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MONTEIRO, Vanessa. A exposi¢ao aguda ao chumbo induz danos no DNA de varios
tecidos do peixe Prochilodus lineatus. 2008. 71 f. Dissertagdo (Mestrado em Genética ¢
Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, 2008.

RESUMO

Atualmente muitos trabalhos relatam a presenca de poluigdo por metais nos corpos d’agua.
Dentre estes metais o chumbo (Pb) ¢ considerado um agente quimico de grande impacto
ambiental, por ser extremamente toxico aos organismos vivos e de ampla utilizagdo na
industria de diversos produtos. Considerando-se o potencial toxico do chumbo e a necessidade
de informagdo sobre seus efeitos para as espécies de peixes neotropicais, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial genotoxico do chumbo para a espécie de peixe Prochilodus
lineatus, popularmente conhecido como curimba. Para tanto grupos de 10 exemplares jovens

de P. lineatus foram expostos a uma concentragdo de 0,48 mg. L Pb dissolvido ou em agua
pura (controle negativo) pelos periodos de 6, 24 e 96 h. Além disso, foi realizado um teste de
toxicidade in vitro, no qual células sanguineas de P. lineatus foram expostas ao chumbo
durante 1, 3 e 6 h. Para a avaliacdo dos danos genotdxicos foram empregados o ensaio do
cometa para os eritrocitos, células branquiais e hepaticas, além do teste do micronucleo e
analise da ocorréncia de alteragdes eritrociticas nucleares. Os resultados obtidos indicaram
que o chumbo promove danos genotdxicos em eritrocitos, células branquiais e de figado de P.
lineatus. Os escores médios obtidos no ensaio do cometa para os trés tecidos analisados de P.
lineatus apos exposi¢do de 96h ao chumbo foram significativamente maiores do que seus
respectivos controles negativos. A freqiiéncia de micronucleo foi muito baixa e ndo se
mostrou significativa apos exposicdo ao chumbo. Entretanto, a frequéncia de alteragdes
eritrociticas nucleares foi maior ap6s exposigoes de 24 e 96 h. O ensaio do cometa realizado
com eritrocitos expostos, in vitro, a0 chumbo mostrou um aumento significativo de danos no
DNA apés 1, 3 e 6 h. Com base nestes resultados, tanto nos testes in vivo quanto in vitro,
pode-se dizer que o chumbo apresenta um potencial genotoxico para a espécie P. lineatus,
promovendo fragmentacio do DNA. O chumbo ndo mostrou efeitos aneugenicos ou
clatogénicos, como indicado pelo resultado do teste do micronucleo; entretanto, a ocorréncia
de anormalidades nucleares eritrociticas reforga a toxicidade do chumbo em células
sanguineas.

Palavras-chave: Alteragdes eritrociticas nucleares. Chumbo. Ensaio do cometa. Teste do
micronucleo. Prochilodus lineatus.



MONTEIRO, Vanessa. Acute lead exposure leads to DNA damage in various tissues of
the fish Prochilodus lineatus. 2008. 71 f. Dissertation (Master’s degree in Genetics and
Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, 2008.

ABSTRACT

Currently there are many works describing the presence of metal pollution in water bodies.
Among these metals, lead (Pb) is considered a chemical of great environmental impact due to
its high toxicity to live organisms and its wide use in the industrial process of many products.
Considering its toxicity and the lack of knowledge concerning lead effects to neotropical fish
species, the aim of this work was to evaluate the genotoxicity of lead to the fish Prochilodus
lineatus, also known as curimba. Thus, juveniles of P. lineatus were exposed to 0.48 mg of
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dissolved Pb. L or only to water (negative control) for 6, 24 and 96 hours, in static toxicity
tests. Besides, in vitro toxicity tests were carried out with erythrocytes of P. lineatus exposed
to the same lead concentration during 1, 3 and 6 hours. Genotoxic damages in erythrocytes,
gill and liver cells were analyzed through the comet assay; micronucleus (MN) test and the
analysis of other nuclear abnormalities (ENA) were also applied to RBC. The results showed
that lead promotes genotoxic damages in RBC, gills and liver cells of P. lineatus. The mean
scores of damage obtained in the comet assay, for the three tissues analyzed, after 96h of lead
exposure, were significantly higher in relation to their respective negative controls. MN
frequencies were very low and no significant alteration was registered after lead exposure.
However, ENA frequencies were significantly higher after 24 and 96 h of lead exposure when
compared to respective controls. The comet assay with the erythrocytes submitted to in vitro
tests showed a significant increase in DNA damage after 1, 3 and 6 h of lead exposure. These
results showed that lead, both in vivo and in vitro, was genotoxic to P. lineatus producing
DNA breakages in blood, gills and liver cells. Lead did not show aneugenic or clastogenic
effects, as indicated by the MN test results; however, the occurrence of erythrocytic nuclear
abnormalities reinforced the toxicity of lead to red blood cells.

Keywords: Comet assay. Erythrocytic nuclear abnormalities. Lead. Micronucleus test.
Prochilodus lineatus.
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1 INTRODUCAO

1.1 POLUICAO AQUATICA

Durante as ultimas trés décadas, a comunidade cientifica e agéncias
reguladoras tém tomado consciéncia sobre os impactos ambientais e a sustentabilidade dos
ecossistemas (Bickham et al., 2000). Como conseqiiéncia do crescimento da populagdo
humana e do desenvolvimento industrial, a produ¢do, o consumo e a eliminacao de residuos
de produtos quimicos antropogénicos continua aumentando (Jha, 2004) podendo gerar
poluicdo no ar, no solo e na dgua (Sanchéz-Chardi et al., 2007).

Os ambientes aquaticos sao utilizados em todo o mundo com finalidades
distintas, entre as quais se destacam o abastecimento de agua, a geracdo de energia, a
irrigacdo, a navegagao, a aqiiicultura e a harmonia paisagistica (Sperling, 1993). No entanto,
nas ultimas décadas, esse precioso recurso vem sendo ameacado pelas acdes indevidas do
homem e pela degradagdo ambiental, o que acaba resultando em prejuizo para a propria
humanidade (Lacher e Golgstein, 1997; Moraes e Jordao, 2002; Bozzetti e Schulz, 2004).

O ambiente aquético ¢ muitas vezes o destino final da grande quantidade e
variedade de contaminantes quimicos exogenos liberados pelas comunidades urbanas,
propriedades rurais e industriais (Claxton et al., 1998; Van Der Oost et al., 2003, Atli ¢ Canli,
2007). A grande proporc¢ao dos contaminantes aquaticos de origem antropogénica ¢ composta
de substancias potencialmente genotoxicas e carcinogénicas (Claxton et al., 1998; Jha, 2004).
Nos numerosos ecossistemas aquaticos do Brasil, as espécies nativas freqlientemente sdo
ameagadas diretamente por sua exposicdo aos agentes quimicos carregados pela dgua ou,
indiretamente, por alimentos contaminados (Oliveira-Ribeiro et al., 2000).

Nos ultimos anos milhares de poluentes organicos, tais como bifenilas
policlorados (PCB), pesticidas organoclorados (OCPs), hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAHs), furanos (PCDF) e dioxinas (PCDD) tem sido produzidos e, em parte,
liberados no meio ambiente (Van Der Oost et al., 2003). Além destes, o petrdleo, seus
derivados e os metais pesados também merecem uma grande atencao.

Dentre os metais o cobre, zinco, cadmio, chumbo, aluminio e mercurio
(Sanchez-Galan et al., 1999; Martinez ¢ Colus, 2002; Cestari et al., 2004) podem ser

naturalmente incorporados aos sistemas aquaticos em pequena escala, por meio de processos
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geoquimicos. Entretanto, ultimamente, a entrada de metais no ambiente aquatico tem sido
proveniente principalmente de processos de urbanizagdo e industrializacao (Rodriguez, 1998).
Esses metais, quando ocorrem em concentragdes mais elevadas, tornam-se toxicos para todos
os organismos vivos (Has-Schon et al., 2006), apresentam persisténcia e tendéncia a
acumularem-se na agua e nos sedimentos, além de terem potencialidade de induzir danos ao

material genético (Pra et al., 2006).

1.1.1 Chumbo

O chumbo (Pb), um metal pesado natural, possui uma cor cinza-azulada ¢
inodoro, maleavel e sensivel ao ar. Pertence ao grupo IVB da tabela periddica e possui peso
atomico 207,2 (Paolielo e Chasin, 2001, Castro-Gonzélez e Méndez-Armenta, 2008). Este
metal é relativamente abundante na crosta terrestre, tendo uma concentracdo média entre 10 e
20 mg/Kg. As maiores fontes naturais de chumbo sdo emissdes vulcanicas, intemperismo
geoquimico e névoas aquaticas (Paolielo e Chasin, 2001). Ele atinge o sistema aquatico por
causa da erosdao dos solos e deposicao atmosférica (Castro-Gonzéalez ¢ Méndez-Armenta,
2008).

O chumbo pode ser encontrado em suas formas organicas e inorganicas,
estando presente em solos, agua e alimentos (Barciszewska et al., 2005). E talvez o quimico
toxico ambiental mais antigo ¢ o mais usado (Valverde et al., 2002). Além disso, ¢
amplamente distribuido como contaminante ambiental e ocupacional e continua a ser um dos
mais importantes problemas de satde (Fracasso et al., 2002; Castro-Gonzéalez e Méndez-
Armenta, 2008). Niveis ambientais de chumbo aumentaram mais de 1000 vezes ao longo dos
ultimos trés séculos como resultado da atividade humana sendo que o maior aumento ocorreu
entre os anos 1950 e 2000 (ATSDR, 2005).

Uma combinagdo de propriedades fisicas e quimicas torna o chumbo um
metal extremamente utilizado em processos industriais. Ele ¢ muito usado na manufatura de
baterias, aditivos de combustivel, de tubulagdes, de pigmentos, de soldas, de tintas de
impressoras, de esmalte vitrificado para loucas, de corantes, de explosivos, inseticidas,

plasticos, entre outros (ATSDR, 1993, Araujo et al., 2001; Danadevi et al., 2003). A

-1
concentragdo natural de chumbo nas aguas superficiais foi estimada na ordem de 0,02 pg.L. .
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Entretanto, areas proximas de minas de chumbo, de industrias de baterias e de refinarias estao
sujeitas a altos niveis desse metal. Um estudo realizado por Yabe e Oliveira (1998), avaliando

a ocorréncia de alguns metais na bacia do rio Tibagi, indicou niveis extremamente elevados

de chumbo na agua nas proximidades de uma fabrica de bateria (4504 + 418 pg Pb.L_l).

Devido a sua grande utilizagdo na industria, o chumbo tem atraido a atencao
de varios pesquisadores para as questoes de contaminacao ambiental. Isto se deve, em parte, a
grande toxicidade deste metal, bem como, ao aumento nas intoxicagdes por chumbo e seus
derivados nos ecossistemas aqudaticos, em conseqliéncia das atividades industriais (Pain,
1995). O chumbo ¢é capaz de promover uma resposta positiva a uma extraordinaria gama de
testes bioldgicos e bioquimicos, interferir na fidelidade da sintese de DNA, promover
mutagdo, aberragdes cromossdmicas, cancer e defeitos congénitos (Valverde et al., 2002).

Um aspecto preocupante no que se refere ao chumbo relaciona-se ao fato
deste ser um poluente toxico ndo essencial que se acumula no organismo (Moreira e Moreira,
2004), causando disfungdes fisiologicas em seres humanos e diversos animais (Courtois et al.,
2003; Barciszewska et al., 2005). Algumas destas disfungdes incluem: anemias, nefrites,
insuficiéncia mental, envelhecimento prematuro, impoténcia, disturbios no ciclo menstrual,
entre outras (ATSDR, 1993). O chumbo reage com muitas biomoléculas ou complexos e afeta
negativamente a reproducado, sistema nervoso, gastrointestinal, imune, renal, cardiovascular,
0sseo, muscular e sistemas hematopoictico, bem como processos de desenvolvimento
(Johnson, 1998).

Os mecanismos moleculares da toxicidade do chumbo ndo sdo totalmente
compreendidos, mas evidéncias indicam que ele pode agir pela competicdo com cations
enddgenos, como o calcio e o zinco, por sitios de ligagdo em proteinas (Barciszewska et al.,
2005). Esta substitui¢do pode promover mais alteragdes nestas proteinas e, conseqiientemente,
pode alterar o metabolismo celular e induzir distirbios na transcrigdo génica (Wozniak e
Blasiak, 2003).

A presenga de chumbo no nucleo pode resultar em efeitos adversos sobre a
funcdo genética. Estudos in vitro demonstraram que o chumbo interage com proteinas e
acidos nucléicos (Gerber et al., 1980; Tajmir-Riahi et al., 1993). Além disso, mecanismos
indiretos de danos a molécula de DNA foram relatados, como por exemplo, a inibi¢do do
reparo da molécula de DNA (Johnson, 1998). Outros estudos mostraram, também, que o
chumbo pode gerar espécies reativas de oxigénio (Hiraku e Kawanishi, 1996; Pra et al.,

2006), que interagem com a molécula de DNA, causando danos a mesma.
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1.2 GENETICA TOXICOLOGICA

Devido a vulnerabilidade do material genético a diferentes agentes
quimicos, criou-se uma nova area de pesquisa, a genética toxicologica (Rabello-Gay et al.,
1991; Shugart, 1995), que busca avaliar o potencial de danos as células, o mecanismo de a¢do
das substancias, bem como fazer de genotoxicidade e carcinogénese (Ribeiro e Marques,
2003).

De acordo com Shugart (1995), agentes quimicos que produzem alteracdes
nos acidos nucléicos em exposi¢des subletais, que resultam em mudangas nas caracteristicas
hereditarias, ou aparecimentos de alteragdes no DNA, sdo classificados como genotdxicos.
Efeitos genotoxicos incluem alteragdes na estrutura e funcdo do DNA como, por exemplo,
quebras das fitas da molécula de DNA, formagdo de aductos de DNA, modificacdes de bases
e mutagdes de ponto (Lee e Steinert, 2003; Atienzar e Jha, 2006). Em geral, esses efeitos em
sua maioria, ocorrem em tecidos somaticos € se manifestam ao nivel molecular da
organizagdo bioldgica. Entretanto, quando atingem células reprodutoras, as mudancas
produzidas no DNA poderao ser transmitidas aos descendentes, comprometendo as futuras
geracgdes (Bickham et al., 2000).

Agentes genotoxicos estdo sendo avaliados através de biomacadores que sao
definidos como qualquer alteragdo bioldgica relacionada a presenga de um composto quimico
no ambiente no nivel sub-individual, medida dentro do organismo ou em seus produtos, que
indica um desvio do estado normal e que ndo pode ser detectada no organismo intacto (Van
Gestel ¢ Van Brummelen, 1996). Assim, o biomarcador ¢ utilizado como um sinal prévio
refletindo a alteragdo bioldgica causada por uma substancia (Van Der Oost et al., 2003).
Biomarcadores de genotoxicidade ja foram desenvolvidos com organismos aquaticos, para a
avaliacdo do potencial genotoxico de diferentes agentes quimicos sobre tais organismos,
dentre os quais se destacam o ensaio do cometa e o teste do micronucleo (Biicker et al., 2006).
O primeiro se baseia na andlise de quebras nas fitas da molécula do DNA, que podem ser
passiveis de reparo. O microntcleo ¢ formado por pequenas massas intracitoplasmaticas de
cromatina que resultam de quebras cromossdmicas ou aneuploidia durante a divisdo celular

(Bolognesi et al., 2004,).



18

1.2.1 Ensaio do Cometa

Desde a década de 90, este ensaio tornou-se um instrumento fundamental
utilizado por investigadores interessados em estudos de genética toxicoldgica nas areas de
pesquisa humana e biomonitoramento ambiental (Fairbairn et al., 1995; Tice, et al., 1995;
Monteith e Vanstone, 1995; Collins et al., 1997; Tice et al., 2000; Collins, 2004).

O ensaio do cometa (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) ¢ um método
simples de determinagdo de quebras em fita de DNA em células eucarioticas (Collins, 2004).
Este ensaio tem sido usado como referéncia para avaliacdo de fragmentagdo do DNA ao nivel
celular tanto in vitro quanto in vivo (Castro, 2004; Dehon et al., 2008) e baseia-se na detec¢ao
de fragmentos de DNA que migram mais rapidamente durante a eletroforese do que o DNA
intacto, formando uma cauda (Tice, et al., 2000).

Rydberg e Johanson, em 1978, foram os primeiros pesquisadores que
quantificaram danos diretamente na molécula de DNA de células individuais, ao lisarem as
células embebidas em agarose em condi¢des alcalinas (Gontijo e Tice, 2003; Witte et al.,
2007). Anos mais tarde o ensaio do cometa foi descrito por Ostling e Johanson (1984) para
detectar danos no DNA em condig¢des neutras de pH (Tice et al., 2000). Nessas condigdes de
pH, ndo era possivel a separa¢do das proteinas histonicas da molécula de DNA, ficando o
ensaio limitado a mensurar apenas quebras de fitas duplas do DNA. Em 1988, Singh et al.
realizaram este ensaio em condi¢des alcalinas (pH > 13), que promove a separagdo das
proteinas histonicas da molécula de DNA. Tal modificacdo permite que o ensaio do cometa
indique a ocorréncia de quebras de fita simples, sitios alcali-labeis e ligagcdes cruzadas no
DNA (Lee e Steinert, 2003).

Para a realizagdo do ensaio do cometa as células individualizadas sao
embebidas em agarose e colocadas em laminas para microscopio; estas sdo colocadas em uma
solugdo neutra para lise, para entdo serem submetidas a uma eletroforese a baixa voltagem em
pH basico (pH > 13). As células sdo coradas com corante fluorescente especifico para DNA e
o DNA de células individualizadas ¢ visualizado por microscopia de fluorescéncia (Gontijo e
Tice, 2003; Collins, 2004).

Devido a sua simplicidade, sensibilidade e baixo custo, o ensaio do cometa
foi rapidamente adotado para determinar o potencial genotoxico de produtos quimicos (Jha,
2008). Nos ultimos anos uma série de estudos comprovou a eficiéncia deste teste para

avaliagdes de genotoxicidade (Tice et al., 2000; Lee e Steinert, 2003; Collins, 2004; Lemos et
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al., 2005). Uma das vantagens do ensaio do cometa inclui a avaliagdo de danos do DNA em
células individuais, sendo, necessario um niumero pequeno de células para realizar o ensaio.
Além disso, ele ¢ muito sensivel para detectar danos na molécula de DNA, reparo e morte
celular em diferentes tipos de células (Leroy et al., 1996; Collins et al., 1996, Tice et al.,
2000; Lee e Steinert, 2003; Jha, 2008).

Este ensaio tem sido aplicado com sucesso a um grupo heterogéneo de
organismos incluindo plantas inferiores e superiores, oligoquetos, poliquetas, plandrias,
crustaceos, insetos, moluscos bivalves e gastropodes, asterdides e equindides, peixes, anfibios
e mamiferos (Jha, 2008; Dhawan et al., 2009). Para organismos aquaticos esse ensaio tem se
mostrado bastante eficiente na deteccdao de danos na molécula do DNA provocados, direta ou
indiretamente, por agentes genotdxicos presentes em ambientes aqudticos (Matsumoto et al.,
2006; Vanzella et al., 2007; Jha, 2008), como por exemplo, o benzeno (Biicker et al., 2006), o
6leo diesel (Vanzella et al., 2007), os metais pesados (Cestari et al., 2004), agrotoxicos
(Cavalcante et al., 2008), entre outros.

Para os peixes, os eritrocitos sdo as principais células utilizadas neste tipo de
ensaio, enquanto que, nos estudos envolvendo moluscos e crustaceos, os hemocitos da
hemolinfa sdo as células mais comumente utilizadas (Lee e Steinert, 2003). Entretanto, outros
tecidos também podem ser utilizados para detec¢ao de danos no DNA. Em peixes, os tecidos
utilizados para este ensaio incluem intestino, figado, rim, muasculo, bago, branquias e gonadas
(Kim et al., 2000; Lee e Steinert, 2003). Kilemade et al. (2004) analisaram danos no DNA em
varios tecidos como epiderme, branquias, baco e figado de peixe Scophthalmus maximus e
observaram que as células do figado e das branquias se mostraram mais sensiveis que as

células de bago e epiderme.

1.2.2 Teste do Micronucleo e Alteragdes Eritrociticas Nucleares

Deformagdes nucleares podem ser causadas pela exposi¢cdo de organismos
vivos a substancias toxicas presentes no meio e podem ser ou ndo transmitidas para outras
geracOes (Rodrigues et al., 2005). Uma dessas deformagdes em células nucleadas de mais
facil investigacdo ¢ a presenga de microntcleos (Rodrigues e Castilhos, 2003). Os
micronucleos sdo fragmentos cromossdmicos, resultantes de danos na molécula de DNA ou

de cromossomos inteiros, que nao sdo reincorporados aos nucleos das células filhas e sao,
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portanto, transformados em pequenos nucleos ou micronucleos (Jenssen e Ramel, 1980;
Grisolia, 2002). O teste do micronucleo baseia-se na identificacdo e quantificagdo destes
micronucleos e para que o micronucleo seja visualizado € necessaria uma divisdo celular apos
o evento genotoxico. Este teste propicia a deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram
cromossomos) ¢ aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacdo cromossdmica
anormal) e tem sido amplamente utilizado para avaliar um grande nimero de substancias em
varios organismos (Villela et al., 2003).

Para ser considerado um micronucleo, algumas caracteristicas devem ser
levadas em consideracdo, como por exemplo, ser morfologicamente semelhante ao ntcleo
principal, ter diametro entre 1/16 até 1/3 do nucleo principal, ndo ser refringente, ndo estar
ligado ou conectado ao nucleo principal, possuir a mesma intensidade de coloragdo do nucleo
principal, embora as vezes possa apresentar coloracdo um pouco mais intensa (Al-Sabti e
Metcalfe, 1995).

O teste do micronucleo ¢ muito usado para estimar os danos citogenéticos
induzidos por agentes quimicos ou fisicos. Embora a maioria dos trabalhos apresente
resultados com mamiferos (especialmente roedores), o teste do micronucleo também ¢ uma
ferramenta 1til para individuos de outros grupos, como o de peixes (Udroiu, 2006).

Comparado com outros testes citogenéticos, possui diversas vantagens,
como, por exemplo, rapidez e a facilidade da andlise, além da ndo exigéncia de células em
metafase (Tucker e Preston, 1996). Entretanto, uma limitagdo para o uso deste teste ¢ que
agentes ou substancias que ndo quebram cromossomos ou ndo causam a perda destes na
anafase, nao serao detectados, por exemplo, citam-se as aberragdes que envolvem rearranjo
cromossomico sem ocorréncia de fragmento acéntrico (Heddle, et al., 1983).

Por ser um teste simples, rapido e de baixo custo, o teste de micronucleo
(MN) ¢é amplamente utilizado para o biomonitoramento da qualidade d agua (Minissi et al,
1996; Sanchez-Galan, et al., 1998; Grisolia e Starling 2001), como também para testar a
genotoxicidade de agentes quimicos (Nepomuceno et al., 1997; Campana et al., 1999). Para
espécies de peixes, o teste do micronucleo apresenta varias vantagens sobre outros estudos
citogenéticos, como troca de cromatides irmas ou aberragdes cromossdmicas, e varios tecidos
podem ser utilizados para este, como por exemplo, células de branquias e figado, além dos
eritrocitos.

Além da ocorréncia de micronucleos, outras alteracdes eritrociticas
nucleares foram descritas em eritrocitos de peixes por Carrasco et al. (1990) e classificadas

em: 1) nucleo segmentado; 2) nucleo lobulado; 3) nicleo com constricdo ou em “forma de



21

rim”, 4) nacleos com vacuolos e 5) células binucleadas. Embora os mecanismos de formacgao
destas anormalidades nao estejam totalmente explicados, essas alteracdes sdo consideradas
como indicadores de danos genotdxicos, complementando o teste do micronucleo na
avaliacdo de genotoxicidade (Ayllon e Garcia Vazquez, 2000; Cavas e Ergene-Goziikara
2005). Essas anormalidades podem estar relacionadas com falhas na divisdo celular, processos
de morte celular, de genotoxicidade e/ou mutagenicidade (Fenech, 2006). Em peixes, algumas
destas alteracdes nucleares, assim como a ocorréncia de micronucleos, tém sido relatadas apos
a exposicdo a agentes quimicos ou aguas poluidas. Ayllon e Garcia Vazquez (2000)
observaram um aumento de anormalidades nucleares e micronucleos em eritrocitos de
Poecilia latipinna injetados intraperitonealmente com mercurio. Ayllon e Garcia-Vazquez
(2001) observaram, além de eritocitos micronucleados, a ocorréncia de alteragdes nucleares
nesses eritrocitos de Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris), quando expostos a ciclofosfamida
€ mitomicina-c, compostos clastogénicos. Cavas e Ergene-Goziikara (2003) observaram um
aumento significativo de células micronucleadas e anormalidades em eritrocitos periféricos de
Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo), apds a exposic¢ao a ciclofosfamida e ao efluente téxtil.
Ventura et al. (2008) também observaram um aumento significativo de células
micronucleadas e anormalidades nucleares em eritrocitos de Oreochromis niloticus expostos a

diferentes concentragdes de atrazina.

1.3 GENOTOXICIDADE DO CHUMBO

Estudos de genotoxicidade sobre os compostos metalicos € seus compostos
organicos sao muito importantes, especialmente na investigagdo dos efeitos destes compostos
em meio aquatico, onde tendem a se acumular (Ferraro et al., 2004). Os peixes sdo capazes de
reter e absorver metais pesados dissolvidos na dgua através de processos ativos ou passivos.
Diferentes tecidos geralmente apresentam diferente capacidade de acumular metais pesados.
Um trabalho realizado por Sui¢mez et al. (2006) mostrou que o acumulo de chumbo foi maior
em branquias, seguido do figado e musculo de Oncorhynchus mykiss. O mesmo também foi
observado por Kalay et al. (1999) em de Tilapia zillii exposta por 14 dias a diferentes
concentragdes de chumbo.

Zhang et al. (2008), observaram um aumento de danos na molécula de DNA

em células de hepatopancreas do peixe Misgurnus anguillicaudatus, exposto a diferentes
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concentragdes de chumbo. Em um estudo relativamente recente Ferraro et al. (2004)
analisaram o efeito genotoxico do chumbo na espécie de peixe Hoplias malabaricus , espécie
neotropical, concluindo que o chumbo aumentou significativamente o numero de danos no
DNA desta espécie neotropical. Em um trabalho complementar, este mesmo grupo de
pesquisadores avaliou o efeito genotoxico do chumbo induzido por doses troficas de chumbo
nesta mesma espécie de peixe (Cestari et al., 2004), encontrando também danos ao material
genético dos animais expostos a este metal.

Os testes de toxicidade podem ser empregados a varios organismos. Além
de peixes, mamiferos também podem ser utilizados para avaliar danos genotoxicos
promovidos por agentes toxicos. Devi et al. (2000), mostraram, através do ensaio do cometa,
um aumento significativo de danos na molécula de DNA de células sanguineas de ratos
tratados oralmente com diferentes doses de nitrato de chumbo. Alem disso, Jagetia e Aruna
(1998) observaram um aumento significativo na freqii€ncia de micronicleos (MN) na medula
Ossea dos ratos.

Yanez et al. (2003) observaram um aumento significativo de danos na
molécula de DNA de criangas de uma cidade mexicana proxima a uma mina contaminada
com chumbo. O chumbo ¢ um perigo profissional e ambiental em todo o mundo, tornando-se
uma importante questdo de saude ambiental nos ultimos anos. Danadevi et al. (2003),
verificaram aumento de danos na molécula de DNA em profissionais expostos a particulas de
Pb no ar ¢ nas emissdes no interior do local de trabalho na India. Fracasso et al. (2001)
também observaram um aumento significativo de danos no DNA de linfécitos de
trabalhadores expostos ao chumbo.

Apesar das evidéncias da genotoxicidade do chumbo, o conhecimento sobre
o potencial genotoxico deste metal e de seu mecanismo de toxicidade ainda é pouco

conhecido para as espécies de peixes neotropicais.

1.4 O UsO DE PEIXES COMO MODELO EXPERIMENTAL EM TESTES DE GENOTOXICIDADE

Entre os diversos organismos que habitam os ambientes aquaticos, os peixes
e moluscos sdo considerados bons indicadores para a deteccdo de contaminagdo de recursos

hidricos por substancias genotoxicas (Sanchez-Galan et al., 1998).
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Uma das vantagens na utilizagdo de peixes como organismos-testes deve-se
a facilidade com que eles podem ser mantidos em laboratorio e expostos a produtos quimicos,
e as semelhancas de suas respostas a esses produtos com outros vertebrados, podendo desse
modo, ser usados para a projecdo da acdo desses agentes teratogénicos e mutagénicos para
outros grupos de animais (Al-Sabit e Metcalfe, 1995).

No Brasil, os testes de genotoxicidade t€ém sido empregados desde a década
de 80 para avaliagdes ambientais (Umbuzeiro e Valent, 1998), mas o uso de espécies de
peixes neotropicais para o estudo de efeitos genotoxicos de agentes quimicos ¢ ainda
relativamente pequeno (Matsumoto e Colus, 2000; Cestari et al, 2004).

Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1847) é um peixe pertencente a familia
Prochilodontidae, ordem Characiformes e superordem Ostariophysi, conhecido popularmente
como curimba. Esta espécie de peixe neotropical tem se mostrado bastante adequada para
estudos de avaliagdo da toxicidade de diferentes agentes xenobioticos (Martinez e Colus,
2002; Almeida et al., 2005; Camargo ¢ Martinez, 2006) dada a sua sensibilidade aos efeitos
de poluentes presentes na dgua e também no sedimento, devido ao seu habito alimentar.

O curimba possui hébito alimentar detritivoro consumindo quase que
exclusivamente finas particulas do lodo, além de detritos orgdnicos e diatomaceas
(Domingues, Hayashi, 1998). Devido ao seu habito alimentar, esta espécie pode entrar em
contato com xenobidticos presentes tanto no sedimento quanto na dgua; além disso, alguns
estudos ja mostraram que esta espécie ¢ sensivel a diferentes substancias toxicas, como metais
(Martinez et al., 2004), derivados de petroleo (Simonato et al., 2008; Vanzella et al. 2007) e
agrotoxicos (Langiano e Martinez, 2007; Cavalcante et al, 2008, Pereira Maduenho e
Martinez, 2008); assim, pode ser considerada um biodindicador para o monitoramento

ambiental (Cerqueira e Fernandes, 2002).
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Verificar a genotoxidade do chumbo, in vivo, em diferentes tecidos
(sangue, branquia e figado) de Prochilodus lineatus expostos ao
chumbo por 6, 24 e 96 horas (tratamento agudo), por meio do ensaio do
cometa, teste do miconucleo e alteragdes eritrociticas nucleares.

Avaliar o potencial genotoxico do chumbo in vitro analisando-se a
ocorréncia de danos no DNA de eritrocitos de P. lineatus por meio do

teste do cometa.
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A EXPOSICAO AGUDA AO CHUMBO INDUZ DANOS NO DNA DE VARIOS TECIDOS DO PEIXE

PROCHILODUS LINEATUS.

Monteiro, V.!: Martinez, C. B. R.%; Sofia, H. S.*"

Resumo
O presente estudo foi delineado para avaliar os efeitos gen0t0x1cos do chumbo para

Prochilodus lineatus, apds exposigdes a 0,48 mg Pb dissolvido. L durante 6, 24 ¢ 96 h. Foi
realizado também um teste de genotdxico in vitro com células de sangue de P. lineatus
expostas ao chumbo durante 1, 3 e 6 h. Para as avaliacdes genotoxicas foi empregado o ensaio
do cometa (EC) com células de sangue, branquia e figado, o micronucleo (MN) e a ocorréncia
de alteragdes eritrociticas nucleares (AENs). Os escores de danos no DNA, obtidos no EC,
foram significativamente maiores nos trés tecidos analisados apos 96 h de exposi¢ao ao
chumbo, em relagdo aos respectivos controles negativos. A freqiiéncia de MN foi muito baixa
e ndo se alterou apds a exposicao ao Pb. Ja a freqiiéncia de AENs foi maior apds 24 ¢ 96 h de
exposicao ao Pb. O EC realizados com os eritrocitos expostos in vitro ao Pb indicou aumento
no escore de dano no DNA apds 1, 3 e 6 h de exposi¢cdo. Com base nestes resultados pode-se
afirmar que tanto nos testes in vivo quanto in vitro, o chumbo foi genotdxico para P. lineatus,
promovendo fragmentagdo do DNA. Esse efeito genotoxico do metal deve ser indireto, pois
s0 ocorreu apos 96 h de exposicao, e € provavelmente decorrente da acdo de espécies reativas
de oxigénio sobre o DNA. O chumbo ndo mostrou efeitos aneugénicos ou clastogénicos,
como indicado pelo resultado do teste do microntcleo; entretanto, as ocorréncias de
anormalidades nucleares eritrociticas reforcam a toxicidade do chumbo em células
sanguineas.

Palavras-chave: Alteragdes eritrociticas nucleares. Chumbo. Ensaio do cometa. Teste do
micronucleo.

1 INTRODUCAO

Os metais pesados podem alterar toda e qualquer atividade bioldgica [1].
Dentre estes metais destaca-se o chumbo (Pb), um metal pesado natural que pode ser
encontrado em suas formas organicas e inorganicas, estando presente em solos, dgua e

alimentos [2]. E um metal relativamente abundante na crosta terrestre, tendo uma

' Departamento de Biologia Geral

" Departamento de Biologia Geral - Tel:. +55 43 371.4437; E-mail: shsofia@uel.br - C.P. 6001, CEP: 86051-
990.

? Departamento de Ciéncias Fisiologicas; Universidade Estadual de Londrina



27

concentracdo meédia entre 10 e 20 mg.Kg-1 e pode atingir o sistema aquatico através da erosao
dos solos e deposi¢ao atmosférica [3, 4]. Além disso, o chumbo ¢ talvez o quimico toxico
ambiental mais antigo ¢ o mais usado [5], amplamente distribuido como contaminante
ambiental e ocupacional e a intoxica¢do por chumbo ¢ um importante problema de saude
publica [4, 6]. Niveis ambientais de chumbo aumentaram mais de 1000 vezes ao longo dos
ultimos trés séculos como resultado da atividade humana, sendo que o maior aumento ocorreu
entre os anos 1950 e 2000 [7].

Uma combinagdo de propriedades fisicas e quimicas torna o chumbo um
metal adequado para varios processos industriais, e por isso, ele € muito utilizado na industria
de baterias, de tubulagdes, de pigmentos, de soldas, e como aditivo de combustivel [8, 9].
Devido a sua ampla utilizacdo na industria e os problemas decorrentes da contaminacao
ambiental, o chumbo tem atraido a atengdo de varios pesquisadores. Isto se deve a sua elevada
toxicidade associada ao aumento das intoxicagdes por chumbo e seus derivados nos

ecossistemas aquaticos, em conseqiiéncia das atividades industriais [10]. A concentragdo

-1
natural de chumbo em aguas superficiais foi estimada na ordem de 0,02 pg. L . Entretanto,

areas proximas de minas de chumbo, de industrias de baterias e de refinarias estdo sujeitas a
altos niveis desse metal. Estudos realizados na bacia do rio Tibagi mostraram um aumento
significativo deste metal tanto na d4gua quanto no sedimento analisado [11, 12]. Outro aspecto
preocupante no que se refere ao chumbo relaciona-se ao fato deste ser um poluente toxico nao
essencial que se acumula no organismo [1], causando disfuncdes fisioldgicas em seres
humanos e diversos animais [2,13].

Estudos in vitro ja demonstraram que o chumbo interage com proteinas e
acidos nucléicos [14, 15]. Além disso, alguns mecanismos indiretos de danos a molécula de
DNA foram relatados, tais como: indu¢do da inibi¢do do reparo da molécula de DNA [16],
bem como indugdo ao cancer [6, 17]. Outros trabalhos mostraram que o chumbo pode gerar
espécies reativas de oxigénio [6, 18-20], as quais podem danificar as células tanto, pela
oxidag¢do dos lipidios de membranas, quanto pela oxidacdo da molécula de DNA [21]. Devido
a vulnerabilidade do material genético a diferentes agentes toxicos, estudos na area da
genética toxicologica vém sendo realizados para avaliar o potencial de danos as células, o
mecanismo de agdo das substincias toxicas, bem como fazer previsoes de genotoxicidade e
carcinogénese [22-24]. Para a avaliacdo da genotoxicidade e mutagenicidade de diferentes
agentes quimicos, alguns testes vém sendo realizados com organismos aquaticos, dentre os

quais se destaca o ensaio do cometa e o teste do microntcleo [25]. Nos ultimos anos uma
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série de estudos tem comprovado a eficiéncia do teste do cometa em avaliagcdes de
genotoxicidade [26-31]. Este teste j& se mostrou bastante sensivel para quantificar danos no
DNA, bem como o reparo do mesmo, e ¢ amplamente empregado em estudos de genética
toxicologica e monitoramento ambiental [27, 29, 32-35], além de ser uma técnica sensivel,
rapida e economica [27, 28, 32, 33, 36].

A andlise de alteracdes na molécula de DNA nos organismos aquaticos tem
se mostrado um método adequado para avaliar a genotoxicidade de ambientes contaminados,
sendo capaz de detectar exposi¢des a baixas concentragdes de contaminantes em uma ampla
gama de espécies [31]. Para os peixes, os eritrocitos sdo as principais células utilizadas neste
tipo de ensaio, entretanto, alguns tecidos também sdo bastante utilizados para detecgcao de
danos no DNA como o intestino, figado, rim, musculo, baco, branquias e gonadas [28, 37].

Outros organismos também podem ser utilizados para a avaliacdo de
genotoxicidade como, por exemplo, moluscos, anfibios, crustaceos, mamiferos [38, 39].

O teste do micronucleo ¢ usado para estimar os danos citogenéticos
induzidos por agentes quimicos ou fisicos. Embora seja um teste desenvolvido originalmente
para trabalhos com mamiferos, pode ser uma ferramenta util para individuos de outros grupos,
como os peixes [40], e tem sido amplamente utilizado com peixes e invertebrados aquaticos,
cujos varios € mintisculos cromossomos muitas vezes inibem o uso de ensaios baseados em
divisdo celular [31]. Os micronucleos sdo massas de cromatina citoplasmatica com aparéncia
de pequenos nucleos que surgem da condensagdo de fragmentos cromossOmicos ou
cromossomos inteiros que foram perdidos na anafase e que ndo s3o reincorporados nos
nucleos das células filhas e, portanto, transformados em pequenos ntcleos ou micronucleos
[31, 41-45]. E um teste simples e rapido para o biomonitoramento da qualidade da agua [46],
além de ser amplamente utilizado para avaliar o impacto bioldgico da poluicdo aquatica [47,
48] e para testar a genotoxicidade de compostos quimicos depois da exposi¢do direta ou
indireta in vivo [49, 50]. Comparado com outros testes citogenéticos, possui diversas
vantagens, como por exemplo, rapidez e a facilidade da andlise, além da ndo exigéncia de
c¢lulas em metafase [44].

O uso de espécies de peixes neotropicais para estudo de efeitos genotoxicos
de agentes quimicos ¢é ainda relativamente incomum [51, 52]. Prochilodus lineatus
(Valencienes, 1847) ¢ uma espécie de peixe neotropical que tem se mostrado adequada para
estudos de avaliacdo da toxicidade de diferentes agentes xenobidticos [12, 53, 54]. Por ser
uma espécie de habito alimentar detritivoro, podendo, assim, entrar em contato com

xenobioticos presentes tanto no sedimento quanto na dgua, bem como se mostrando sensivel a
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diferentes substancias toxicas do meio [12, 55-57]. Por estas razdes, P. lineatus pode ser
considerado um bioindicador para o monitoramento ambiental [58].

Considerando-se o potencial toxico do chumbo e a necessidade de
informagdes sobre a genotoxicidade deste metal para espécies de peixes neotropicais, o
presente estudo foi delineado para avaliar os efeitos genotdxicos do chumbo, em ensaios

agudos in vivo e in vitro, para a espécie P. lineatus.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ANIMAIS

Nos experimentos foram utilizados individuos jovens de Prochilodus
lineatus, com peso médio de 7,47 + 2,13 gramas e comprimento total de 8,73 + 0,88
centimetros (média = DP), fornecidos pela Estacdo de Piscicultura da UEL. Os peixes foram
aclimatados por no minimo sete dias antes dos experimentos, em tanques de 300 L

preenchidos com agua desclorada e continuamente aerada (T = 20° C, pH = 7,0 e OD = 7,8

mgO?2. L_l, dureza = 60 mgCaCO3.L_1), com fotoperiodo de 14 h de escuro e 10 h de luz. Os
animais foram alimentados com ragdo com 36% de proteina (Guabi®, BR) a cada 48 horas,
exceto no dia anterior ao inicio dos testes de toxicidade e durante os mesmos. Apds a
aclimatacdo os peixes foram transferidos para aquérios de vidro de 100 L, onde foram

distribuidos em grupos de 10 peixes por aquario, contendo apenas agua (grupo controle

-1
negativo -CN) ou dgua com uma concentragao nominal de Smg Pb .L  (grupo Pb). O chumbo

foi adicionado a agua na forma de Pb(NO3)2 (VETEC, BR)
2.2 EXPERIMENTOS IN VIVO

Os testes de toxicidade aguda, do tipo estatico, foram realizados em trés
tempos experimentais: 6, 24 e 96 h. Os testes foram realizados separadamente para cada
tempo de exposi¢ado, e todos eles foram realizados com réplicas. Durante os testes, a agua foi
continuamente monitorada para temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade,
utilizando-se um analisador multiparametros. A dureza da dgua também foi monitorada e
determinada por titulagdo com EDTA. Amostras de 4gua foram coletadas imediatamente apos

cada periodo experimental para a analise da concentracdo de chumbo. O chumbo total foi
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analisado em amostras de 4gua nao filtrada, enquanto que o chumbo dissolvido foi analisado
em amostras de agua filtradas (filtros de 0,45 pum). Apds coletadas as amostras foram
acidificadas com HNO3 e a concentragdo de chumbo foi determinada em espectrofotometro
de absorgao atémica.

Apds cada periodo de exposicdo, os peixes eram retirados dos aquarios e

imediatamente anestesiados com benzocaina (0,1 g.L-l), para a realizacdo da biometria e
coleta de sangue a partir da veia caudal, com seringas de 1 mL heparinizadas. Na seqiiéncia,
os animais eram sacrificados por seccdo medular para a retirada da branquia e do figado. Do
sangue coletado de cada animal uma aliquota de 10 pL foi armazenada em tubos conicos
plésticos (1,5 mL) contendo 700 uL de PBS (NaCl 126,6 mM, KCL 4,8 mM, CaCl2 1,5 mM,
NaHCO3 3,7 mM, Na2HPO4 8,9 mM, NaH2P0O4 2,9 mM) e mantidos no gelo até o0 momento
da realizacdo do teste do cometa.

Imediatamente apds a retirada das branquias os arcos branquiais foram
separados e transferidos para uma placa de vidro contendo PBS, onde foram limpos com o
auxilio de um pincel para a retirada do sangue contido nos arcos branquiais. Apos a limpeza
das branquias os filamentos branquiais foram retirados e transferidos para tubos conicos de
plasticos, contendo PBS, que foram mantidos no gelo até a dissociagdo celular. O figado
também foi limpo em PBS com o auxilio de um pincel, para retirar o excesso de sangue, ¢
colocado em tubos plasticos com PBS, mantidos no gelo até a preparacao da suspensao.

A metodologia para a preparacdo da suspensdo celular dos dois 6rgdos foi
baseada no protocolo descrito por [36] et al., com modifica¢des. Os filamentos branquiais
foram seccionados com auxilio de navalhas de ago descartaveis, sobre uma placa de cera; ja
os figados foram picotados com uma tesoura dentro de um microtubo. O material resultante
foi transferido para tubos contendo um volume de 200 pL, no caso das branquias, ou 500 pL,
no caso do figado, de tripsina 0,05% diluida em PBS livre de célcio e magnésio e os tubos
foram mantidos em banho-maria a 30°C por 15 min. Apds esse tempo a suspensdo foi
homogeneizada e filtrada (30 um) em um béquer contendo 500 pL de soro bovino fetal 10%
diluido em PBS. A suspensdo resultante foi centrifugada por 10 minutos a 1000 g, o
sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi ressuspendido em 200 pL de PBS.

Um grupo de peixes injetados com uma droga reconhecidamente genotoxica
foi utilizado como um grupo para o controle de indugdo de danos, denominado de controle

positivo (CP). Para tanto, juvenis de P. lineatus foram anestesiados, pesados e injetados

-1
intraperitonealmente com ciclofosfamida (0,4g de ciclofosfamida.g de peixe ). Em seguida



31

os peixes foram transferidos para aquarios de vidro contendo 4gua desclorada nas mesmas
condigdes dos grupos controle dos testes de toxicidade. Para amostragem, apds cada intervalo
experimental (6, 24 e 96 h) oito peixes eram retirados do aqudrio para a coleta de sangue,

branquia e figado conforme descrito anteriormente.
2.3 EXPERIMENTO IN VITRO

Para a realizagdo deste teste seis exemplares de P. lineatus foram
anestesiados para a retirada do sangue da veia caudal, da mesma forma que foi descrita para o
teste in vivo. Aliquotas de 10 uL de sangue foram misturadas a 700 uLL de PBS em tubos
conicos de pléstico (1,5 mL) que foram acondicionados em gelo até a exposi¢do das células.
Foram feito dois grupos de exposi¢do: um controle negativo, no qual um volume de 60 pL da
solucdo de sangue e PBS foram adicionados a 140 pL de PBS; e um experimental, no qual um

volume de 60 pL da solucdao sangue e PBS foi adicionado a 140 uL de PBS contendo 5 mg

-1
Pb.L (concentracdo nominal). Os testes in vitro foram realizados em microplacas de 24

pogos durante 1, 3 e 6 h. Apds cada um dos tempos de exposi¢do foram retiradas aliquotas da
suspensao celular para a realizacdo do teste do cometa.

Para a realizagdo do ensaio do cometa in vivo com células sanguineas,
branquiais e células do figado, assim como para os testes in vitro, a avaliagdo da viabilidade
celular foi feita a partir do método de exclusdo pelo corante azul de Trypan [59]. Para cada
amostra foram avaliadas 100 células, em camara de Neubauer espelhada, discriminando-se as
células viaveis (brancas) e as células inviaveis (azuis). A mudanga de coloragdo da célula para
azul indica que a célula ndo possui mais a sua membrana integra, permitindo a entrada do
corante. O ensaio do cometa s6 foi realizado com amostras apresentando viabilidade de 80%,

no minimo [27].
2.4 ENSAI0 DO COMETA (SCGE)

A metodologia empregada no ensaio alcalino do cometa foi baseada no
protocolo de [60] et al. e [61] com algumas modificagcdes. Para os testes com as células
sangiiineas (in vivo e in vitro), branquiais e hepaticas aliquotas de 10 pL da suspensao celular,
para o sangue, ou de 15 pL da suspensdo celular, para os demais tecidos, foram adicionadas

em 120 pl de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (preparada em PBS) e a mistura foi
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mantida em banho-maria a 37°C. O volume total da suspensao foi divido em duas laminas de
vidro, preparadas previamente, com agarose normal (69°C) 1,5% (em PBS) e cobertas com
laminula. As laminas foram mantidas em geladeira por 30 min para a solidificacdo da agarose
com as células.

Apds a solidificagdo, as laminulas foram removidas e as laminas contendo
as cé¢lulas foram colocadas em uma solucao de lise previamente preparada (2,5 M NaCl, 100
mM EDTA, 10mM Tris, 10% DMSO, pH 10,0) e mantidas em geladeira (=4°C) por 1 h.
Apds a lise, as laminas foram transferidas para uma cuba de eletroforese horizontal,
acondicionada dentro de em um recipiente escuro, contendo gelo. O tampao de eletroforese
(0.3 N NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13) recém preparado e gelado (4°C) foi entdo adicionado a
cuba e as laminas foram mantidas submersas neste tampao alcalino por 30 min.

As laminas foram expostas durante 20 min, a 4°C, as condig¢des de

eletroforese de 25 V (1 V.cm_l) e 300 mA. Apos a eletroforese, as laminas foram retiradas da
cuba e cobertas com tampdo de neutralizacdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 5 min. Este
procedimento foi repetido por mais duas vezes. Apds a terceira neutralizagdo, as laminas
foram colocadas para secar e depois de secas foram fixadas em etanol 100%, por 10 minutos.

Para a andlise, as laminas foram coradas com 40 pL. de brometo de etideo

(20 mg.mL_l), cobertas com laminula e analisadas em um microscopio de fluorescéncia no
aumento de 1000X, equipado com um filtro de excitagdo de 515-560 nm e um filtro de
barreira de 590 nm. Todas as laminas foram codificadas e analisadas em teste cego por uma
mesma pessoa. Apds preparadas, as laminas foram analisadas dentro de um periodo méximo
de 30 dias. Foram examinadas 100 células por animal. Para cada célula analisada os danos do
DNA foram classificados em quatro classes: 0 = sem dano visivel; 1 = dano minimo; 2 = dano
médio; 3 = dano maximo. Assim, cada uma das células analisadas foi classificada de 0 (dano
minimo) a 3 (dano maximo).

Para o calculo do escore de dano, o numero de células em cada classe (1, 2
ou 3) foi multiplicado pelo valor de cada classe e o escore foi calculado pela formula: (0xA) +
(1xB) + (2xC) + (3xD), em que: A, B, C e D correspondem ao numero de células em cada
uma das classes. Assim, o escore total para as células analisadas pode variar de 0 (dano
minimo = nenhuma célula danificada) a 300 (dano maximo = todas as células apresentam
dano de classe 3). Também foi calculado para cada animal o numero de nucleodides

danificados, que corresponde a soma das células com danos (classes 1, 2 e 3).
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2.5 TESTE DO MICRONUCLEO (M) E OCORRENCIA DE ALTERACOES ERITROCITICAS NUCLEARES
(AEs)

O teste do micronucleo foi realizado de acordo com [62] Para 0 MN e AENs
foram feitos esfregacos com 5 pL. de sangue coletados de cada individuo, e duas laminas por
individuo. Apos secar por 24 h em temperatura ambiente, protegidas de luz, as 1aminas foram
fixadas com metanol 100%, durante 10 min, e coradas por 20 min com Giemsa 5%. As
laminas foram entdo lavadas com 4gua destilada, secas e preparadas para uso permanente. As
analises dos MN e AENs foram realizadas em microscépio de luz, usando a objetiva de 100
vezes; foram analisadas 3000 células por animal. Para ser considerado um microntcleo, as
caracteristicas observadas foram: 1) ser morfologicamente semelhante ao nucleo principal; 2)
ter diametro entre 1/16 até 1/3 do nucleo principal; 3) ndo ser refringente; 4) ndo estar ligado
ou conectado ao nucleo principal; 5) possuir a mesma intensidade de coloracdo do nucleo
principal, embora as vezes possa apresentar coloragdo um pouco mais intensa. A classificacao
das alteracdes eritrociticas nucleares foi baseada em [63] et al., sendo: 1) nucleo segmentado
(NS); 2) ntcleo lobulado (NL) e 3) nucleo com constri¢do ou em “forma de rim” (NR). Os
resultados referentes a ocorréncia de MN, NS, NL e NR estdo apresentados como nimero de
eritrocitos com MN ou com alteracdes, para cada 1.000 células analisadas (em %o). As
analises comparativas foram feitas separadamente para os resultados de MN e AENSs. Para a
comparac¢do da ocorréncia de AENs entre os diferentes grupos experimentais considerou-se a

soma dos eritrocitos com NS+NL+NR por animal.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nos testes do cometa, MN e AENs para o grupo
controle e experimental, em um mesmo tempo de exposicao, foram comparados entre si pelo
teste t de Student. Os resultados obtidos em cada um dos tempos experimentais (6, 24 ou 96
h) no ensaio do cometa, para sangue, branquias e figado e para os respectivos grupos controle
positivo foram comparados entre si pela analise de varidncia - critério unico (ANOVA),
seguida do teste de comparagdes multiplas SNK (Student-Newman-Keuls) quando necessario
[64]. Foram considerados significativos valores de P < 0,05. Os resultados estdo apresentados
como média + erro padrdo, e os valores de N apresentam alguma variagao em virtude de perda

de amostra ou problemas de manipulacao.
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3 RESULTADOS
3.1 PARAMETROS DA AGUA

As caracteristicas da 4agua permaneceram estaveis durante os testes de
toxicidade, considerando-se todos os periodos de exposicao. Os valores médios (£ DP) para

os grupos CN e Pb foram, temperatura (°C): 23,02 + 2,1; pH: 7,41 + 0,22; oxigénio dissolvido
-1 -1
(mg O2. L ): 7,05 £ 0,61; condutividade (uS.cm ): 63,55 + 7,3. A dureza da agua

permaneceu com valores proximos a 60 mgCaCO3.L_1 . Ao longo dos testes de toxicidade nao
houve mortalidade significativa nem nos grupos de peixes expostos ao chumbo e tampouco
nos grupos controle.

As concentragdes de chumbo foram muito semelhantes em todos os grupos
experimentais, nos diferentes periodos de exposi¢do. A média dos valores da concentracdo de

-1
chumbo total foi de 2,10 + 0,37 mg Pb.L e a concentracdo de chumbo dissolvido de 0,48 +

-1
0,04 mg Pb.LL . No grupo controle o chumbo nao foi detectado na agua.

3.2 EXPERIMENTOS IN VIVO
3.2.1 Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa realizado com as células sangiiineas revelou que os
peixes expostos ao Pb durante 96 h apresentaram um aumento significativo na média de
nucledides danificados e no escore de danos, em relagdo ao respectivo CN (Tabela 1, Figura
1).

Embora as células das branquias dos peixes expostos ao Pb durante 24 ¢ 96
h tenham apresentado um aumento significativo na média de nucledides danificados em
relagdo aos respectivos CN, um aumento significativo no escore de danos do grupo Pb em
relagdo ao seu CN ocorreu apenas apos 96 h de exposigao a este metal (Tabela 1, Figura 2).
As andlises de células do figado mostraram que apds 96 h de exposicdo ao Pb ocorreu um
aumento significativo na média de nucleodides danificados e no escore de dano em relagdo ao
respectivo CN (Tabela 1, Figura 3).

Em relacdo ao CP o ensaio do cometa revelou que em todos os tempos

experimentais as células de sangue dos peixes do CP apresentaram valores significativamente
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maiores tanto da média de nucledides danificados, quanto do escore de dano, em relagdo aos
respectivos grupos CN e Pb (Tabela 1, Figura 1). Para as células branquiais os escores de
danos obtidos para o CP também aumentaram significativamente em todos os tempos
experimentais, em relacdo aos respectivos CN (Tabela 1); entretanto, apenas no tempo de 96 h
houve aumento significativo na média de nucleodides danificados nas células das branquias do
CP em relacdo ao respectivo CN (Figura 2). Os testes realizados com as células hepaticas
mostraram que apenas apos 24 e 96 h da injecdo de ciclofosfamida houve aumento
significativo tanto da média de nucledides danificados como do escore de danos no grupo CP,

em relacdo aos respectivos CN (Tabela 1, Figura 3).

3.2.2 Ocorréncia de M e AEs

A Tabela 2 apresenta os resultados da freqiiéncia de ocorréncia de
micronucleos e das alteragdes nucleares determinadas para os eritrocitos de P. lineatus. No
tempo de 96 h houve um aumento significativo na freqiiéncia de ocorréncia de nucleo em
constri¢do nos peixes dos grupos Pb e CP em relagdo ao respectivo CN; neste tempo também
foi observado aumento significativo na ocorréncia de nicleo segmentado do CP em relagdo ao
CN. Aumento significativo na ocorréncia de nacleo lobulado sé foi observado nos peixes dos
grupos Pb e CP, em relagdo ao seu CN, no tempo de 24 h. Considerando a ocorréncia de
micronucleo, ndo foi observado um aumento significativo do mesmo em nenhum grupo nos
tempos amostrados.

Quando a ocorréncia total de AENs foi considerada observou-se aumento
significativo nos peixes do grupo Pb e CP, em relagdo ao CN, apenas no tempo de 24 h
(Figura 4). Para o tempo de 96 h observou-se uma clara tendéncia de aumento na freqiiéncia
de AENSs, tanto para os peixes do grupo Pb, quanto do grupo CP, em relagdo ao CN,
entretanto a distribui¢do dos resultados mostrou uma variagdo muito grande (EP elevado) e

possiveis diferengas significativas ndo foram detectadas.

3.3 EXPERIMENTO IN VITRO

A viabilidade celular de células sanguineas expostas ao chumbo no teste in
vitro foi de 97,3%. Os eritrocitos expostos ao Pb apresentaram aumento significativo tanto na
média de nucledides danificados quanto no escore de dano, em relagdo aos respectivos CN em

todos os tempos de exposigdo (Tabela 3, Figura 5). O escore de dano aumentou
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significativamente com o aumento do tempo de exposi¢cao ao Pb, tendo sido constatada

diferenca significativa no tempo de 6 h em relagdo ao tempo de 1 h (Figura 5).

Tabelal— Freqiliéncia relativa de nucledides observados em cada uma das classes de
cometa ¢ média de nucledides danificados em eritrocitos, células branquiais e
células de figado de P. lineatus dos grupos controle negativo (CN), chumbo
(Pb) e controle positivo (CP), apds os tempos de exposicao de 6, 24 ¢ 96 h. N=
nimero de animais analisados.

MNucledides
Classe de danos danificados
Tecido Tempo Gazpo ™ 0 1 2 3 (MIsdia = EP)
(%0} (e} (e (e} (2o
CIN ] THE.33 2367 0,00 OO 2250 =440
Gh Fi» o 67.33 32.67 0,00 Lo e Lo ] 32687 £ 5.61
CP 8 30,50 G150 T.25 0.88 GG 00 = 6 92*E
CIv 8 6750 31.88 0.30 OO 3200 x 5.65
Sangue 24h FPh 8 &1 TS 36,13 1.88 Lo e Da ] 3800 = 569
CP 8 18_ 38 T1.88 2.13 038 82 .29 = 3 Q0=
CIy 8 Tr.A3 22 B8 0,00 Lo e ] 2280425
SS5h Fi» ] 4740 49 20 3.40 L e De ] 49 G0 = 3 67T*
CP T o_BG 68. .86 20.14 1.14 O, 14 == 2 D*E
CIv 8 &0.13 390_ 38 0.50 Lo e De ] 3075 455
&h Pk =2 52.13 4613 1.75 OO 4T TS5 = 6. 76
CP 8 42 TS 52 25 3.50 OO G0 B6 = 3_83
CIv 1O 83.00 37.63 400 0,13 3330=x1.71
Branoguaa 24h P L) 53.11 40, 22 5.33 .54 4711 =6.31*=
CP =2 51.63 44 O 425 .13 48 38 = 3_88
CIv 8 TO.38 1963 0.13 OO 19.75 = 2,09
DE5h Fh ] T3.60 43 40 260 0. 20 3D 00 = 5 36%
CP T 5700 38.00 4.71 .14 45,83 = 4. 87
CIN [+ 51.67 47.83 0.50 Lo e De ] A2 00 x 274
Gh Fi» ] 42 80 5700 0.20 L L ] ST 20 == 4. 48
CP 7 53 .29 42 2oy 4.43 Lo e Da ] 46 T1 == 2 02
CI o 5978 30 89 0.33 Lo e De ] 4022 = 567
Figado 24h P 8 49,13 49 63 1.50 OO0 51.13 = 6.30
CP T 3771 53657 5.57 0,14 62_14 == 2 H59=
C 8 T3.13 2363 0,00 Lo e Da ] 23.63 = 3,05
S5h Fi» ] 39,00 57.80 400 Lo e De ] S1 B0 = 5 07
CP T 37.14 465 43 14 O 1.00 &1 43 = 5 80=

*diferenga do respectivo CN; # diferenca do respectivo Pb.
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Figura 1l — Escores de danos no DNA, obtidos pelo ensaio do cometa, para eritrocitos de P. lineatus
dos grupos controle negativo (CN), chumbo (Pb) e controle positivo (CP), ap6s os tempos
de exposi¢do de 6, 24 ¢ 96 h. As barras representam a média ¢ a linha vertical o erro
padrdo. * indica diferenca significativa em relacdo ao respectivo CN, # indica diferenca
significativa em relacdo ao Pb.
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Escore Médio
S
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Figura 2 — Escores de danos no DNA, obtidos pelo ensaio do cometa, para células de branquias de P.
lineatus dos grupos controle negativo (CN), chumbo (Pb) e controle positivo (CP), apos
os tempos de exposicao de 6, 24 ¢ 96 h. As barras representam a média e a linha vertical o
erro padrdo. * indica diferencga significativa em relagdo ao respectivo CN.
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Figura 3 — Escores de danos no DNA, obtidos pelo ensaio do cometa, para células do figado de P.
lineatus dos grupos controle negativo (CN), chumbo (Pb) e controle positivo (CP), apo6s
os tempos de exposicao de 6, 24 ¢ 96 h. As barras representam a média e a linha vertical o
erro padrdo. * indica diferencga significativa em relagdo ao respectivo CN.
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Figura 4 — Freqiiéncia de ocorréncia de alteragdes eritrociticas nucleares em P. lineatus dos grupos
controle negativo (CN), chumbo (Pb) e controle positivo (CP), apds os tempos de
exposi¢do de 6, 24 e 96 h. As barras representam a média e a linha vertical o erro padrao.
* indica diferenca significativas em relagdo ao respectivo CN.
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Tabela2 — Freqiiéncia média de ocorréncia (para cada 1000 eritrocitos analisados) de
micronicleos e das alteragdes eritrociticas nucleares nos peixes do grupo
controle negativo (CN), chumbo (Pb) e controle positivo (CP), apds 6, 24 ¢ 96 h
de exposi¢do. N=ntimero de animais analisados.

N Freqiiéncia
TR O e
- media de
Alteragbes Tempo Tratamento ) total da =
EJtE'I’E.I;EC- OC Di‘I’_Eﬂ.Cla
(%a)
CN o 0 D
Sh P 8 0 0
CP 2] 0 0
CN o 1 0.04 = 0,04
Micromicleo 24h = 9 4 0.14 = 0,06
CP 7 2 0.10 =025
CH ] 1 0.04 = 0,04
06h Ph & 2 0.11 = 0,07
CP 7 3 0.14= 0,10
CHN ] 70 0,74 =025
Sh Fb 8 12 0.50=0,11
g 2 15 0,33 =025
Mucleo em CN L 1 0.04 = 0,04
constrigio 24h Fb 9 15 0.33=0.15
CP 20 0.95=0,22
CN 8 12 0.44=0,14
06h Ph 6 27 1,50 £ 0,41*
CP 7 43 2.05=041%
CHN ] 4 0.15=0.10
Sh Fb 8 4 0.17%0,11
CP g 5 0.21=02
MNicleo CHN o 0 0
secmentado 24h Pb % 5 024 0,15
E CP 4 0.19 = 0,07
CMN 2 0 0
96h Ph 6 8 0.44 =038
CP 7 21 1.00 =0,31*
CH 5] Q 0.33=0.19
6h Pk 2] 20 0.83 =034
CP 2] 5 0.33 = 0,06
Niscl CN 9 1 0.04 = 0,04
Jobulado 24h Pb 9 18 0.71 = 0.30%
CP 7 12 0,57 =0,14*
CH 2] 3 0.11 = 0,08
26h Ph 6 6 0.33=0,17
CP 7 1 0.05 = 0,05

*diferente do respectivo CN.
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Tabela 3— Freqiiéncia relativa de nucledides (%) observados em cada uma das classes de
cometa e média de nucledides danificados em eritrocitos de P. lineatus expostos
in vitro ao chumbo (Pb) ou apenas em PBS (CN) apés 1, 3 e 6 h. N = nimero de
animais analisados.

Classe de danos N‘—l':_“lf"ﬁidﬂ
Tecido Tempo Grupo N 0 1 7 3 E;i?epiﬁdiﬂc id]? ;}
(*a) (o) (o) {%o) G =

1h CN & 69.00 3100 000 000 31,00=+7.08
Pb & 3060 6300 267 000 TO67=T737*
Sangue 3h CN 6 6450 3550 000 000 3550=1064
Pb & 17.67 7633 7.00 000 86.00=382*
&h CN 6 75.67 2433 000 000 2433+419
Pb 6 1233 6967 1633 133 87.33=302%
diferenca do respectivo CN.
120 4 Eritrocitos #
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Figura5— Escores de danos no DNA, obtidos pelo ensaio do cometa in vitro, em eritrocitos de P.
lineatus dos grupos controle negativo (CN) e experimental (Pb), ap6s os tempos de
exposi¢ao de 1, 3 e 6 h. As barras representam a média e a linha vertical o erro padrdo. *
indica diferenga significativa em relagdo ao respectivo CN e # indica a diferenga
significativa entre os grupos Pb.
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4 DISCUSSAO

No presente trabalho, os testes de toxicidade para avaliacdo do potencial

genotoxico do chumbo foram realizados utilizando-se uma concentragdo de chumbo total de

-1 -1
2,1 mg Pb. L , correspondente a 0,48 mg.LL de chumbo dissolvido. Apesar de ser uma

concentragdo que esta acima do limite determinado na legislacdo brasileira, esta quantidade de
chumbo ja foi detectada em corpos de agua localizados proximos a uma fabrica de baterias,
em Londrina, cidade localizada no sul do Brasil [11].

Em peixes, um tecido freqiientemente escolhido para se realizar o ensaio do
cometa ¢ o sangue, em virtude da facilidade de coleta e de ndo existir a necessidade de uma
etapa de isolamento das células [36]. Entretanto, diferentes tecidos podem acumular metais
pesados em diferentes graus, dependendo de suas caracteristicas bioquimicas [65]. Assim a
escolha dos tecidos para o ensaio do cometa também deve estar relacionada com a sua
capacidade de captagdo e metabolizagdo de xenobidticos. No presente trabalho a escolha das
células de branquia e de figado deve-se ao fato de as primeiras estarem em contato direto com
a dgua e, conseqiientemente, aos poluentes nela presentes, e as de figado por fazerem parte de
um importante 6rgdo de metabolizacdo [36]. Entretanto, para que se possa aplicar o teste
cometa de forma segura utilizando-se células de tecidos € necessario o uso de uma técnica de
isolamento das células que nao cause injurias no DNA das mesmas [66].

O ensaio cometa em condi¢des alcalinas [60] ¢ capaz de detectar danos na
molécula de DNA, quebras de fita dupla, sitios alcali-labeis [33] e reparagdo incompleta de
excisdes [67]. Este ensaio tem sido amplamente utilizado no campo da genética toxicologia
ambiental para o biomonitoramento de ambientes aquaticos [28, 33, 68] e como ferramenta
para medir a relagdo entre o dano na molécula de DNA e a exposicdo de organismos a
poluentes toxicos. Embora o ensaio do cometa seja um teste amplamente utilizado e adequado
para a avaliacao dos danos genotoxicos em células eucariédticas nucleadas [69], o pré-requisito
de isolamento de células para a aplicagdo desta técnica pode constituir uma limitagdo pratica
para o seu uso [68]. No presente trabalho, apesar da dificuldade metodologica imposta pelo
estudo de células de 6rgaos como branquias e figado, o teste com azul de Trypan mostrou
uma viabilidade celular maior que 80% para as células isoladas destes dois o6rgaos,
confirmando assim a eficiéncia dos procedimentos metodologicos utilizados.

Os grupos controle negativo para branquia e figado apresentaram frequéncia

de nucledides relativamente maiores que do sangue (Tabela 1), isto se deve possivelmente ao
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estresse mecanico inevitdvel durante o processo de dissociagdo celular. Os resultados do
ensaio do cometa obtidos para os peixes expostos aos testes de toxicidade in vivo mostraram
que o chumbo foi genotdxico para os trés tecidos analisados (sangue, branquia e figado),
somente no tempo de 96 h (Figuras 1, 2, 3). Entretanto, a freqliéncia de nucleodides
danificados de classe 1, foi maior do que de classe 2 e 3, nos trés tecidos analisados,
indicando que a maior parte dos danos genotdxicos promovidos pelo chumbo ¢é passivel de
reparo (Tabela 1).

A ocorréncia de quebras na molécula do DNA somente apds 96 h de
exposicdo ao chumbo pode estar relacionada com as defesas dos organismos. Uma das
defesas mais conhecidas contra os efeitos dos metais sdo as metalotioneinas (MT). Estas
proteinas citosdlicas, de baixo peso molecular (6 a 7 kDa) tem a capacidade de se ligar a
varios cations metalicos devido a uma grande quantidade de residuos de cisteina [70]. Assim,
as MT desempenham uma importante fun¢do na detoxificacdo de metais pesados. Entretanto,
se a quantidade de metal suplantar a capacidade de neutralizacdo das MT de se ligar a estes
metais, vai ocorrer um aumento de metal se ligando a outros compostos intracelulares [71].

A via de entrada do chumbo nas células ainda ndo ¢ bem conhecida. [72] et

+2
al. trabalhando com teledsteos dulcicolas, mostraram que o Pb compete com o Ca pelos

canais de calcio no dominio apical das células branquiais e que, portanto, estes canais seriam
a via, ou uma das vias de entrada do Pb para dentro do peixe. Uma vez atravessadas as
branquias, o Pb poderia atingir a circulagdo sistémica e entrar nas células pelos mesmos
mecanismos de transporte de calcio [73]. No interior das células o chumbo, assim como
outros metais, pode se ligar as MT, neutralizando a capacidade do metal de exercer seus
efeitos toxicos [74]. No presente trabalho pode-se supor que nos tempos de 6 e 24 h haveria
MT suficiente para se ligar ao Pb que ja tivesse entrado no organismo; entretanto, a partir de
96 h a quantidade de Pb incorporada pelo peixe talvez ja tenha excedido a capacidade de
neutralizagdo da MT. Entre 6 e 24 h o préprio metal pode ter ativado a expressao de MT.
Segundo [75] o seqiiestro de metais pela MT nao ¢ um sistema estatico € um aumento na taxa
de sintese da MT pode ser determinado pelo aumento nos niveis de metais no organismo. A
super exposicdo a metais pesados pode levar a superprodugcdo de MT [76-78]. Assim, o
aumento do tempo de exposicao do animal ao chumbo pode ter aumentado a sintese de MT,
mas no tempo de 96 h esse aumento de MT ndo deve ter sido o suficiente para diminuir o

acumulo de chumbo dentro da célula. [66] et al. observaram um aumento de acumulo de
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chumbo em branquia e figado de Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris) apds a exposi¢ao por

-1
72 h a uma concentragao de 0,1mg de chumbo.L .

E como o Pb estaria exercendo seu efeito genotoxico apos 96 h de
exposi¢do? E sabido que a elevagio da concentragio de fons metalicos nas células pode
aumentar a concentragdo do metal em determinados compartimentos celulares que sao
freqiientemente sitios de toxicidade [74]. Por exemplo, os metais podem atuar na membrana
da mitocondria, se ligando a enzimas e proteinas da cadeia respiratoria e interferindo no
processo de respiragdo celular e causando danos oxidativos, através da formagao de espécies
reativas de oxigénio (EROs). As EROs podem agir na membrana plasmatica, causando
peroxidacdo lipidica, ou diretamente na molécula de DNA, causando danos [79].

O actimulo de metal causa um grande aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROs), como peroxido de hidrogénio, radical superdxido e radical hidroxil, que
levam ao estresse oxidativo em peixe [80, 81, 82]. Embora os organismos possuam um
sistema de defesa antioxidante para proteger os tecidos contra lesdes oxidativas, se a
velocidade de produg¢dao de EROS exceder a capacidade dos mecanismos de defesa, pode
ocorrer lesdo nas células e no DNA [83], induzindo danos em suas bases, causando quebras na
fita de DNA [84]. [85] confirmam a possivel producdo de espécies reativas de oxigénio pelo
chumbo induzindo toxicidade. Outro estudo realizado por [86] mostrou que metais como o
cobre, cromo e vanadio levam a produgao de espécies reativas de oxigénio.

Durante o estresse oxidativo as espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas
pelas células promovem oxidagdo de lipidios e proteinas de membranas, bem como no DNA

[21]. Estes autores sugerem que o chumbo tem o potencial de induzir estresse oxidativo e

danos no DNA em concentracdes muito baixas (0,2mg Pb.L-l). A toxicidade do chumbo
também foi associada com estresse oxidativo por [19] et al. [87] et al. também encontraram
danos na molécula de DNA de células de hepatopancreas de Misgurnus anguillicaudatus, um
peixe da familia Cipriniforme. Além de alguns trabalhos realizados com peixes, [88] et al.
também observaram a genotoxicidade do chumbo, utilizando o ensaio do cometa, em ratos.
Outra possivel acdo prejudicial do Pb poderia acontecer quando o metal interage com os
processos de reparo do DNA [84].

O teste do micronucleo com peixes tem se mostrado uma técnica
experimental 1til para a avaliagdo da genotoxicidade e com potencial para o monitoramento
da qualidade da agua [43, 47-48]. Este teste ¢ baseado em fragmentos cromossomicos

resultantes de danos na molécula de DNA ou de cromossomos inteiros que ndo sao
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reincorporados nos nucleos das células filhas e sdo transformados em pequenos nucleos ou
micronucleos [41, 45]. Para a detec¢ao destes MNs € necessario que a populacao de células
passe por pelo menos um ciclo celular [40]. Os micronucleos podem ser gerados por agentes
clastogénicos, que sdo aqueles que quebram cromossomos, ou aneugénicos, aqueles que
induzem aneuploidia ou segregagdo cromossomica anormal [89]. Neste trabalho ndo foi
observado aumento na ocorréncia de microntcleos nos trés tempos experimentais, indicando
que o chumbo, na concentracao utilizada, ndo produziu efeitos clastogénicos ou aneugénicos
para a espécie P. lineatus.

De acordo com a literatura, os eritrocitos micronucleados em peixes
ocorrem de 1 a 5 dias apOs a exposicao a agentes aneugénicos ou clastogénicos [40]. Assim,
ndo era esperado o aparecimento de micronucleo nas primeiras 6 h de exposicdo ao Pb.
Entretanto, se o Pb tivesse efeito aneugénico e/ ou clastogénico, a partir do tempo de 24 h e

principalmente apds 96 h ja era esperado que aparecessem eritrécitos MN, mas isso ndo

-1
ocorreu. Em um trabalho realizado com carpas, Cyprinus carpio expostas a 2,0 mg. L de

mercurio, durante 90 dias, também nao foi verificado aumento significativo na freqiiéncia de
micronucleo [49]. Inducdo de ocorréncia de eritrocitos com micronicleos também nao foi
observada para outros compostos quimicos. [90] et al. também ndo encontraram aumento de
MN em hemacias de P. lineatus expostos a uma concentracdo subletal do herbicida
Roundup® por 96 h. Estes exemplos também podem ilustrar uma baixa sensibilidade do teste
do micronucleo para peixes, que por sua vez poderia estar relacionada a freqiiéncia de
ocorréncia muito reduzida de células micronucleadas em peixes [63]. Em fung¢do disto,
atualmente a ocorréncia de outros tipos de AENs tem sido muito utilizada como uma
ferramenta para quantificar alteragdes nucleares.

As anormalidades eritrociticas nucleares (AENs) foram descritas
primeiramente por [63] et al. e as anormalidades foram classificadas em: ntcleo lobulado,
nicleo segmentado e nucleo em constricdo. Os mecanismos de formagdo destas
anormalidades nucleares ainda nao sdo totalmente compreendidos [91]. Estas alteracdes da
morfologia nuclear j& foram consideradas de origem genotoxica por alguns autores [48, 91-
95]. Os resultados obtidos a partir da analise das AENs nos eritrocitos dos peixes expostos ao
Pb mostraram um aumento significativo para o tempo de 24 h, e uma clara tendéncia de
aumento apos 96 h, em relacdo ao grupo controle negativo. O aparecimento dessas

anormalidades pode estar relacionado com o processo de apoptose na célula [96]. [97] et al.,
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ja observaram um aumento na freqiiéncia de anormalidades nucleares em tildpias,
Oreochromis niloticus, coletadas em locais contaminados com cromo.

A ciclofosfamida (CF) é comprovadamente um agente alquilante indireto,
amplamente utilizado em muitos sistemas-teste [98]. No presente estudo os resultados do
ensaio do cometa mostraram um aumento significativo no escore de danos, nos tecidos dos
peixes injetados com CF, nos trés tempos experimentais, exceto no figado no tempo de
exposicao de 6 h. [90] et al. também observaram um aumento significativo de danos no DNA,
pelo teste do cometa, em P. lineatus injetados com CF. Entretanto, considerando-se apenas o
total de nucleodides danificados, a eficiéncia do controle positivo variou de acordo com o
orgdo estudado, mostrando que a CF se apresentou como um bom controle positivo para o
sangue, mas nao tao eficiente para as branquias e figado.

A ciclofosfamida também ¢ freqiientemente utilizada como controle positivo
em teste de micronucleo devido ao seu potencial clastogénico [50, 94, 99-102]. [103]
observaram aumento significativo na ocorréncia de MN em eritrocitos da truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss, ap6s administracdo intraperitoneal de ciclofosfamida. Entretanto, no
nosso trabalho nao foi verificado o aumento da freqiiéncia de MN nos eritrécitos dos peixes
do CP, em nenhum tempo experimental. Este resultado corrobora com o encontrado por [91]
quando analisaram células de rim cefalico de Phoxinus phoxinus injetados
intraperitonealmente com CF. Por outro lado, os resultados da ocorréncia de AENs apds a
aplicacdo de CF mostrou um aumento significativo apds 24 h, e uma tendéncia ao aumento
apos 96 h de exposicdo. Outros trabalhos também ja mostraram um aumento na freqii€ncia de
ocorréncia de AENs em células de peixes expostos a ciclofosfamida, colchicina e mitomicina
C[91; 103].

Os resultados do ensaio do cometa, realizados com eritrocitos expostos in
vitro ao chumbo, confirmaram o efeito genotéoxico do chumbo desde a primeira hora de
exposi¢ao, € mostraram que os danos no DNA aumentaram com o aumento do tempo de
exposicdo. A freqiiéncia de nucledides danificados de classe 2 no tempo de 6 h foi bastante
expressiva em relacdo ao de 1 e 3 h, além disso, também apresentou danos de classe 3, que
ndo foi observado nos tempos de 1 e 3 h (Tabela 3). Neste caso a entrada de metal na célula
deve gerar EROs, que vao agir diretamente na molécula de DNA. Tem sido mostrado também
que as EROs podem promover a desestabilizacio da membrana dos lisossomos, que se
rompem, liberando uma grande quantidade de endonucleases que irdo agir na molécula de

DNA causando quebras [21].
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Concluindo, podemos afirmar que tanto nos testes in vivo quanto in vitro, o
chumbo se mostrou genotoxico para o P. lineatus, promovendo fragmentacdo do DNA. O
efeito genotoxico do metal deve ser indireto, provavelmente decorrente da acdo de espécies
reativas de oxigénio sobre o DNA. A ocorréncia de alteragdes eritrociticas nucleares também
reforca a idéia da toxicidade do chumbo estar sendo exercida pela producdo de EROS, que
também podem ser responsaveis pelo processo de apoptose nos eritrocitos. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para confirmar se as lesdes no DNA provocadas pelo chumbo tém de

fato origem oxidativa.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados dos testes de toxicidade in vivo realizados com Prochilodus

-1
lineatus expostos ao chumbo (0,48 mg Pb dissolvido.L ), assim como os resultados obtidos

com os eritrocitos deste peixe expostos a mesma concentracdo de chumbo em testes in vitro,
mostraram que este metal promove danos no DNA de células de sangue, branquias e figado.
A maior parte destes danos ¢ passivel de reparo, como indicado pelo predominio de danos de
classe 1, no teste do cometa. Apesar de sua genotoxicidade, o chumbo nao produziu efeitos
aneugénicos ou clastogénicos nos eritrocitos dos peixes, como indicado pela baixa presenca
de micronucleos. Entretanto, a ocorréncia de outras anormalidades nucleares, como nucleos
segmentados, lobulados ou em forma de rim, reforca a toxicidade deste metal para as

hemacias de P. lineatus.
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