Essa etapa foi repetida 

pelo menos três vezes. Ao final desse processo, a agarose foi mantida em banho-maria a 70ºC. 
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  c)  As  lâminas,  previamente  limpas,  foram então  mergulhadas  na  agarose  aquecida, 

sendo o lado da lâmina contendo a porção não esmerilhada limpo com um lenço de papel e 

álcool.

d) As lâminas foram deixadas para secar  overnight em superfície plana e à temperatura 

ambiente, para solidificação da cobertura de agarose. 

 

3. Preparação da agarose de baixo ponto de fusão (LMP) 

 

a) Foram dissolvidos 100 mg de agarose normal em 20 ml de PBS. 

 b) Essa solução foi então levada para  fervura em forno de microondas somente uma 

vez. 

c) A agarose LMP foi mantida em geladeira até o momento do uso, quando foi então 

aquecida em banho-maria e mantida em 37ºC. 

 

Sangue 

 a) O sangue coletado (aproximadamente 1 ml)  foi colocado em microtubos do tipo 

Eppendorf ®. Para a realização do ensaio cometa foram coletados 10µl de sangue de cada 

microtubo e misturados com 1ml de soro bovino fetal. Os microtubos foram mantidos sobre 

refrigeração e no escuro até a realização do ensaio. 

b) Desta solução, foram coletados 10µl e misturados com 120µl de agarose LMP (low 

melting  point),  sendo esta  suspensão celular  depositada  sob uma lâmina  com cobertura  de 

agarose.  

c)  Após  a  deposição  da  mistura  agarose  e  suspensão  celular  sob  a  lâmina,  foram 

colocadas lamínulas sobre cada lâmina e  em seguida estas foram submetidas à refrigeração.  

d) Após a refrigeração, as lamínulas foram gentilmente retiradas.  

e) Estas foram então, acondicionadas em  cubetas, contendo solução de lise por, pelo 

menos, 24 horas.  

f)  Após  o  tempo  de  lise,  as  lâminas   foram  então  transferidas  para  a  cuba  de 

eletroforese. A eletroforese foi realizada  sobre refrigeração e na ausência de luz, com uma 

solução de eletroforese com pH maior que 13. 

g) Antes do início da corrida eletroforética, as lâminas permaneceram na solução de 

eletroforese por pelo menos 30 minutos, para a desespiralização do DNA.  
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h) Em seguida, a corrida de eletroforese foi iniciada a 25V e 300 mA por 25 minutos. 

 i) Após o término da corrida, as lâminas foram retiradas da cuba e neutralizadas com 

um tampão de neutralização (pH 7,5) por 3 seções de 5 minutos cada.  

j) As lâminas foram fixadas em etanol 96% por 5 minutos. 

l) Para a análise das lâminas, foram adicionados 20µl de brometo de etídeo em cada 

uma  delas.  Cada  lâmina  foi  então  coberta  com  lamínula  e  levada  ao  microscópio  de 

epifluorescência com aumento de 400x. 

m) Foram analisados 100 núcleos em cada lâmina. Os núcleos foram classificados de 

acordo com o dano, conforme o comprimento da cauda formada após a corrida eletroforética. A 

classificação dos núcleos será realizada conforme as classes: 0 (sem dano aparente) a 4 (dano 

máximo). Foram realizadas as quantificações dos tipos de danos e a atribuição de escores em 

cada  classe.  Os  escores  foram  obtidos  através  da  multiplicação  do  número  de  cometas 

encontrados em cada classe pelo valor da classe. 

 

Tecidos Hepático, Renal e Cerebral

 

Para a realização  do ensaio cometa  utilizando tecidos  hepático,  renal  e cerebral,  foi 

utilizada uma metodologia que se constituiu das seguintes etapas: 

a)  Após o sacrifício  dos animais  e a  retirada de sangue,  foi  retirado o tecido renal, 

hepático ou cerebral.  Cada um destes foi inserido em um microtubo do tipo Eppendorf® e 

mantido em tampão Tris-HCl-Sacarose (pH 8,6) em gelo, e no escuro; 

b) Os tecidos com o tampão Tris-HCl-Sacarose foi então levado para homogeneização 

em homogeneizador Potter® a 1500 rpm por cerca de 30 segundos; 

c) Do homogeneizado obtido, foram coletados 40μl em microtubos do tipo Eppendorf®. 

d) Para a realização do ensaio cometa, os 40µl coletados de homogeneizado foram então 

misturados com 120µl de agarose LMP (low melting point – baixo ponto de fusão).  

e)  A  suspensão  celular  assim  obtida  foi  utilizada  para  a  montagem  das  lâminas, 

conforme o procedimento descrito acima para eritrócitos. 
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