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RESUMO

A toxicidade de aguas pode ser testada em condi¢cdes laboratoriais usando
sistemas bioldégicos como bactérias, leveduras, plantas e organismos aquaticos.
Os peixes estdo entre os organismos mais indicados para o proposito de
biomonitoramento pois, assim como os mamiferos, sofrem. bioacumulagéo,
respondem a baixas concentragbes de agentes mutagénicos e ativam o sistema
do citocromo P450, importante no metabolismo de xenobibticos. Muitos
biomarcadores tém sido utilizados como ferramentas para detecgédo de exposigdo
e para avaliagdo dos efeitos de poluicdo por agentes genotoxicos. Esses
biomarcadores incluem testes como avaliagdo de aberragbes cromossémicas,
quebras e formagdo de adutos de DNA, Ensaio Cometa e medi¢do da freqliéncia
de micronucleo e outras anomalias nucleares. Os metais, assim como uma grande
variedade de quimicos, sdo capazes de induzir efeitos carcinogénicos. Desse
modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de genotoxicidade aguda do
chumbo inorganico (Pb**) em. peixes através da verificagdo da freqiiéncia de
micronucleos pisceos e de alteragbes morfologicas nucleares em hemacias
periféricas e da realizagdo dos ensaios Cometa em células sanguineas e em
tecido renal e freqiiéncia de aberragGes cromossomicas. Exemplares de Hoplias
malabaricus receberam injegao intra-peritonial de diferentes doses de chumbo (0,
7, 21, 63 e 100 pg Pb**/g massa corpdrea). Os peixes foram anestesiados e
sacrificados 96 horas apds a aplicagdo do xenobionte. Imediatamente apo6s o
sacrificio foram coletados sangue e tecido renal. O tecido renal foi homogeneizado
em tampé&o TrisHCI-Sacarose (pH 8,8). No ensaio de micronucleo pisceo, nao foi
observada diferenga significativa entre os grupos controle e tratados, através do
Teste de Kruskal-Wallis, porém esse resultado ndo recebeu muita confiabilidade
devido ao reduzido numero de animais utilizados, o mesmo ocorrendo na
verificagdo da freqUéncia de aberragdes cromossémicas. Nos ensaios cometa
verificou-se pelo Teste de Kruskal-Wallis que os grupos contaminados
apresentaram diferenga significativa em relagdo ao controle, além disso, nao foi
verificada diferenga significativa entre as doses utilizadas. Os ensaios cometa
demonstraram ainda, através do Teste de Wilcoxon, que o sangue apresentou
maior sensibilidade que o tecido renal, possivelmente em decorréncia da
contaminagao ter sido aguda através da injegao intra-peritonial. Concluimos assim
que o chumbo apresenta atividade mutagénica em Hoplias malabaricus, detectada
pelos ensaios cometa mesmo quando se trata de exposicdo em doses baixas e
por curto periodo, além disso, verificamos que o ensaio cometa do sangue
periférico é o teste mais indicado para se analisar a contaminagao aguda por Pb*".
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1. INTRODUGAO

Dentre as diferentes substancias quimicas produzidas atualmente pela
humanidade, apenas uma pequena parcela destas tem sido estudada quanto aos
seus efeitos nos seres vivos. Com tantas dessas substéncias chegando ao
ambiente, notadamente no ambiente aquatico, onde, via de regra, elas mais se
concentram, €& natural pensar que algumas delas possam estar se fixando nos
individuos que compdem as cadeias alimentares (FERRARO, 2003).

Varios estudos tém sido efetuados para melhor se compreender o papel de
muitos destes elementos e substancias quimicas nos ecossistemas, por exemplo,
como e onde ocorrem suas entradas no ambiente, suas interagbes com os seres
vivos, seus efeitos sobre estes e seu prazo de permanéncia no ambiente, entre
outros (FERRARO, 2003).

Muitas das substancias quimicas langadas aoc ambiente constituem-se de
agentes causadores de mutagées génicas e de alteragbes cromossomicas. Algumas
destas substancias sdo chamadas de aneugénicas, pois atuam provocando
alteragbes na distribuicdo dos cromossomos durante o processo de divisdo celular
dando origem é aneuploidias. Outras sdo chamadas de clastogénicas, pois induzem
quebras e alteragbes na estrutura do cromossomo, que podem ser detectadas
através de estudos citogenéticos. Portanto, tendo um efeito clastogénico ou néo, é
possivel, através de testes citogenéticos, avaliar os efeitos mutagénicos de um
determinado - composto, o que torna estes tipos de teste imprescindiveis nestas
avaliagbes (RABELLO-GAY et al, 1991).

Muitas substancias tdxicas como metais pesados e compostos organicos
podem ser transferidos dos tecidos dos organismos para os seus predadores e
chegar a concentragdes de maiores magnitudes nos niveis tréficos superiores (DE
LEMOS e TERRA, 2003). Estudos sobre a toxicidade de substancias e elementos
quimicos se revestem de grande importancia, pois permitem determinar as respostas
de um dado organismo a contaminagdo por estes, permitindo avaliar o impacto e o
efeito destes sobre células, tecidos e 6rgdos bem como inferir sobre possiveis
perturbagGes metabdlicas (PADRANGI et al, 1995).

Genotoxicidade é um termo geral que se refere a alteragées na estrutura geral

ou na disposicdo dos cromossomos (clastogenicidade) ou seqliéncias de pares de



bases do DNA (mutagenicidade) por exposigdo a agentes toxicos (AL-SABTI e
METCALFE, 1995).

Nos ultimos anos, tem aumentado o interesse sobre a genotoxicidade em
aguas e sedimentos. Aguas e sedimentos podem ter sua genotoxicidade testada em
condi¢gdes laboratoriais usando sistemas bioldgicos como bactérias, leveduras e
plantas. Interesses também tém sido focados em testes de laboratério usando
organismos aquaticos como anfibios, moluscos e peixes (MINISSI et al, 1996).

Os organismos mais indicados para o proposito de biomonitoramento s&o
peixes, -assim como mamiferos, pois sofrem bioacumulagdo, s&o capazes de
responder a agentes mutagénicos em baixas concentragdes e sdo capazes de ativar
o sistema enzimatico do citocromo P450, um sistema de enzimas monooxigenases
com o grupo heme e com diferentes especificidades por substrato. Estas enzimas
desempenham um papel fundamental no metabolismo de substancias xenobidticas e
de compostos endogenos (GOKSOYR et al, 1991). Existe grande quantidade de
quimicos mutagénicos com alta probabilidade de induzir efeitos carcinogénicos em
varias espécies de peixes (MINISSI et al, 1996).

Peixes podem agir como organismos sentinela para indicar o potencial para
exposigado de populagdes humanas a substancias genotoxicas presentes na agua
para consumo. Alimentos s&do 0 modo mais comum para exposi¢do de populagdes
humanas a toxicos quimicos sendo que peixes e crustaceos séo reconhecidamente
os maiores vetores na transferéncia de contaminantes aos humanos. Por exemplo,
peixes marinhos e crustaceos, que constituem importante fonte de proteinas em
muitos paises, sdo muitas vezes contaminados com altas concentragbes de
metilmercurio (WHO, 1990) e a indugdo de danos cromossomicos tem sido
encontrada nos linfocitos de pessoas expostas a metilmercurio devido ao consumo
de peixes contaminados (SKERFVING et al, 1974), apesar de que 0s mecanismos
precisos envolvidos nesses processos sdo até o momento pouco compreendidos
(AL-SABT! e METCALFE, 1995).

Deve-se destacar, entretanto, a existéncia de sensibilidade diferenciada entre
diferentes espécies de peixes, o que pode impossibilitar comparagdes entre
diferentes dados e futuras generalizagées. Por exemplo, SANCHEZ-GALAN (1999)
verificou a sensibilidade do Salmo trutta ao cadmio e mercurio com a indugdo de
aumento significativo de micronucleos apds inje¢do peritoneal, enquanto que a

espécie Phoxinus phoxinus apresentou-se sensivel somente ao cadmio.
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O potencial de efeitos genotdxicos em organismos aquaticos expostos a
poluigdo € ainda pouco conhecido, embora a contaminagdo com elevadas
concentragbes de PHA (polihidroxialcanoato) em sedimentos no fundo tem sido
associada com elevadas prevaléncias de tumores em peixes habitantes de fundo
(AL-SABTI e METCALFE, 1995).

O impacto de materiais téxicos na integridade e no funcionamento do DNA da
célula tem sido investigado em muitos organismos sob diferentes condigbes
(McCARTHY e SHUGART, 1990). Muitos biomarcadores tém sido utilizados como
ferramentas para a detec¢do de exposi¢do e para avaliagdo dos efeitos de poluigéo
genotoxica. Esses biomarcadores incluem testes como avaliagdo de aberrages
cromossdmicas, adutos de DNA, quebras no DNA e medigdo da frequéncia de

micronlcleo e outras anomalias nucleares (BOMBAIL et al, 2001).
1.1 O chumbo inorganico

O chumbo, ao contrario do ferro, magnésio e selénio entre outros, € um
metal ndo essencial, altamente téxico sendo que todos os seus efeitos conhecidos
em organismos vivos s3o deletérios (PAIN', 1995 apud., FERRARO, 2003). Trata-se
de um metal de cor branca acinzentada, brilhante, ddctil, macio e muito resistente a
COrrosao.

Existem duas formas de chumbo inorganico: Pb*2 e Pb*™, sendo esta Gltima
mais rara. A forma inorganica € menos tdxica que a orgénica, uma vez que a
membrana plasmatica apresenta-se permeavel ao organometal. No entanto, a
quantidade que circula nos ecossistemas é maior de chumbo na forma inorgénica
que a forma orgéanica (PAIN, 1995 apud., FERRARO, 2003)*.

Ambas as formas de chumbo, inorganico e orgénico, sdo usados em diversos
processos industriais. Compostos de chumbo s&o utilizados no tingimento e
impressdo de tecidos, na fabricagdo de vernizes, na manufatura de pesticidas e
reagentes analiticos e na fabricagdo de explosivos, de vidros coloridos, cristais,
fosforos, baterias e tintas (JOHNSON, 1998).

Com o advento da Revolugdo Industrial aumentou a demanda por este metal.
Compostos organicos do chumbo, por exemplo, o chumbo tetraetila, foram

amplamente utilizados principalmente na forma de antidetonantes na gasolina, pois
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permitem que a gasolina seja submetida a altas pressées, dentro do cilindro dos
motores, antes de sua explosdo (PAIN, 1995 apud., FERRARO, 2003)1.

A entrada do chumbo no ambiente pode se dar por duas formas. A primeira,
chamada natural, pela agdo dos intemperismos sobre os minerais que possuem o
chumbo em sua composi¢do, pelo decaimento radioativo ou ainda por atividade
ignea. A segunda, chamada de antropogénica, tem como origem as atividades
humanas de mineragdo,. fundigdo e industrializagdo (PAIN, 1995 apud., FERRARO,
2003)".

Nos corpos de agua a entrada se da principalmente por descargas industriais
diretas ou pela deposigdo de particulas aéreas. No meio aquatico, as maiores
concentragées do metal, ocorrem nas aguas continentais, principalmente nas
proximidades dos grandes centros urbanos (PAIN, 1995 apud., FERRARO, 2003)".

Os animais aquaticos podem absorver o chumbo disponivel na agua através
de sua pele, branquias ou através da ingestdo de alimentos (TAO et al, 1999).
Estudos realizados com a espécie de peixe Pleuronectes platessa expostos a baixas
concentragdes de chumbo na agua (10 pg/l) relataram a inibigdo da atividade de
enzimas hematopoiéticas; sob altos teores encontram-se relatos de quadros
anémicos, reducdo na eclosdo de ovos e curvatura lateral da espinha; enquanto que
em doses letais o chumbo induz aumento na produgdo de muco, o que resulta na
obstrugdo das branquias, podendo levar o animal & morte (PAIN, 1995 apud.,
FERRARO, 2003)".

1.2 Teste do Microntcleo

O teste do micronucleo foi originalmente desenvolvido por SCHMID (1975)
para células da medula dssea de camundongos e foi adaptado por HOOFTMAN e de
RAAT (1982) para o estudo de células sanguineas de peixes mantidos em
laboratério. Essa modificagdo originou o que hoje conhecemos por Teste do
Micronucleo Pisceo (CARRASCO, TILBURY e MYERS, 1990).

O teste do micronucleo pisceo tem sido usado para estimar o nivel de
exposicdo a contaminantes em muitas pesquisas, desde os anos 80. Esse teste
mede o dano cromossdmico estrutural ou numérico e tem sido usado para avaliar
genotoxicidade. Esse teste € um indicador recomendado para estudos ambientais

tanto em condigbes laboratoriais como no campo (BELPAEME et al, 1998). O
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consenso geral é que a contagem de micronucleos durante a intérfase é
tecnicamente muito tranqiila e mais rapida quando comparada a contagem de
aberragbes cromossdmicas durante a metafase (AL-SABTI e METCALFE, 1995).

Segundo AL - SABTI e METCALFE (1995), o teste de micronticleo em peixes
apresenta potencial para detectar a presenga de substancias clastogénicas no meio
aquoso, uma vez que os peixes teledsteos apresentam eritrécitos nucleados, a
presenca de micronlcleos nestas células pode ser averiguada e usada como
medida da atividade clastogénica de substancias no ambiente aquéatico.

Nem todos os agentes que induzem microniucleo s&o clastogénicos.
Micronucleos podem ser formados por uma néo disjungdo como um resultado de
exposicdo a um “veneno de fuso” (HEDDLE et al, 1991). No entanto, os mecanismos
pelos- quais os poluentes induzem os microndcleos em células de peixes e os
mecanismos para o efeito interativo entre poluentes em células de peixés nao sao
totalmente conhecidos (AL-SABTl e METCALFE, 1995).

A freqiéncia de micronlcleos dentro de uma populagdo de células é
altamente dependente da cinética da proliferagédo celular. Essa cinética pode variar
de acordo com a espécie de peixe, com o tecido estudado e com as alteragdes
ambientais, entre outros fatores. Dessa forma, ndo € possivel estabelecer um tempo
otimo para formagdo de micronucleos ap6s a exposigdo a agentes genotoxicos sem
consideravel trabalho para padronizar os procedimentos para os ensaios (AL-SABTI
e METCALFE, 1995).

Existem varios ensaios de mutagenicidade e o teste do microndcleo tem sido
aplicado com sucesso por se tratar de um ensaio simples, seguro e sensivel, e por
ndo depender da caracteristica cariotipica do animal em estudo (MINISSI et al,
1996). Quando eritrdcitos de peixes $d0 usados também ndo ha consumo excessivo
de tempo e ndo ha sofrimento dos animais. Por estas razées, o teste do microntcleo
em eritrocitos de peixes tem se mostrado uma técnica promissora em investigagbes
de mutagénese com causas ambientais (AL-SABTI e METCALFE, 1995).

Micronucleos .sdo respostas a curto prazo a uma substéncia genotodxica
(HEDDLE et al, 1991), portanto, sua expressdo depende da intensidade da
exposi¢édo a poluicdo e isso provavelmente independe da duragéo de tal exposigéo.

A avaliagdo das anomalias nucleares e os micronucleos sdo ensaios que tém
sido bastante utilizados para investigagdo de efeitos genotdxicos de poluentes

ambientais em peixes (AL-SABTI, 1986). Micronucleos sdo cromossomaos inteiros ou



parciais que ndo foram incorporados dentro do ntcleo da célula fitha durante a
divisdo celular e que aparecem como uma pequena estrutura arredondada e escura,
idéntico em aparéncia ao nucleo celular. Do mesmo modo, podem ocorrer anomalias
celulares, formadas quando determinada quantidade de material fica levemente
atrasada na mitose fazendo com que o nulcleo resultante ndo seja oval mas
apresente uma saliéncia de cromatina (BOMBAIL et al, 2001).

CARRASCO, TYLBURY e MYERS (1990) descreveram e classificaram as
alteragoes morfologicas encontradas em nucleos de eritrocitos de peixes em:
a) Blebbed: nucleos com uma pequena evaginagdo da membrana nuclear,
parecendo conter eucromatina ou heterocromatina (mais escuro). O tamanho destas
evaginagdes varia desde pequenas protuberdncias a estruturas completamente
circunscritas, semelhantes aos micronucleos, mas ainda ligadas ao nucleo principal.
b) Lobed: nucleos com evaginagdes mais largas do que as descritas para os
blebbed. Sua estrutura ndo é tdo definida como a anterior. Alguns nucleos
apresentam varias destas estruturas.
c¢) Vacuoated: nucleos que apresentam uma regido que lembra os vacuolos no seu
interior. Estes “vactolos” apresentam-se destituidos de qualquer material visivel no
seu interior.
d) Notched:. nucleos que apresentam um corte bem definido em sua forma.
Geralmente com uma profundidade apreciavel no nucleo. Esses cortes parecem néo
possuir nenhum material nuclear e parecem ser delimitados pela membrana nuclear.

Como em qualquer técnica laboratorial, alguns fatores devem ser
considerados na aplicagdo do ensaio com micronucleos. Este ensaio ndo € capaz de
detectar as ndo disjungdes mitoticas se estas ndo levarem a perda de cromossomos
na anafase, bem como ndo sera possivel detectar aberragbes cromossdomicas
causadas por rearranjos, tais como translocagdes ou inversdes, se estas nao
originarem fragmentos acéntricos. Desta forma, o teste nestes casos apresenta uma
subestimativa e falta de sensibilidade (METCALFE, 1989).

1.3 Estudo da Freqiiéncia de Aberragdes Cromossémicas
Como regra geral, a constituicdo cromossémica dos organismos, tecidos ou

células é fixa quanto a forma e nimero de cromossomos, sendo que variagbes na

forma e nimero destes, podem ocorrer espontaneamente ou artificialmente. Quando



estas variagdes afetam a estrutura dos cromossomos, sdo denominadas de
aberra¢des cromossémicas estruturais, e quando afetam o nimero de cromossomos
de aberragdes cromossdmicas numeéricas (LACADENA, 1996).

Muitos agentes fisicos, quimicos e biblégicos causam mutag¢oes génicas e
destes uma grande parte é capaz de produzir aberragbes cromossoémicas. De uma
maneira geral, as aberragdes cromossémicas estruturais afetam o ordenamento dos
genes ao longo dos cromossomos, ocorrendo a perda ou ganho destes na estrutura
cromossdmica.

Nas aberragdes cromossOmicas numeéricas podemos encontrar alteragdes
que envolvem a perda de um lote completo de cromossomos (haploidia) bem como o
ganho de um ou mais lotes cromossdmicos completos (poliploidia). Na aberragao
cromossOmica numérica podemos encontrar ainda alteragbes nos numeros de
cromossomos que nao envolvem diretamente um lote completo de cromossomos,
mas sim, perda ou ganho de cromossomos individuais ou de pares de homdlogos
(RABELLO-GAY et al, 1991; LACADENA, 1996).

A citogenética esta sendo muito utilizada para a detecgé@o destas alteragdes
na estrutura-e nimero cromossdmicos. As técnicas utilizadas pela citogenética sdo
divididas em trés diferentes tipos, segundo AL-SABTI (1986): teste para detecgdo de
trocas entre cromatides irmés, teste para a detec¢do de micronucleos e teste para a
deteccdo de aberragdes cromossdmicas.

As trocas de cromatides irmas (TCl) sdo manifestagbes citologicas de quebra
que ocorrem no mesmo loco das duas cromatides de um cromossomo, seguidas de
intercambio e reparo (VARELLA-GARCIA, 1991). Esse fendmeno foi descrito
primeiramente com a observagdo da alternancia na marcagao por auto-radiografia
entre as cromatides de alguns cromossomos que haviam se duplicado na presenga
de timidina tritiada. Com essa técnica, pode-se verificar que os raios X, luz
ultravioleta e varios agentes quimicos podiam induzir tal fendbmeno, mas seu alto
custo, a precariedade de sua resolugdo e o elevado tempo necessario para
desenvolvé-lo impossibilitaram sua utilizagdo em grande escala. Somente com as
novas técnicas de coloragdo diferencial das cromatides-irmés apds a incorporagao
de 5-bromodesoxiuridina (5-BrdU), um anéalogo halogenado da timidina, € que o
estudo das TCl passou a ser desenvolvido por inimeros laboratorios (VARELLA-
GARCIA, 1991).



Segundo PERRY & THOMSON (1984) (apud. RABELLO-GAY et al, 1991),
este teste tornou-se comumente utilizado na avaliagdo de potencialidade
mutagénica, devido a solugdo das dificuldades técnicas e os achados de que
inimeros agentes clastogénicos podem ser identificados pela capacidade de
aumentarem as frequiéncias de TCl em experimentos.

TCI é considerada um ensaio de grande utilidade para estimar o potencial
mutagénico, porque & de execugdo relativamente facil e rapida, pode ser aplicada
em plantas ou animais e em varios tipos celulares, é sensivel a concentragdes que
ndo chegam a causar aberragbes cromossOmicas (PERRY & EVANS, 1975). No
entanto, deve ser considerado complemento e ndo substituto dos outros ensaios
para a avaliagdo de clastogenicidade, pois ndo fornece estimativa qualitativa ou
quantitativa.

As aberragdes cromossdémicas constituem uma fragdo relevante do dano
causado por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos ao material genético. Aberragdes
-encontradas podem afetar uma ou ambas as cromatides (cromatidicas ou
cromossdmicas) e resultam de quebras seguidas ou nao de soldadura. As quebras
sdo identificadas por um fragmento deslocado, ou que apresenta uma
descontinuidade em relagdo ao resto do cromossomo. A posigdo do segmento
quebrado pode ser alterada ao se soldar no mesmo cromossomo, dando origem as
inversGes pericéntricas e paracéntricas, muitas vezes so distinguiveis através de
coloragbes diferenciais (bandéamentos CromossOomicos).

Para a analise das aberragdes cromossdmicas sdo utilizadas células em
divisdo fixadas na fase de metafase (RABELLO-GAY et al, 1991). Este ensaio,
apesar de comumente utilizado em avaliagbes de genotoxicidade, requer
experiéncia e pericia na preparagdo do material para se obter metafases com
qualidade, que possibilitem uma boa analise (KESHAVA et al, 1995).

Radiagbes e agentes genotoxicos induzem aberragGes cromossomicas nos
seres vivos, sendo que a ocorréncia das aberragdes cromossdmicas é dependente
da intensidade ou concentragdo destes agentes, bem como, do tipo celular em
estudo e do momento do seu ciclo celular onde ocorreu a exposi¢gdo (OBE et al,,
2002).

Muitos dos danos causados no DNA se revelam no aparecimento de
aberragbes cromossémicas. Os principais tipos de dano, que podem levar ao

aparecimento de aberragdes cromossOmicas estruturais, sdo as quebras em fita



dupla no DNA. A ocorréncia das quebras em fita dupla, bem como as aberragées
cromossOmicas podem ser letais para as células. Reparos incorretos destas quebras
podem ocasionar mutagdes e rearranjos cromossémicos e com isto dar origem a
transformagdes oncogénicas (LACADENA, 1996; OBE et al, 2002).

Testar a capacidade de agentes fisicos, quimicos e bioldgicos em ocasionar
aberragbes cromossOmicas tem um papel importante nas estratégias de
investigacdo do potencial mutagénico ef/ou carcinogénico destes agentes. As
aberragdes cromossOmicas sdo uma pequena fragdo de uma grande quantidade de
mudangas no DNA cromossOmico e refletem a enorme plasticidade -do genoma
(OBE et al, 2002).

O método de avaliagao de dano cromossdmico aplicado em peixes tem sido o
teste de micronucleos, sendo utilizados em alguns poucos casos as aberragdes
cromossdmicas e o teste de troca de cromatides irmas. O teste de aberragbes
cromossoémicas tem sido usado em alguns casos neste grupo de animais, porém a
maior limitacdo € representada pelo alto nimero e o pequeno tamanho dos
cromossomos de peixes (CIPRIANO et al, 2004).

FERRARO et al (2004) e CESTARI et al (2004), ao realizarem bioensaios
com trairas (Hoplias malabaricus) mostraram o poder genotoxico dos metais chumbo
(Pbll) na dose de 21ug o mesmo acontecendo com lambaris (Astyanax). CIPRIANO
et al (2004) estudou a frequéncia de aberragdbes cromossémicas em Astyanax
espostos ao TBT (tributilestanho) na dose de 0,3 mg/kg em exposigbes de 19 e 37
dias e observou diferentes anomalias cromossomicas, como quebra de uma ou de

duas cromatides e fragmentos acéntricos.
1.4 Ensaio Cometa

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse cientifico no ensaio Cometa ou
eletroforese em gel para demonstrar danos no DNA induzidos por contaminantes
(BELPAEME et al, 1998). O ensaio investiga danos no DNA (simples, dupla-fita) ao
nivel celular individual através da medicdo da migragdo em gel do DNA de células
depois de uma corrida eletroforética (SINGH et al, 1988). O nome cometa refere-se a
formagdo de uma longa cauda com os fragmentos de DNA deixados apés a

passagem da corrente elétrica (BOMBAIL et al, 2001).



O consenso geral atual é que o ensaio € simples, rapido e sensivel. Contudo,
uma das maiores criticas da técnica é que a ocorréncia de quebras no DNA néo
pode ser atribuida a uma exposigéo especifica (BELPAEME et al, 1998).

Sido necessarios métodos sensiveis adequados para se avaliar o impacto
crénico de contaminantes nos organismos. O principio desta técnica se baseia no
fato de que o DNA da célula que nado tiver dano migrara de forma homogénea
formando um circulo. Caso o DNA pesquisado tenha dano, serdo formados
fragmentos de diversos tamanhos, de modo que, na eletroforese, os fragmentos
menores migrem mais rapidamente em relagdo aos fragmentos maiores. Ocorrendo
um dano intenso no material celular, muitos fragmentos de diversos tamanhos serdo
formados e migrardo em velocidades diferentes, originando a figura tipica de um
cometa (OLIVE et al, 1990).

Ao contrario de outros tipos de ensaio como o dos micronucleos, de
aberragdes cromossdmicas ou de trocas de cromatides irmds que necessitam de
células em proliferagdo para sua viabilidade, o ensaio cometa ndo necessita desta
condicdo, podendo ser utilizado em, virtualmente, qualquer tipo de célula
(PADRANGI et al., 1995).

Diversas publicagdes provam que o0 ensaio cometa € realmente capaz de
detectar danos no DNA causados por diferentes classes de mutagénicos em peixes.
A resposta pode, é claro, depender das condi¢des experimentais, das espécies, do
tipo de célula, do mutagénico e da duragdo da exposi¢do (BELPAEME et al, 1998).

O ensaio cometa pode ser uma ferramenta interessante para monitoramentos
na demonstragdo de genotoxicidade de exposi¢des e para investigar os impactos na
integridade do dano no DNA, reparo e recuperagdo em espécies de interesse
ambiental. Nesse sentido, 3 principais vantagens foram identificadas: (i) qualquer
tipo de tecido com células nucleadas pode ser usado, (ii) sdo necessarias pequenas
quantidades de amostras, (iii) 0 ensaio é rapido, sensivel e barato (BELPAEME et al,
1998).

Antes destes aspectos, deve-se considerar -os mecanismos de reparo
proprios do DNA que podem estar atuando antes da analise do material. Ressalta-
se, porém, que sob esse aspecto de reparo do DNA, os organismos aquaticos tem

sistemas mais lentos que os mamiferos (ESPINA; WEISS, 1995).
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Até o presente momento, os resultados de biomonitoramento usando o ensaio
cometa e o teste do micronucleo para detectar efeitos de genotoxicidade em sangue,
figado, branquia e rim de peixes estdo sendo avaliados (BELPAEME et al, 1998).

O ensaio cometa € habitualmente realizado com eritrécitos pois estes sédo
facilmente obtidos por métodos ndo destrutivos e ndo necessitam do passo adicional
de isolamento, porém outros tecidos também tém sido testados, pois os efeitos de
genotoxicidade de contaminantes podem ser muitas vezes tecido-especificos.

Os tecidos mais pesquisados, além do tecido sanguineo, sdo figado, por se
tratar do principal 6rgdo do metabolismo, branquias, devido ao seu continuo contato
com a fase aquosa e o tecido renal, o tecido produtor de sangue em peixes
(BELPAEME et al, 1998). O sangue também apresenta a vantagem de apresentar
em sua composi¢cao aproximadamente 97% de eritrocitos nucleados e apenas cerca
de 3% de leucdcitos, o que confere alta homogeneidade ao tecido (MITCHELMORE,
1998).

Ensaios realizados com o mutagénico EMS (etiimetanosulfato) mostraram
resultados estatisticamente significantes para diferentes tecidos com o ensaio
cometa, verificando que os tecidos pesquisados (sangue, figado, branquias e rim)
sdo sensiveis a esse mutagénico. Os diferentes tecidos mostraram um padrdo de
resposta similar nos experimentos realizados porém foram realizadas as seguintes
constatagdes: maior sensibilidade em células de branquias, as respostas das células
do figado foram sempre as menores e ndo foi observada tendéncia clara em células
do rim (BELPAEME et al, 1998).

Como o Ensaio Cometa analisa as células individualmente, estas tém que ser
individualizadas, da forma que existe uma certa limitagdo no sentido de separar as
células. As células devem entdo ser separadas por processos de fragmentagdo ou
através da aplicagdo de enzimas. Estas células devem ser convenientemente
separadas por meios que ndo as danifiqguem mas que permitam sua individualizagéo.
No caso de células sanguineas estas podem ser diluidas em.soro bovino fetal ou em
solugdo fisiologica. Qualquer que seja o meio a ser utilizado, todo o processamento
das células deve obrigatoriamente ser executado sem que danos adicionais ao DNA
possam ocorrer (FERRARO, 2004).

Uma vez que substancias genotoxicas sdo freqlientemente tecido-especificas,

a vantagem do ensaio cometa torna-se evidente, pois permite avaliar os danos do



contaminante sobre um tecido especifico, porém ressalta-se que 0 tecido
pesquisado deve ser antes adequadamente desagregado.

Trabalhos realizados com camundongos contaminados com agente
conhecidamente genotéxico (ENU, etilnitrosurea), verificaram que a técnica de
homogeneizagdo foi a mais eficiente para a dissociagdo celular. Estes autores
trabalharam com a homogeneizagdo de varios 6rgaos (figado, pulmao, bago, rim e
medula éssea) em uma solugdo de homogeneiza¢gdo com 0,075 M NaCl é 0,024 M
Na,EDTA e pH 7,5. As porgbes dos o¢rgdos foram homogeneizadas em
homogeneizador Potter. Apds a homogeneizagdo, o homogenato foi entdo
centrifugado e os nucleos obtidos foram entdo levados para a realizagdo do ensaio
cometa (SASAKI et al, 1997).

O papel da lise no ensaio cometa € o de remover os contetdos celulares, com
excegdo do material nuclear. O DNA permanece bem condensado devido a
presenca de uma pequena quantidade de proteinas no histnicas. Porém, quando
colocado na solugdo de eletroforese, com pH maior que 13, a espiralizagdo do DNA
comega a relaxar a partir dos pontos de quebra da fita, permitindo, dessa maneira,
que os mesmos sejam revelados pela eletroforese na sequéncia do teste (YENDLE
et al, 1997).

As condigbes de pH da solugdo de lise e do pH do tamp&o de eletroforese
onde ocorre o relaxamento da molécula de DNA influenciam no tipo de dano a ser
visualizado, bem como nas caracteristicas do cometa obtido. Sob condi¢des neutras
(pH 7,5) os cometas apresentam caudas mais densas enquanto que sob condigbes
alcalinas (pH>10) sdo mais dispersas (KLAUDE et al., 1996)

O ensaio cometa realizado sob condi¢des alcalinas permite a detecgdo de
quebras em fita simples do DNA (OLIVE et al., 1992). Estima-se que com cerca de
mais ou menos 200 quebras na fita de DNA de uma célula o teste mostre sua
sensibilidade. Este nimero de quebras € muito menor do que qualquer outro método

para detectar danos ao DNA existente atualmente (ROJAS et al, 1999).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de genotoxicidade aguda do chumbo inorganico (Pb*™) em

diferentes doses utilizando Hoplias malabaricus como bioindicador.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar a frequéncia de micronucleos e a freqiiéncia de alteragdes morfologicas
nucleares em hemacias periféricas através do teste do micronucleo pisceo;

- Estudar a frequiéncia de aberragGes cromossémicas;

- Realizar o ensaio Cometa em células sanguineas e em células do tecido renal, e
comparar os resultados obtidos;

- Testar uma metodologia e uma solugdo de homogeneizagao para a realizagéo do

ensaio cometa com células teciduais.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Organismo utilizado

Hoplias malabaricus foi a espécie escolhida por ser resistente e sobreviver
bem em aquarios, além de ser uma boa representante de elevado nivel trofico na
cadeia alimentar dos ecossistemas aquaticos. Para analise de genotoxicidade, a
traira € um excelente bioindicador por apresentar hemacias nucleadas (comum aos
peixes), possuir poucos cromossomos (2n=40/42) e de tamanho médio, razoavel

para analise de aberragdes cromossomicas.

3.2 Métodos

3.2.1 Tratamento dos animais

Os exemplares de Hoplias malabaricus (Figura 01) foram expostos ao
chumbo (Pb**) através de injegdo intra-peritonial de diferentes doses (7, 21, 63 e

100ug Pb™*/g massa corpérea).

3.2.2 Bioensaio

- Cada traira foi mantida em um aquario individualizado de 30 litros (Figura 02).
O bioensaio foi realizado em 96 horas. As trairas foram contaminadas com inje¢do
intra-peritonial de diferentes doses de chumbo, a saber: os grupos foram compostos
por 3 peixes sendo 7 grupos distribuidos em controle, controle positivo, controle com
horménio estradiol, 7ug Pb**/g, 21ug Pb*™*/g, 63ug Pb**/g e 100ug Pb*™/g.



FIGURA 01- Hoplias malabaricus (TRAIRA) NO AQUARIO DO BIOENSAIO

Fonte: Prof. Dr. Ciro Alberto de Oliveira-Ribeiro, Dpto. de Biologia Celular - UFPR.

FIGURA 02 - DISPOSICAO DOS AQUARIOS INDIVIDUAIS ONDE OCORREU O
PERIODO DE ACLIMATACAO E EXPOSICAO DAS TRAIRAS

Fonte: Prof. Dr. Ciro Alberto de Oliveira-Ribeiro, Dpto. de Biologia Celular - UFPR.
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Antes do sacrificio, cada animal foi anestesiado com MS 222 (Sal
metanosulfonato éster etil acido 3-aminobenzéico) a 0,02% dissolvido em &agua
levemente aquecida. Foram coletados sangue periférico, obtido a partir da veia
dorsal por puncéo vertical do na base da nadadeira anal, com seringa heparinizada

(FENOCCHIO et al, 1988) e o tecido renal (Figuras 03 e 04).

FIGURA 03 - A FOTO MOSTRA O PONTO JUNTO A NADADEIRA ANAL DE ONDE
FOI COLHIDO O SANGUE PARA OS ENSAIOS

Fonte: FERRARO, 2003.

FIGURA 04 - A SETA INDICA A LOCALIZACAO DO RIM ANTERIOR DO QUAL E
RETIRADA UMA PORCAO PARA A CULTURA DE CELULAS

Fonte: FERRARO, 2003.
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3.2.3 Teste do Microntcleo Pisceo

A fim de se verificar a freqliéncia de micronucleos em hemacias periféricas, foi
empregada a técnica descrita por HEDDLE (1973) e SCHMID (1975), com algumas
modificagdes.

A técnica aplicada consistiu das etapas:

a) Laminas foram bem limpas e identificadas.

b) Ao se coletar o sangue do animal, colocou-se uma gota na superficie da [amina.
¢c) Com o auxilio de uma laminula, foi feito um esfregago, espalhando o sangue
sobre a superficie da lamina.

d) A lamina secou ao ar. Apods a secagem, as laminas foram fixadas em etanol 96%
por 30 minutos em cubetas.

e) As laminas foram coradas com Giemsa 10% diluida em tampé&o fosfato (pH 8,6)
por 10 minutos e lavadas em agua corrente.

f) Foram analisadas 2000 células de cada animal em teste cego, sendo que somente
foram consideradas na analise hemacias nucleadas com membrana nuclear e
citoplasmatica intactas. Foram consideradas como microntcleos as particulas que
em relagdo ao nucleo principal: ndo excederam 1/3 do seu tamanho, estavam
nitidamente separadas, com bordas distinguiveis e com mesma cor e refringéncia do
nucleo. As alteragbes na forma eliptica normal dos nicleos das hemacias que n&o
se enquadravam no conceito de micronlicleo mas que poderiam ser descritas como
alteragées morfologicas nucleares segundo CARRASCO, TILBURY e MYERS
(1990) também foram analisadas.

3.2.4 Estudo da fregiiéncia das Aberragées Cromossdmicas

O método utilizado para a obtengdo das metafases mitdticas foi o indireto:
cultura de tecidos solidos de curto tempo (FENOCCHIO et al, 1991), com algumas
modificages, conforme as seguintes etapas:

a) O tecido renal foi retirado da porgdo anterior do rim e transferido para uma placa
de petri contendo 5 ml de meio de cultura RPMI acrescido de 20% de soro bovino

fetal.
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b) O material foi desagregado com pingas de ponta fina- e em seguida aspergido e
expirado com o auxilio de uma seringa de vidro, sem agulha, com a ponta
pressionada ao fundo da placa de petri para que ocorresse uma melhor
desagrega¢ao do tecido.

¢) A solugdo de células obtida foi incubada em estufa a 27°C por 7 horas.

d) 25 minutos antes de completado o tempo de incubag&o, foram pingadas 3 gotas
de colchicina (0,025%) em cada recipiente para interromper a proliferagao celular. A
placa de petri foi entdo gentilmente agitada para homogeneizar o material e este foi
mantido na estufa até o tempo final de incubacgéao.

e) Decorrido este periodo, o material foi transferido para um tubo de centrifuga
graduado e centrifugado por 10 minutos a 800-900 rpm. O sobrenadante foi
descartado e a hipotonizagdo foi feita com a adigdo de 8 mi de KCI (0,075M). A
solugdo foi ressuspendida por cerca de 30 vezes e em seguida permaneceu por
mais 30 minutos em estufa a 37°C.

f) O fixador foi preparado com trés partes de metanol para uma parte de acido
acético e mantido sob refrigeragdo. Dado o tempo da hipotonizagao, foram pingadas
algumas gotas do fixador em cada tubo. O material foi ressuspendido até ficar
homogéneo e centrifugado por 10 minutos a 800-900 rpm.

g) O sobrenadante foi descartado e em seguida adicionado 2 ml de fixador. O
material foi ressuspendido de forma que a solugd@o tornou-se homogénea e em
seguida o tubo foi completado até o volume de 8 ml com fixador; novamente o
material foi ressuspendido e centrifugado por 10 minutos a 800-900 rpm.

h) A etapa anterior foi repetida mais uma vez.

i) Descartado o sobrenadante, o tubo de centrifuga foi completado até 10 ml de
fixador. A solugao foi ressuspendida por aproximadamente 30 vezes com uma pipeta
Pasteur. Em seguida, o tubo foi tampado e colocado em freezer a -20°C por 24
horas.

j) Decorrido este periodo, os tubos foram retirados do freezer e o material
ressuspendido e centrifugado. O sobrenadante foi retirado e o tubo completado até o
volume de 1,5 ml. O material foi entdo transferido para ependorfes, que foram
guardados no freezer a temperatura de -20°C, até a preparagao das laminas.

l) Para a preparagdo das laminas, apés o material ser retirado do freezer, ele foi
ressuspendido e o material pingado (2 a 3 gotas) sobre as laminas limpas, e apos,

estas secaram em temperatura ambiente.



m) A coloragdo utilizada seguiu a técnica convencional, com o uso de uma solugéo
de Giemsa a 10% em tampédo fosfato (pH 6,8), sendo esta colocada sobre as
laminas por um periodo de 10 minutos. Decorrido‘esse tempo, as laminas foram
lavadas em agua corrente e secas ao ar. Esta coloragdo convencional permitiu a
andlise de aberragbes cromossémicas como também a montagem e analise do

cariotipo.
3.2.5 Ensaio Cometa

A técnica utilizada foi a descrita por SINGH et al. (1988), com algumas
alteragdes. Antes da coleta do material para anélise, foram preparadas as laminas
com cobertura de agarose e a agarose de baixo ponto de fuséo (LMP) segundo as

etapas descritas a seguir.

Preparacdo das laminas com cobertura de agarose

a) Dissolveu-se 1,5g de agarose normal em 100 ml de PBS em Erlenmeyer, com
agitagdo por duas horas. Essa mistura foi entdo levada ao microondas até sua
fervura e completa dissolugao.

b) A agarose apoés fervura foi deixada em temperatura ambiente. Apos a solidificagéo
da agarose, esta foi picada e levada novamente ao microondas. Essa etapa foi
repetida mais uma vez. Ao final desse processo, a agarose foi mantida em banho-
maria a 70°C.

c) As laminas, previamente limpas, foram mergulhadas na agarose aquecida, sendo
que o lado da lamina contendo a porgdo ndo esmerilhada foi limpo com um lengo de
papel.

d) As laminas foram deixadas overnight em superficie plana e a temperatura

ambiente para solidificar a cobertura de agarose.

Preparacdo da agarose de baixo ponto de fusdo (LMP)

a) Dissolveu-se 100 mg de agarose normal em 20 ml de PBS e levou-se para fervura
em microondas somente uma vez.
b) Esta agarose foi mantida em geladeira até o momento do uso, quando foi entéo

aquecida em banho-maria e mantida em 37°C.



O material coletado (sangue e tecido renal) foi armazenado em tubo de
microcentrifuga do tipo ependorf e mantido sob. refrigera¢do e ao abrigo da luz até a

montagem das laminas.
3.2.5.1 Ensaio Cometa com Sangue

Para o ensaio cometa com sangue, o procedimento para montagem das
laminas consistiu das seguintes etapas:
a) Foram coletados 10ul de sangue de cada animal e misturados com 1ml de soro
bovino fetal. Desta solugdo, coletou-se 10ul e misturou-se com 120ul de agarose
LMP, previamente preparada e levemente aquecida (37°C).
b) Esta suspenséo celular foi entdo depositada sob uma lamina que ja estava com a
cobertura de agarose.
c) Apds a deposicao da mistura agarose e suspensdo celular sob a lamina, esta foi
entdo coberta com uma laminula e levada a geladeira por 15 minutos.
d) Depois de decorrido o tempo de refrigeragdo, as laminulas foram retiradas
gentilmente.
e) As laminas foram entdo acondicionadas em cubetas contendo a solugdo de lise
por 24 horas.
f) Apos o tempo na solugéo de lise, as Iaminas foram ent&o transferidas para a cuba
de eletroforese. As .laminas foram colocadas em uma cuba horizontal e, quando
necessario, os espagos existentes foram preenchidos com idminas limpas.
g) A cuba foi colbcada dentro de uma caixa plastica e mantida dentro da geladeira, o
que permitiu que o procedimento fosse realizado no escuro e em temperatura de
aproximadamente 4°C.
h) Na cuba de eletroforese, adicionou-se suavemente a solugdo de eletroforese com
pH maior que 13, de maneira a cobrir as laminas.
i) Antes do inicio da corrida eletroforética, as laminas ficaram na solugdo de
eletroforese por 30 minutos para a desespiralizagdo do DNA.
j) Em seguida, iniciou-se a corrida de eletroforese a 25V e 300 mA por 25 minutos.
1) Apos o tempo de corrida, as laminas foram retiradas da cuba e neutralizadas com
um tampao de neutralizagdo (pH 7,5) por 5 minutos. Esse processo foi realizado em

3 segbes, com 5 minutos para cada segdo. Essa neutralizagéo ¢ realizada aplicando



diretamente o tampdo diretamente sobre as laminas com o auxilio de uma pipeta
sobre uma superficie plana.

m) As ldaminas secaram em temperatura ambiente.

n) Apds a secagem, as laminas foram fixadas em etanol 96% por 5 minutos.

o) As laminas foram entdo guardadas para posterior coloragao e visualizagao.

p) Para a coloragao, foram adicionadas 20u! de brometo de etideo em cada lamina.
Cada lamina foi entdo coberta com laminula e levada ao microscopio Leica de
epifluorescéncia com aumento de 400x.

q) Foram analisados 100 nucleos em cada lamina.

r) Os nucleos foram classificados de acordo com o dano, conforme o comprimento
da cauda formada apds a corrida eletroforética. A classificagdo dos nucleos foi
realizada conforme as classes: 0 (sem dano aparente), 1 (dano pequeno), 2 (dano
médio), 3 (dano maximo) e 4 (nucleo em apoptose).

s) Realizou-se a quantificagdo dos tipos de danos e a atribuicdo de escores em cada
classe. Os escores foram obtidos através da multiplicagdo do nimero de cometas

encontrados em cada classe pelo valor da classe.
3.2.5.2 Ensaio Cometa com Tecido Renal

Antes do sacrificio dos animais, preparou-se o tampéao Tris-HCI Sacarose. O
tampdo de homogeneizagdo foi preparado, no dia da coleta do material,
dissolvendo-se 17,1150g de sacarose e 0,2422g de Tris em 100 ml de agua
destilada, sendo que o pH foi acertado em 8,6 com HCl ¢ne. Esse tampéo foi
mantido sob refrigeragdo até o momento do uso. O procedimento para montagem
das laminas com o tecido renal consistiu das seguintes etapas:

a) Apos cada animal ter sido anestesiado e ter seu sangue retirado para os testes de
microntcleo e ensaio cometa (células circulantes), fez-se uma incisdo ventral
longitudinal desde a abertura anal até a regido da cabega para expor a cavidade
abdominal e seus 6rgdos internos.

b) Retirou-se o tecido renal (Figura 04), sendo que parte deste foi colocada em placa
de petri contendo meio de cultura RPMI 1640 acrescido de 20% de soro bovino fetal
para o teste de alteragées cromossdmicas e outra parte foi colocada no tampao de

homogeneizag&o, sendo que o volume de tampéo adicionado era equivalente a 4
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vezes o volume de tecido renal coletado. O tamp&o contendo o tecido renal foi entdo
armazenado em frascos escuros e sob refrigeragéo.

c) O tampdo contendo o tecido renal foi levado para desagregagéo do tecido em
homogenehadorPoﬂera1500rpn1porcemm(k330segundos

d) Do homogeneizado obtido, coletou-se em ependorfe 10ul.

e) Para a realizagdo do ensaio, os 10ul coletados de homogeneizado foram entao
misturados com 120ul de agarose LMP, previamente preparada e levemente
aquecida (37°C).

f) A suspensdo celular assim obtida foi utilizada para a montagem das laminas,
conforme os mesmos procedimentos utilizados para montagem das 1aminas com o

sangue.
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4. RESULTADOS

Foram analisados vinte animais distribuidos em sete grupos, sendo seis
grupos compostos por trés animais e um grupo com dois animais.

No ensaio de Micronucleo Pisceo, foram analisadas 2000 células por
individuo. Nesse teste, ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos
controle e tratados. A metodologia estatistica utilizada foi o teste de Kruskal-Wallis,
porém esse resultado ndo recebeu muita confiabilidade, pois é sabido que o
reduzido numero de peixes pode levar a erro de freqiéncia de alteragdes nucleares.

Nas laminas onde foram realizados os esfregacos de sangue periférico
analisou-se a presenga ou auséncia das estruturas classicamente descritas como
micronucleos. Além destas estruturas foram computadas as alteragdes morfoldgicas

nucleares encontradas (Tabela 01; Figura 05).



TABELA 01- MICRONUCLEOS E ALTERACOES MORFOLOGICAS NUCLEARES

Animal  Numero de Células Células com Alteragdes

Tratamento células Normais Microni- Morfoldgi-
analisadas cleos cas
1 2000 1986 0 14
Controle 2 2000 1977 0 23
3 2000 1982 0 18
4 2000 1961 0 39
Controle 5 2000 1971 0 29
Estradiol 6 2000 1985 0 15
7 2000 1959 0 41
Controle Positivo 8 2000 1939 0 61
9 2000 1993 0 7
10 2000 1985 0 15
7 ug Pb™/ 11 2000 1966 0 34
hg*o ' 12 2000 1976 0 24
13 2000 1966 0 34
" 14 2000 1954 0 46
211g Pb/g 15 2000 1978 0 22
16 2000 1948 0 52
. 17 2000 1925 0 75
83 g Pb /g 18 2000 1987 0 13
19 2000 1951 0 49

100 ug Pb**/g 20 2000 1923 0 77




FIGURA 05- EXEMPLOS DE ALGUMAS ANOMALIAS MORFOLOGICAS
NUCLEARES ENCONTRADAS NOS EXEMPLARES COLETADOS

No ensaio das Aberracbes Cromossdmicas, foram analisadas cerca de 40
metafases de cada exemplar de H. malabaricus. O numero dipléide determinado nos
exemplares analisados foi de 2n=42. Foram encontradas algumas alteracdes
estruturais (Figura 06), porém, os resultados obtidos, ap6s andlise estatistica, néo

foram significantes.

FIGURA 06- METAFASE DE Hoplias malabaricus (2N=42) APRESENTANDO
QUEBRA CROMATIDICA
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No ensaio cometa foram observadas 100 células por individuo, sendo que
dentre estas foram observadas todos os tipos de danos (Figuras 07 e 08). Ao
multiplicar os danos pelo nimero de nucleos analisados, obteve-se os escores das
células sanguineas e das células renais. A média destes mostraram-se maiores para
0 sangue do que para o tecido renal (Tabelas 02 e 03; Figura 09).

Os escores obtidos foram submetidos as analises estatisticas através dos
testes de Kruskal-Wallis para o tecido renal e para o sangue separadamente e o

teste de Wilcoxon para a comparacao entre os resultados observados nos cometas

de ambos.

FIGURA 07 - DIFERENTES CLASSES DE COMETA

*

*Hm ml e

m
m

Fonte: FERRARO, 2003.

FIGURA 08- COMPARACAO ENTRE NUCLEO EM APOPTOSE (A) E NUCLEO
INTEGRO (B)

%

» «

Fonte: FERRARO, 2003.



TABELA 02 - TOTAIS DE CELULAS SANGUINEAS ANALISADAS NO ENSAIO
COMETA POR INDIVIDUO COM OS RESPECTIVOS TIPOS DE
DANO ENCONTRADOS, ESCORES E MEDIAS.
Classes
Células
Tratam. analisadas 0 1 2 3 4 Escores Média +s
100 68 20 10 1 1 47
Controle 100 67 17 8 6 2 59 43+18,33
100 84 10 5 1 0 23
Controle 100 72 12 10 5 1 51
com 100 72 17 5 4 2 47 52,3346,11
Estradiol 100 71 11 9 6 3 59
Controle 100 49 18 13 8 12 116
Positivo 100 12 42 19 21 6 167 164,67+33,41
] - 100 8 30 28 19 17 211
7ugPblg 100 7 21 18 38 16 235
: 100 3 38 49 7 3 169 205+33,41
100 5 22 41 21 11 211
100 0 3 29 43 25 290
21ugPblg 100 0 10 25 41 24 279 267,67+29,67
100 0 12 49 32 7 234
100 3 32 24 33 8 211
63pgPb/g 100 4 14 20 42 20 260 227,67+28,0
100 4 31 22 35 8 212 ]
100ugPb/ 100 8 28 29 31 4 195 229,5+48,79
g 100 0 10 29 48 13 264
Total 2000 537 398 442 442 183 3340



TABELA 03 - TOTAIS DE CELULAS DO TECIDO RENAL ANALISADAS NO
ENSAIO COMETA POR INDIVIDUO COM OS RESPECTIVOS
TIPOS DE DANO ENCONTRADOS, ESCORES E MEDIAS.

Classes
Células
Tratam. analisadas 0 1 2 3 4 Escores Média *s
100 76 6 8 7 3 55
Controle 100 82 8 7 3 0 31 39,67+13,32
100 80 10 7 3 0 33
Controle 100 78 6 6 6 4 52
com 100 48 40 11 2 2 76 53,33+22,03
Estradiol 100 74 21 4 1 0 32
100 55 33 12 0 0 57
Controle 100 33 48 16 3 0 89 67,33+18,77
100 55 35 9 1 0 56
100 40 49 9 2 0 73
7ugPb/g 100 43 45 10 1 1 72 74,33+3,21
100 40 45 12 3 0 78
100 12 54 26 8 0 130
21ugPb/g 100 16 48 27 9 0 129  123,67+10,12
100 19 54 23 4 0 112
100 24 48 17 10 1 116
63ugPblg 100 25 56 16 3 0 97 . 103,67+10,69
100 25 57 13 5 0 98
100ugPb/ 100 18 48 23 11 0 127 121,048,48
g 100 21 54 14 11 0 115
Total 2000 864 765 270 93 11 1628

Através dos ensaios cometa de eritrécitos e células do tecido renal, verificou-
se que o chumbo inorgéanico (Pb*") atinge ambos os tipos de células. Esta
verificagdo foi comprovada com o teste estatistico de Kruskal-Wallis que mostrou
que os resultados obtidos com os animais controles foram estatisticamente
diferentes dos obtidos com os tratados com p< 0,05 nos tecidos testados (p=0,0139
para o tecido renal e p=0,0115 para o sangue).

Esse teste também mostrou que ndo houve diferenga significativa entre os
grupos tratados com as diferentes doses de chumbo utilizadas no bioensaio, sendo
que os valores de p obtidos para o sangue foram maiores que 0,05 (0,2843 entre as
doses 7 e 21ug Pb**/g; 0,7022 entre as doses 7 e 63ug Pb**/g e 0,4919 entre as
doses 21 e 63ug Pb™/g) do mesmo modo que os valores de p para o tecido renal
também foram maiores que 0,05 (0,0925 entre as doses 7 e 21ug Pb™/g; 0,2513
entre as doses 7 e 63ug Pb**/g e 0,5924 entre as doses 21 e 63pug Pb*'/g).
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FIGURA 09 - GRAFICO COMPARANDO OS ESCORES OBTIDOS COM SANGUE
E TECIDO RENAL

(Sangue e Tecido Renal)

0 Sangue

B Tecido Renal

Controle Controle
Fbsitivo Fb++g




5. DISCUSSAO

Para avaliagdo dos efeitos de substancias genotéxicas nos ecossistemas
aquaticos, os peixes tém se mostrado bastante Uteis. Estes animais podem entrar
em- contato com o xenobionte disperso na agua ou através de sua alimentagao,
sendo capazes de sofrer efeitos de bioacumulagdo. Esses animais também
respondem bem a agentes mutagénicos em baixas concentragbes e apresentam
vantagens como a facilidade de manutengdo em laboratérios.

No ensaio do Micronucleo Pisceo ndo se verificou diferenga significativa entre
os grupos controle e tratados. Esse ensaio, apesar de recomendado pra analises
ambientais e de facil realizagdo, dependente da cinética da proliferagdo celular.
Desse modo, é possivel que o resultado obtido tenha sido errdneo em fungdo do
tempo de exposi¢gdo nado ter sido adequado para a espécie nem para 0 agente
mutagénico em estudo. No trabalho de FERRARO et al (2004) este teste mostrou-se
eficaz para contaminag&o sub-crbnica por via tréfica em Hoplias malabaricus.

Destaca-se também que o ensaio pode apresentar uma certa falta de
sensibilidade, ja que n&o detecta as néo disjungdes mitdticas se estas ndo levarem a
perda de cromossomos na anafase nem aberragées cromossdémicas causadas por
rearranjos, tais como translocagées ou inversdes, se estas ndo originarem
fragmentos acéntricos, segundo METCALFE, 1989.

Além desses aspectos, a analise dos resultados observados nesse teste pode
também ter sido comprometida em fungdo do pequeno numero de animais
analisados (3 para cada grupo), pois sabe-se que quanto menor o grupo testado,
maior a possibilidade de ocorrerem erros na analise.

No ensaio das Aberra¢gdes CromossOmicas, foram analisadas 30 metafases
por individuo. Este ensaio ndo indicou diferenga significativa entre os grupos
controle e tratados, apesar da literatura apontar este metal como capaz de provocar
danos nas proteinas de manutengdo estrutural do DNA ou naquelas envolvidas com
os mecanismos-de reparo (MERIAN, 1991; PAIN, 1995 e HARTIWIG et al, 2002).

Este ensaio, apesar de comumente utilizado em avaliagbes de
genotoxicidade, requer experiéncia e pericia na preparagdo do material para se
obter metafases com qualidade, que possibilitem uma boa analise (KESHAVA et al,

1995). Nossos resultados mostraram metafases com boa qualidade (Figura 06),



passiveis de analise, porém nao foram verificadas alteragdes cromossémicas
estatisticamente significativas.

A ocorréncia das aberragdes cromossémicas é dependente da intensidade ou
concentragdo dos agentes mutagénicos, bem como do tipo celular em estudo e do
momento do seu ciclo celular onde ocorreu a exposi¢gdo (OBE et al., 2002). Sendo
assim, a auséncia de aberragdes cromossomicas pode ter sido resultado da baixa
concentragdo do chumbo ou da curta duragdo da exposigdo (96 horas), ndo
suficientes para provocar danos cromossdmicos. Trabalhos recentes nos mostram
que a concentragdo de 21 ug Pb**/g (CESTARI et al, 2004 e FERRARO et al, 2004)
em contaminagdo sub-crénica (13 doses tréficas — 60 dias) apresenta danos no DNA
tanto no teste de aberragSes cromossomicas como nos teste de microntcleo e
ensaio cometa.

Os danos que o DNA podem sofrer em fungdo de agentes mutagénicos séo
muitos, sendo que as aberragdes cromossdmicas sdo uma pequena fragdo de uma
grande quantidade de mudangas no DNA cromossémico e refletem a enorme
plasticidade do genoma (OBE et al, 2002). A ndo ocorréncia de aberragdo néo deve
significar que ndo houve dano no DNA ap6s a exposi¢ao mas sim que a exposicéo
ndo ocasionou alteragdes cromossdémicas numeéricas e/ou estruturais.

O ensaio cometa mostrou diferenga significativa entre os grupos tanto na
analise de cometas em sangue como em tecido renal, mostrando a alta sensibilidade
desse ensaio, também apresentada e discutida por CESTARI et al (2004) e
FERRARO et al (2004).

Além das vantagens ja citadas para a realizagdo do ensaio cometa com o
sangue, como o fato deste ser facilmente obtido e ndo necessitar de dissociagdo das
células, verificou-se que o sangue apresenta maior sensibilidade ao chumbo
inorganico em comparagédo ao tecido renal. Isto foi verificado através de um maior
numero de células com dano (maiores escores) no sangue do que no tecido renal e
ainda que a menor dose de chumbo (7ug Pb**/g) ocasionou dano somente no
sangue (Tabela 2 e Figura 09). Este fato nos que mesmo em dosagens baixas em
testes agudos, o sangue um tecido indicado para detecgdo de dano no DNA.

Pela primeira vez foi realizado um -bioensaio com Hoplias malabaricus o
ensaio cometa em células do tecido renal desagregado com o tampéo Tris-HCI-

Sacarose. Esta metodologia se mostrou adequada pois possibilitou a analise das
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células apos eletroforese e resultados estatisticamente semelhantes aos realizados
com 0 sangue.

Os resultados obtidos entre o controle e as demais doses (21 e 63ug Pb*"/g)
mostram que houve diferenga significativa em relagdo aos controles, com p menor
que 0,05 tanto nas células sanguineas quanto nas renais (para o sangue os valores
de p observados foram 0,0022 entre o controle e a dose 21ug Pb**/g e 0,0178 entre
o controle e a dose 63ug Pb*'/g e para o tecido renal, os valores de p foram 0,0017

entre o controle e a dose 21ug Pb**/g e 0,0093 entre o controle e a dose 63ug
Pb**/g).

O teste de Wilcoxon para amostras pareadas mostrou que houve maior dano
nas células sanguineas que nas células do tecido renal, sendo que a diferenca
observada entre os tecidos foi estatisticamente significativa com p<0,05 (p=0,0005).

A diferenga entre os resultados obtidos no cometa dos tecidos pesquisados
pode ser explicada pelo método de aplicagdo do agente genotoxico bem como pelo
tempo de contaminagdo. A injegdo intra-peritonial atinge mais rapidamente o sangue
que os demais tecidos, somada com o curto periodo de tempo decorrido entre a
injecdo e a coleta dos tecidos, (96 horas) evidencia-se contaminagdo de forma
aguda. Ja nas células de tecido renal, o chumbo injetado intraperitonealmente leva
mais tempo para atingir e provocar danos no DNA.

Embora nos ensaios Cometa e de Micronlcleos Pisceos estejam sendo
analisados eritrocitos circulantes, a natureza do dano detectado é diferente. No
ensaio Cometa, analisa-se danos que envolvem segmentos muito curtos na fita de
DNA, enquanto que no Micronucleo Pisceo os danos detectaveis sdo de natureza
muito maior, o que também ocorre com as Aberragbes Cromossdmicas, onde séo
analisadas alterages numeéricas (euploidias e aneuploidias) el/ou estruturais

(quebras, gaps, descondensagdes, inversées e fragmentos).
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6. CONCLUSOES

Este trabalho realizado em Hoplias malabaricus submetida a contaminagéo

aguda com diferentes concentragées de Pb™, mostrou que:

e O teste do Micronucleo Pisceo e alteragdes morfoldgicas nucleares nao foi
conclusivo, provavelmente devido ao tempo de exposigdo ao chumbo

inorganico;

¢ O teste das Aberragbes Cromossémicas ndo se mostrou estatisticamente
significativo ao se comparar os animais controle com os tratados,
provavelmente devido ao tipo de aplicagdo do xenobionte e ao tempo de

exposi¢ao a ele;

e O ensaio cometa, tanto em tecido como em células circulantes mostra a
atividade mutagénica do Pb'*, mesmo em doses baixas e por curto
periodo e que o ensaio cometa do sangue periférico é o mais indicado

para se analisar a contaminagdo aguda por Pb*”,
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