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RESUMO

As técnicas de RAPD, cometa e micronucleo (MN) foram empregadas para
avaliar o possivel efeito genotoxico do metal aluminio em meio acido (pH=5,0)
para a espécie de peixe neotropical Prochilodus lineatus. Os animais foram
submetidos a exposi¢cdes agudas (6h, 24h e 96h) e sub-crbnica (15d), dos
seguintes tratamentos: 0,1 mg Al dissolvido.L™ em pH 5 (Al+Ac); 4gua com pH
5 (Ac); agua com pH neutro (controle-negativo = CN) e, um controle-positivo
submetido & uma dose de ciclofosfamida de 0,04 mg.g™ e amostrado apés 24h
(CP). Antes dos experimentos os peixes foram marcados e tiveram a nadadeira
adiposa retirada para comparacao dos perfis de RAPD pré e p0s-exposicao.
ApOs as exposicgdes, as branquias e o figado foram removidos para as analises
de RAPD. Para os testes do cometa e MN, foi retirado sangue dos animais pela
veia caudal. As andlises de RAPD revelaram diferencas nos perfis de RAPD
pré (nadadeira) e pds-exposicdo (branquia e figado) em 14 bandas nos tempos
de (6h, 24h, 15d e CP); tais alteracdes observadas podem ser decorrentes de
mutacdes nos sitios de ligacdo dos primers ou de insercdes/delecdes no DNA.
O ensaio do cometa indicou aumentos significativos no nimero de nucledides
danificados e nos indices de dano celular (escore médio) entre os seguintes
tratamentos: 6h (Al+Ac x CN), 24h (Ac x CN; Ac x Al+Ac); e no controle-positivo
(24h) quando comparado aos demais tratamentos, para todos 0s tempos
experimentais. Em nenhum dos tratamentos realizados foi observado aumento
na frequéncia de MN, que mantiveram niveis basais préximos a zero nos
animais estudados. Assim, as trés metodologias revelaram que, nas condi¢des
experimentais empregadas (0,1 mg Al dissolvido.L™, pH &cido), o metal Al teve
um baixo efeito genotoxico para P. lineatus. Destaca-se ainda que a técnica de
RAPD revelou-se sensivel na deteccao de alteracdes sofridas pelo DNA, ainda
que estas sejam em pequeno numero, mostrando-se uma técnica promissora
para estudos de genotoxicidade.

Palavras-chave: aluminio, genotoxicidade, RAPD, ensaio do cometa,
micronucleo, Prochilodus lineatus
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ABSTRACT

RAPD, comet and micronucleus (MN) assays were used to evaluate the
potential genotoxic effects of aluminum in acid water (pH 5) on the neotropical
fish Prochilodus lineatus. Fish were submitted to acute (6h, 24h and 96h) and
sub-chronic (15d) exposure of the following treatments: 0.1 mg of dissolved
ALY + pH 5 (Al+Ac); pH 5 (Ac); neutral pH (negative-control: NC) and a
positive-control (PC). Fish injected with cyclophosphamide at a single dose of
0.04mg.g™" and sampled after 24h were used as positive controls. Before the
start of the toxicity tests fish were marked individually and had their fin removed
for comparisons of RAPD profiles before and after fish exposure. After
treatments both fish gills and liver were used in RAPD analysis. For comet and
MN assays peripheral blood were collected from the caudal vein. RAPD
analysis revealed differences in RADP profiles pre (fins) and post exposure
(gills and liver) in 14 bands after 6h, 24h and 15 days of Al+Ac and Ac exposure
and also in PC. Such alterations might be related to mutations in sites of
primers annealing or DNA insertions/deletions. Comet assay showed significant
increases in the number of damaged nucleoids and damage score (mean
score) between the following treatments: 6h (Al+Ac x CN); 24h (Ac x CN; Ac X
Al+Ac) and positive control in relation to all other treatments in all exposure
periods. Increases in MN frequency were not observed in any treatment and
MN frequencies were kept in basal levels, close to zero, in all animals. Thus,
the three methods here applied indicated that in the experimental conditions
used (0.1 mg of dissolved Al.L™) aluminum presented a low genotoxic effect to
P. lineatus. These results further indicated that RAPD analysis are suitable for
the detection of DNA alterations, even if these alterations occur in low number,
and represent a promising tool for genotoxic studies.

Key-words: aluminium, genotoxicity, RAPD, comet assay, micronucleus,
Prochilodus lineatus.
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1. Introducéo

Como consequéncia do crescimento da populacdo humana e do
desenvolvimento industrial, a producdo, consumo e descarte de produtos
quimicos de origem antrépica continua a aumentar. O ambiente aquatico é
muitas vezes o receptor final desta escala crescente dos contaminantes
antropicos, uma grande proporcdo dos quais sendo potencialmente genotoxica
e carcinogénica (JHA, 2004).

A poluicdo de ambientes aquaticos € um problema sério e crescente em
todo o mundo. Apesar de existir uma legislacdo de conduta a respeito deste
problema em varios paises, a poluicdo aquatica por produtos quimicos toxicos
ainda ocorre. Organismos aquaticos, como peixes e moluscos, acumulam
poluentes diretamente a partir da dgua contaminada e indiretamente por meio
da ingestdo de organismos contaminados (VAN DER OOST et al., 2003).

Existem centenas, talvez milhares de poluentes que afetam o ambiente
aguatico e cujos efeitos sdo preocupantes. Este niumero cresce anualmente,
considerando que novos compostos e formulagbes sdo sintetizados
(MARTINEZ; COLUS, 2002).

Dentre os agentes contaminantes dos ecossistemas aquaticos incluem-
se diversos metais, tais como cobre, zinco, cadmio, chumbo e aluminio (Al), de
efeito reconhecidamente genotoxico sobre a biota aquatica (SANCHEZ-GALAN
et al., 1999; MARTINEZ; COLUS, 2002; CESTARI et al., 2004; MATSUMOTO
et al., 2006). Do conjunto de metais que atingem continuamente 0S corpos
d’agua, o aluminio € mencionado como um dos elementos de maior toxicidade

em ambientes impactados.
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Embora haja na literatura diversos trabalhos que abordem danos
causados por metais como cobre, zinco, chumbo, magnésio e aluminio em
ambientes aquaticos em regides temperadas (EXLEY et al., 1996; POLEO et
al., 1997; ALSTAD et al., 2005), ainda sao escassas as informacdes sobre
estes metais em ecossistemas aquaticos na regido tropical. Outro aspecto
importante referente a acdo de metais em organismos aquaticos relaciona-se
ao fato de que muitos destes se tornam mais facilmente biodisponiveis em
ambientes com pH acido, especialmente em pH inferior a 6,0 (BAKER;
SHOFIELD, 1982; STRIPP; TROMBETTA, 1994;). Particularmente, no caso do
aluminio, estudos apontam para uma maior disponibilidade e toxicidade deste
metal em locais de maior acidez (SPRY; WIENER, 1991; STRIPP;
TROMBETTA, 1994). Grande parte dos estudos envolvendo o aluminio
investiga os efeitos deste metal sobre aspectos morfologicos, fisiologicos e
bioquimicos de organismos aquaticos (KARLSSON-NORRGREN et al., 1986
apud SRTIPP; TROMBETTA, 1994; STRIPP; TROMBETTA, 1994;
BARCAROLLI; MARTINEZ, 2004). Contudo, até o presente, S80 poucos 0S
relatos sobre o0s possiveis efeitos genotdéxicos do aluminio sobre tais
organismos, especialmente em ecossistemas aquaticos tropicais.

Estudos de organismos aquaticos sdo de suma importancia, pois, por
estarem em intimo contato com o0 meio em que vivem estes podem servir para
a analise das condi¢cdes do ambiente partindo-se de dados a respeito das
condicbes de tais organismos. Para isso pode-se utilizar ferramentas
chamadas biomarcadores, que podem ser definidos como altera¢des biologicas

que podem estar relacionadas a exposicdo ou aos efeitos toxicos de
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compostos quimicos do ambiente (PEAKALL, 1992). Uma destas classes de

biomarcadores inclui danos ao DNA como indicador de genotoxicidade.

Entre os diversos organismos que habitam os ambientes aquaticos, 0s
peixes tém se mostrado muito adequados em estudos voltados para as
analises de tais ambientes. Os efeitos dos contaminantes em peixes podem se
manifestar em varios niveis de organizacdo biolégica: molecular/bioquimico,
genético, celular, fisiolégico, morfoldgico, assim como ao nivel da populacéo,
comunidade e ecossistema (ADAMS et al., 1990).

Nos bioensaios genéticos, 0 alvo toxicoldgico € o DNA, que existe em
todas as formas celulares vivas. Assim pode-se extrapolar que compostos
reativos com o DNA em uma determinada espécie tém o potencial de produzir
efeitos semelhantes em outras espécies (MARTINEZ; COLUS, 2002).

Ecossistemas resultam da interacdo entre seres vivos e a matéria inerte
onde 0s seres vivos se aclimatam e adaptam a mudancas ambientais. Estes
processos sdo fisiologicos e possuem uma base genética, por iSSO 0
entendimento de mudancas no nivel genético (DNA) poderia ajudar a explicar
mudancas mais complexas no nivel de ecossistemas (SHUGART,;
THEODORAKIS, 1996).

Nos ultimos anos, a técnica de RAPD tem sido utilizada com sucesso
para monitorar a presenca de efeitos no DNA, incluindo danos ao DNA e
potenciais muta¢des induzidos por diversos agentes genotoxicos (ATIENZAR,
2002b). Outras duas metodologias amplamente empregadas para avaliacdes
genotoxicas e mutagénicas sdo o Ensaio do Cometa (SCGE, single cell gel

electrophoresis) e o Teste do Micronucleo (MN), respectivamente.
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Assim, considerando a escassez de estudos que avaliem danos no DNA
causados pelo aluminio em peixes neotropicais, bem como a acao deste metal
em meios mais acidos, pretende-se com o este estudo obter informac¢des que
ajudem a preencher esta lacuna na literatura. Para tanto, no presente trabalho,
as técnicas de RAPD, ensaio do cometa e teste do micronucleo foram
empregadas para avaliar o possivel efeito do aluminio (Al) em peixes
neotropicais da espécie Prochilodus lineatus, expostos a este metal em

condicdes de acidez (pH = 5,0).
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2. Revisdo Bibliografica

2.1 Testes de toxicidade em peixes

Estudos ambientais tém mostrado o efeito danoso da introducédo de
substancias resultantes de processos antropogénicos no ambiente natural,
sejam oriundos de efluentes urbanos, industriais ou da agricultura; em
decorréncia deste fato, diversos tipos de ensaios genotdxicos tem sido
conduzidos em ambientes aquaticos sob estresse antropogénico (LEMOS;
TERRA, 2003).

Os efeitos de poluentes ambientais nos organismos podem ser
monitorados de diversas maneiras em diferentes niveis. No caso de compostos
quimicos genotoxicos, os efeitos no DNA podem ser monitorados usando-se
varios ensaios como biomarcadores capazes de detectar alteraces fenotipicas
como resultado de mutacdo, anormalidades cromossémicas, sintese de DNA
ndo programada, aductos de DNA e quebras no DNA. Técnicas de biologia
molecular, tais como DNA fingerprinting e amplificacdo por PCR (Reacdo da
Polimerase em Cadeia) podem revelar diferencas nos marcadores de DNA dos
individuos de areas controle e de areas poluidas (MARTINEZ; COLUS, 2002)

A principal caracteristica dos ecossistemas, como por exemplo os
aguaticos, é a complexa interacdo entre fatores fisicos, quimicos e bioldgicos,
motivo pelo qual se torna necessario conhecer o relacionamento entre 0s
componentes do sistema para compreender sua resposta a uma substancia

xenobidtica (LEMOS; TERRA, 2003).
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Determinar a exposicdo de espécies no ambiente aquatico a agentes
genotoxicos é complicado. Existem multiplos poluentes em potencial,
normalmente encontrados em misturas complexas (MITCHELMORE;
CHIPMAN, 1998).

Muitas sdo as variaveis que podem influenciar no contexto aquatico e
em suas reacfes com as substancias xenobioticas. Variaveis ambientais como
o potencial hidrogeniénico (pH), oxigénio dissolvido (OD), temperatura da agua
e do ar, transparéncia, turbidez, salinidade e presenca de matéria organica,
podem interferir nas reacdes dos agentes toxicos com o componente bidtico e
abidtico, influenciando na toxicidez dos compostos quimicos. Um dos principais
efeitos de baixos valores de pH € o0 aumento na dissolucédo de ions metélicos
de sua concentracdo na coluna d’agua. A matéria organica, que ocorre nas
aguas naturais, pode interagir com 0s agentes quimicos xenobiontes,
influenciando na disponibilidade de produtos toxicos para a coluna d’agua
como ocorre com 0s metais. Por estes motivos os estudos de genotoxicidade
ambiental devem considerar e integrar todas estas variaveis (LEMOS; TERRA,
2003).

Uma gama de organismos podem ser usados em avaliacbes de
toxicidade, entre 0s quais se incluem os peixes. Entre as vantagens na
utilizacdo de peixes como organismos-testes estdo a facilidade com que eles
podem ser mantidos em laboratério e expostos a produtos quimicos, e as
semelhancas de suas respostas a esses produtos a outros vertebrados
superiores, podendo, deste modo, ser usados para projetar a acdo desses
agentes potencialmente teratogénicos e mutagénicos ao homem. Os peixes

sao utilizados, principalmente, para a determinacdo da distribuicdo e dos
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efeitos tdéxicos de produtos quimicos na contaminacdo do ambiente aquatico.
Despejos de esgotos de industrias e de areas urbanas sao responsaveis pela
alta contaminacédo deste tipo de ambiente (AL-SABTI; METCALFE, 1995).

O uso de espécies nativas para estudos do potencial mutagénico de
compostos quimicos em peixes € muito importante, pois, além de serem
espécies de interesse ecologico, também podem ser fonte de proteina para o
homem. Ressalte-se que no Brasil ainda s8o escassas as pesquisas que
utilizam peixes nativos para avaliar efeitos genotoxicos de poluentes aquaticos
(na natureza ou em laboratério) (MARTINEZ; COLUS, 2002).

Para se conhecer o significado dos agentes toxicos € necessario avaliar
a sua biodisponibilidade através de bioensaios (LEMOS; TERRA, 2003). As
respostas de animais a diferentes poluentes em testes de laboratorio sdo muito
importantes para a comparacdo com o0s dados obtidos na natureza
(MARTINEZ; COLUS, 2002).

Apesar de os métodos utilizados pela genética toxicoldgica na avaliacédo
dos efeitos genotoxicos de agentes quimicos em ecossistemas aquaticos
estarem aperfeicoados, normalmente nenhum teste genético, por si so,
consegue dar todas as respostas (MARTINEZ; COLUS, 2002).

As técnicas empregadas no presente estudo ja tiveram sua eficacia
comprovada (tanto para estudos de campo, como para estudos de laboratério)
em diversos trabalhos que recomendam sua utilizacdo nestes tipo de pesquisa
(ATIENZAR et al., 2002a; ATIENZAR et al., 2002b; RODRIGUEZ-CEA et al.,
2003; CESTARI et al., 2006; ENAN, 2006; LANKOFF et al., 2006;

MATSUMOTO et al., 2006; UDROIU, 2006).
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2.2 Metais

Atualmente diversos trabalhos relatam a presenca de poluicdo por
metais nos corpos d’agua (YABE; OLIVEIRA, 1998). Dentre os elementos
metalicos existentes na natureza os metais pesados constituem um grupo nos
quais as massas atbmicas sao superiores a 40 e sdo caracterizados por uma
distribuicao eletrbnica similar na sua camada externa. Em ambientes aquaticos,
0S metais pesados que causam as maiores preocupacdes sao cobre, zinco,
cadmio, mercurio e chumbo. Outros elementos que chamam atencédo sé&o
aluminio, cromo, prata, arsénico e antiménio, os quais tém contribuido para
sérios problemas em ecossistemas de agua doce, estuarinos e costeiros
(RAND et al., 1995).

O aluminio é um metal leve de numero atbmico 13 e massa atdomica 27,
(KANNETH, 2007). E o elemento metalico mais abundante da crosta terrestre,
contabilizando aproximadamente 8% da constituicdo desta, e o terceiro
elemento mais abundante, depois do oxigénio e silicio. O aluminio esta
complexado em rochas e minerais, onde os aluminiosilicatos e feldspatos
predominam. No entanto, a concentracdo de aluminio na agua doce é
notavelmente baixa, fazendo deste metal um elemento praticamente excluido
da biologia aquatica (POLEO, 1995).

A introducdo de metais nos sistemas aquaticos ocorre naturalmente
através de processos geoquimicos e do intemperismo, enquanto a contribuicdo
atribuida a atividade humana € um reflexo de sua ampla utilizacdo pela
industria (YABE; OLIVEIRA, 1998). Estes mesmos autores, em um estudo

realizado em um ribeirdo urbano, encontraram concentracdes elevadas de
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varios metais, entre eles o aluminio que apareceu em uma concentracao total
de 0,46 mg.L™.

Como destacado anteriormente, o aluminio € reconhecido como um dos
elementos de maior toxicidade em corpos de agua impactados e
acentuadamente téxico para os peixes (POLEO, 1995). Essa toxicidade esta
relacionada com uma série de fatores, como a temperatura, a dureza da agua e
a propria forma do aluminio no meio (livre, ligado ou quelado). Embora esses
fatores contribuam para o aumento da toxicidade do aluminio, considera-se que
o valor do pH da agua tenha maior relevancia, pois o aluminio apresenta
grande solubilidade em baixos niveis de pH (GIL et al.,, 1993). Tem sido
constatado que mondmeros de ions hidroxi sdo primariamente responsaveis
pela toxicidade aquatica do aluminio (WAUER, 2004).

Em um trabalho realizado por Lankoff et al. (2006) com linfécitos
humanos, o aluminio revelou-se como um agente com propriedades citotoxicas
e genotoxicas, além de um indutor de danos oxidativos ao DNA. Neste mesmo
trabalho verificou-se que a exposi¢cdo ao aluminio pode causar um atraso no
ciclo celular. Também foi detectado que o aluminio inibe o reparo de danos ao
DNA induzidos por radiacao.

Poléo et al. (1997), em um trabalho realizado com sete espécies de
peixes de agua doce, confirma o resultado obtido em pesquisas anteriores nas
quais o aluminio mostrou-se toxico para espécies de peixes de agua doce em
testes agudos, bem como o principal agente toxico causador da morte de
peixes em aguas acidas. Neste estudo, este autor constata uma mortalidade

maior para os peixes submetidos a condicdo de pH acido e agua rica em
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aluminio, do que para os peixes submetidos ao pH acido, porém em agua com
baixa concentracdo em aluminio, ou para o grupo controle.

Estudos de mutagenicidade com espécies nativas de peixes sao
importantes na determinacéo dos efeitos potenciais de agentes toxicos sobre a
ictiofauna (MATSUMOTO; COLUS, 2000). Apesar disto, no Brasil, ainda s&o
poucas as espécies nativas de peixes que tém sido usadas em testes de
toxicidade aguda e cronica. Em um trabalho recente realizado com uma
espécie de peixe neotropical, Cestari et al. (2004) ao investigar os efeitos de
metais pesados sob o DNA dos individuos, sugerem que 0s danos genéticos
observados ilustram a necessidade de investigar o efeito potencial de metais
pesados em espécies de peixes da América do Sul.

Em um outro trabalho realizado em um lago urbano no municipio de
Londrina, Lemos et al. (2005) sugerem que o0s metais chumbo e aluminio,
encontrados no lago em concentracdes elevadas, seriam possiveis agentes
responsaveis pelos danos no DNA detectados pelo teste do cometa. De acordo
com a resolucio CONAMA 357 (2005) a quantidade limite de aluminio
dissolvido permitida para rios e lagos é de 0,1 mg.L™.

Diferentes mecanismos de toxicidade aguda para o aluminio tém sido
descritos por diversos autores:

e Precipitacdo do Al (OH); na superficie branquial, agindo como uma
barreira para a troca gasosa e pode causar asfixia em peixes expostos.
(BAKER; SCHOFIELD, 1982).

e Exley et al. (1991) propuseram o mecanismo bipartido: primeiramente os
fons Al(H,0)6%" ligam-se na superficie branquial, prejudicando as

propriedades de barreira do epitélio branquial. O qual permite a



25

internalizacao celular na matriz de muco que reveste o epitélio branquia.
A subsequente disfuncdo ibnica e osmorregulatéria resultam em uma
necrose celular acelerada, degradacdo e morte das células.

e Sob certas condicbes (pH acima de 5 ou apés um aumento no pH)
durante polimerizacdo do aluminio os sitios carregados negativamente
nas branquias podem agir como ndcleos de polimerizacdo deste metal.
O efeito primério foi a obstrucdo de regides da branquia seguida pela
reducdo do fluxo de agua entre as superficies respiratérias, e um
aumento na espessura da barreira de difusdo de gases e ions. Como
consequéncia tem-se um aumento na ventilagdo e no transporte ativo,
neutralizando a perda de ions, por fim, levando a hipoxia (POLEO, 1995)

e Contrario ao item anterior, a toxicidade do aluminio foi constatada ser
mais aguda no pH 6,5, e nem sempre associada com o aluminio
precipitado na superficie branquial, e sim com a forca de ligacdo do
aluminio como sendo o fator determinante. Estes resultados sustentam a
hipétese do mecanismo de toxicidade no qual pequenos polimeros
neutros de hidroxido de aluminio atravessam a camada de muco na

superficie branquial e induzem a uma asfixia fatal (EXLEY et al., 1996).

2.3 Genotoxicidade

Genética toxicologica é a area da ciéncia na qual a interacdo entre o

DNA e os agentes danosos a esta molécula é estudada em relacéo aos efeitos

subsequentes na saude dos organismos (SHUGART, 1995).



26

Assim, agentes que produzem alteracbes nos &cidos nucléicos em
exposicdes a concentracbes subletais, resultando em mudancas nas
caracteristicas hereditarias, ou aparecimento de novidades no DNA, sé&o
classificados como genotéxicos (SHUGART, 1995). Segundo este autor, o
termo genotoxico é geralmente usado para descrever e distinguir agentes
quimicos (e fisicos) que tém uma afinidade para uma interacdo direta com o
DNA daqueles que néo interagem.

Poluentes genotdxicos agem diretamente na estrutura e funcdo do DNA.
Atualmente, alteracdes no DNA podem ser detectadas por um grande numero
de técnicas laboratoriais. Para o0 monitoramento genotoxico, tecnologias
moleculares facilitaram o entendimento dos mecanismos envolvidos em danos
genéticos e permitem a avaliacdo de uma ampla escala dos efeitos no DNA
das espécies expostas (CASTANO; BECERRIL, 2004).

Danos ao DNA podem ocorrer como resultado do desgaste por eventos
celulares normais, tal como metabolismo e cinética das moléculas ao acaso,
interacbes com agentes fisicos como luz ultravioleta e radiacdes ionizantes, e
interacbes com agentes quimicos. Estes varios processos originam alteracdes
estruturais, as quais sao usualmente reparadas rapidamente; entretanto, neste
processo de reparo ha producao de uma populacéo transitéria de DNA com um
aumento nas quebras de filamentos e, deste modo, de um polimero de baixa
integridade. Alguns agentes quimicos exercem seu efeito via mecanismo de
radicais livres e causam quebras no DNA diretamente, enquanto que outros
agentes genotdxicos podem interferir na fidelidade do reparo de DNA ou
modificagcdes normais no DNA. Perdas espontaneas de bases da molécula de

DNA (sitios abasicos) séo lesdes frequentes que ocorrem como resultado da
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cinética quimica casual das moléculas ou decomposicdo de aductos
guimicamente instaveis. Mesmo 0 processo celular normal de replicacéo
produz DNA com quebras de filamento. Por esta razdo a qualquer momento o
nivel basal de DNA com baixa integridade (DNA com varios tipos de alteracdes
estruturais) pode existir na célula (SHUGART, 1995).

Muitos tipos de processos enzimaticos de reparo de DNA surgiram
durante o processo de evolugdo para manter a fidelidade e integridade da
informacéo genética. O DNA € a unica molécula com capacidade de se auto-
reparar. Uma caracteristica comum do reparo é a habilidade de remover e
substituir segmentos danificados do DNA. Por esta razdo se uma lesdo no DNA
induzida por um mutageno pode ser reparada antes da fixacao, pode nao haver
efeito sob DNA que sofreu dano (SHUGART, 1995).

Quando um organismo € exposto a poluicdo quimica, uma série de
eventos pode ser iniciada, 0os quais podem resultar no aparecimento de
sintomas de toxicidade. Logo apds a interacdo inicial do poluente com o
organismo, um numero de alteracbes bioquimicas e fisiolégicas ocorre, as
quais afetam primeiramente o individuo e subseqientemente a populacdo e a
comunidade como um todo (SAVVA, 2000).

Tendo em vista que a exposi¢cdo genotdxica pode atuar como uma forca
seletiva por eliminar gendtipos susceptiveis, ou reduzir o numero de
descendentes que contribuiriam para a proxima geracao, o resultado pode ser
a reducdo na variabilidade genérica total dentro de uma populacdo ou uma
mudanca na frequéncia genotipica (SHUGART; THEODORAKIS, 1996).
Consequientemente, nos ultimos anos a genotoxicidade de varios compostos

quimicos com uma abordagem ambiental tem sido alvo de muitos estudos
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(SHUGART; THEODORAKIS, 1996; CLAXTON et al.,, 1998; KLEINJANS;

SCHOOTEN, 2002; JHA, 2004).

2.4 RAPD

O RAPD (Polimorfismos de DNA Amplificado ao Acaso) é uma variacao
da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) desenvolvida
simultaneamente por Williams et al. (1990) e Welsh e McClelland (1990) com
duas caracteristicas distintivas: utiliza um primer Unico ao invés de um par de
primers e estes sdo curtos com aproximadamente 10 nucleotideos e de
sequéncia arbitraria.

A metodologia de RAPD tem sido muito utilizada em trabalhos que visam
detectar o dano de varios produtos quimicos no DNA (FERRERO et al., 1998;
ATIENZAR et al., 1998; THEODORAKIS; BICKHAM, 2004; ATIENZAR; JHA,
2004; ZHIY1l; HAOWEN, 2004; LIU et al., 2005).

De acordo com alguns autores, danos ao DNA gendmico promovem
mudancas nos sitios de anelamento dos primers, alterando o produto da PCR,
isso leva a uma mudanca no padréo de bandas na eletroforese (SAVVA, 1998;
BECERRIL et al.,, 1999; ZHIYl; HAOWEN, 2004), tornando esta técnica
molecular bastante adequada para a deteccdo da genotoxicidade de poluentes
(ATIENZAR et al., 2000). Atualmente, muitos trabalhos tém concluido que a
técnica de RAPD pode ser usada como uma valiosa ferramenta para detectar
danos no DNA, causados pelos mais diversos fatores (BECERRIL et al., 1999;

ATIENZAR et al., 2000; ZHIYl; HAOWEN, 2004).
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Novos produtos de PCR podem ser amplificados porgue alguns sitios
tornam-se acessiveis aos primers depois de mudangas estruturais, ou porque
algumas mutacdes ocorreram no genoma. A perda de um fragmento
amplificado podera se dar se algumas alteracfes estruturais ocorrerem em 70
a 90% das células, ou se algumas mutacdes surgirem na mesma porcentagem
das células (ATIENZAR, 2000 apud ENAN, 2006). Entretanto, é muito
improvavel que muta¢cdes ocorram em um grande numero de células, porque a
maioria dos danos ao DNA, os quais podem levar a mutacdes durante a
replicacdo do DNA, é eficientemente reparada (ENAN, 2006). Ainda segundo
este autor, lesbes no DNA, tais como aductos, sdo esperadas causar efeitos
danosos aos perfis de RAPD. Estas ndo somente podem causar alteracdes
estruturais, mas também podem reduzir a polimerizacdo do DNA e/ou bloquear
a Tag DNA polimerase (WHITE, 1990 apud ENAN, 2006), resultando em um
decréscimo na intensidade das bandas, ou alternativamente, no
desaparecimento de produtos de amplificacdo, em casos de danos extensivos
no DNA (DeWOLF et al., 2004).

Quando um animal é exposto a um agente genotoxico é muito provavel
que apenas algumas células sejam afetadas, além disto, mesmo nas células
afetadas, o agente poderia afetar diferentes sitios em diferentes cromossomos.
Visto que em uma amostra de DNA o DNA poderia ser originado de centenas
ou milhares de células, parece improvavel que todo o DNA seria danificado nos
mesmos sitios. Consequentemente, os resultados destes estudos mostram-se
paradoxais. Uma explicacdo muito plausivel é que isto pode ser relacionado a
cinética da PCR. Como a forca de ligacdo do primer para diferentes sitios de

ligacdo de primers é quase certamente diferente, ndo é exagerado assumir que
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sitios alterados podem ter alta afinidade pelo primer, resultando em uma
ligacdo preferencial deste aos sitios que séo, entdo, amplificados (SAVVA,
2000). Deste modo, um evento pode resultar em diferencas nos fingerprintings
mesmo naqueles casos em que o DNA alterado representa uma pequena
proporcéao do DNA total (SAVVA, 2000).

Outra explicacdo alternativa pode ser relacionada aos processos de
mutagénese e reparo, resultando em hotspots de mutacdes localizadas;
estudos indicam que as mutacbes ndo sdo, necessariamente, eventos
totalmente aleatorios (SAVVA, 2000). Assim, mudancas nos perfis de RAPD
ocorreriam somente quando hotspots de mutacbes aparecessem em um
namero minimo de células (limiar de deteccdo). Esta afirmacdo poderia
também ser aplicada a deteccédo de danos ao DNA. Por outro lado, a mudanca
de uma Unica base na sequéncia de um primer de 10 nucleotideos, na maioria
dos casos causa mudancas substanciais nos perfis de RAPD (ATIENZAR,
2002a).

ModificagBes nos padrdoes de RAPD sao provavelmente devidos a um ou
uma combinacdo dos seguintes eventos: (1) alteracbes nos oligonucleotideos
dos sitios de anelamento dos primers devido, principalmente, a rearranjos
gendmicos e menos provavelmente devido danos ao DNA e mutacdes de ponto
no sitio de ligacdo do primer (porque o sitio de ligacdo de primer tem apenas
10 bases de extensao, enquanto rearranjos genémicos ocorrem em fragmentos
muito maiores (varios Kb); (2) alteracdes estruturais devido a danos no DNA tal
como aductos, sendo estes muito mais importantes que as muta¢des de ponto;
e (3) interacdes com a DNA polimerase com o DNA danificado (ATIENZAR et

al., 1999).
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Atienzar et al. (2000) sugerem que a técnica de RAPD seja aplicada em
conjunto com outros biomarcadores aplicados em outros niveis de organizacéo
biolégica, assim, seria uma poderosa ferramenta para estudos em
ecotoxicologia.

Vale a pena ressaltar algumas vantagens da técnica de RAPD como: a
necessidade de pequenas quantidades de DNA, a utilizacdo de um unico
primer de aproximadamente 10 nucleotideos com uma sequéncia arbitraria,
dispensando o conhecimento prévio do genoma ou de parte do genoma do
individuo, aplicabilidade a varias classes de seres vivos e abrangéncia de
varias regidbes do genoma (WELSH; McCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al.
1990).

No caso de aplicacdo desta técnica para estudos genotoxicos, Atienzar
(2002a) também ressalta que as principais vantagens do RAPD estdo na sua
rapidez, aplicabilidade a diversos organismos (ndo exigindo conhecimento
prévio da sequéncia de nucleotideos, ciclo celular ou complemento
cromossOmico), sem a necessidade de informacfes prévias da sequéncia de
nucleotideos e um destacado potencial de detectar danos ao DNA e mutacdes
em um amplo espectro de danos ao DNA.

Segundo Enan (2006) a técnica de RAPD é claramente promissora na
deteccdo de efeitos de poluentes ao DNA. Por exemplo, uma bateria de
experimentos realizados in vitro revelou que alteracées no DNA como, quebras
no DNA, aductos de benzo(a)pyrene e dimeros de timina bem como mutacdes
na sequéncia do primer induzem alteracdes significativas nos perfis de RAPD
(ATIENZAR, 2000). Porém, o teste de RAPD somente permite um acesso

qualitativo aos efeitos no DNA, e a natureza das alteracdes nos perfis pode
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somente ser especulada a ndo ser que os fragmentos amplificados sejam
analisados por sequénciamento, utilizacdo de sondas entre outros (ATIENZAR,

2002b).

2.5 Teste do Cometa

Outra técnica muito utilizada em testes de genotoxicidade € o teste do
cometa, um método muito sensivel, rapido e econdmico para a deteccédo de
danos no DNA (TICE et al., 1990). Este teste demonstrado ser uma técnica Uutil
para avaliacdo de danos ao DNA entre uma variedade de tipos celulares, nas
quais os danos podem ser induzidos por varios agentes quimicos e fisicos. Em
comparacao com outros métodos sensiveis, o teste do cometa é relativamente
robusto e econdmico (ROJAS et al, 1999).

Nas ultimas décadas, uma série de estudos tem comprovado a eficiéncia
deste teste em avaliacbes de genotoxicidade (MITCHELMORE; CHIPMAN,
1998; TICE et al.,, 2000; LEE; STEINERT, 2003; LEMOS et al.,, 2005;
MATSUMOTO et al., 2006).

O teste do cometa se baseia na deteccao, sob condi¢des alcalinas, de
fragmentos de DNA, que na eletroforese migram do core nuclear muito mais
rapidamente do que o DNA intacto, resultando na formacédo de um cometa com
cauda (TICE et al., 1990). A técnica consiste, inicialmente, na disposicdo de
uma suspensao de células embebidas em gel de agarose sobre a superficie de
uma lamina. Em seguida, as laminas séo transferidas para uma solucdo com
alta concentracédo de sais e detergentes afim de lisar as células, removendo o

seu conteudo citoplasmatico e membrana nuclear. Posteriormente, as laminas
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sdo imersas em um tampédo de pH variavel de acordo com a versao do teste
empregado. Tal processo visa 0 desenovelamento das cadeias de DNA, pelo
rompimento das estruturas secundaria e terciaria presentes no ndcleo celular.
Imediatamente ao desenovelamento, as laminas s&o submetidas a uma
corrente elétrica de modo a induzir a migracdo dos fragmentos de DNA no
sentido da corrente elétrica (VILLELA et al., 2003).

Segundo Mitchelmore e Chipman (1998), o ensaio do cometa é uma
técnica, sensivel, rapida e econémica para deteccédo de quebra do filamento de
DNA (simples e dupla), a qual & aplicada de maneira ideal como um
biomarcador de genotoxicidade n&do especifico em peixes ou outras espécies
aguaticas.

Sao diversas as aplicacbes potencias do teste do cometa dentro da
biologia, incluindo estudos de genotoxicidade clinica, monitoramento ambiental
entre outros (ROJAS et al., 1999). Fazendo uso desta técnica, Lankoff et al.
(2006) detectaram, em cultura de células de linfocitos, os potenciais citotoxico e
genotoxico do aluminio.

Varios trabalhos tém utilizado o teste do cometa em peixes para detectar
o potencial de alguns metais em causar danos ao DNA. Em um trabalho
realizado em um lago urbano no municipio de Londrina, Lemos et al. (2005)
sugerem que os metais chumbo e aluminio encontrados em concentracdes
elevadas no lago estudado seriam 0s possiveis agentes responsaveis pelos
danos no DNA detectados pelo teste do cometa. Cestari et al. (2004)
detectaram, por meio desta técnica, danos ao DNA causados por chumbo em
uma espécie de peixe neotropical, sugerindo que esta técnica é util e pode ser

aplicada para avaliar os danos causados por metais pesados em peixes.
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Matsumoto et al. (2006) também detectaram através do teste do cometa danos

ao DNA de peixes expostos a efluentes de curtume ricos em cromo.

2.6 Teste do Micronucleo

Micronucleos (MN) sédo pequenos corpusculos compostos por material
cromossOmico. AplOs a separacdo das cromatides no processo mitético dois
nacleos sao reconstituidos, um em cada polo. A membrana nuclear é refeita ao
redor destes dois conjuntos de cromossomos. Mas, se um cromossomo inteiro
ou um fragmento cromossdmico acéntrico ndo se integra ao novo nucleo (por
nao estar unido ao fuso), este também pode constituir um pequeno nucleo
individual, chamado microntcleo (MARTINEZ; COLUS, 2002; VILLELA et al.,
2003). Assim, microndcleos surgem quando um cromossomo inteiro ou um
fragmento de um cromossomo nao migra para um dos dois nucleos filhos
formados durante a divisédo celular. O primeiro caso (perda cromossémica) é
devido a um evento aneugénico relacionado ao aparato do fuso, enquanto o
segundo, ap0s uma quebra cromossémica, é decorrente de um evento
clastogénico (UDROIU, 2006).

Os micronucleos séo, estruturalmente, pequenos ndcleos representando
o material genético que foi perdido pelo nucleo principal, como conseqiéncia
de um dano genético que pode ser causado por agentes fisicos, quimicos ou
biolégicos, capazes de interferir no processo de ligacdo do cromossomo as
fioras do fuso, ou que possam induzir a perda de material genético
(cromossomos inteiros ou fragmentos). O teste do micronucleo, portanto,

detecta mutagénese cromossbmica em eucariotos do tipo clastogénese,
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aneugénese e danos no fuso mitético (VILLELA et al., 2003). Contudo, para
qgque o MN seja visualizado € necessaria uma divisdo celular apdés o evento
mutagénico, por isso, ou precisa-se fazer cultivo celular, ou usar células que
estdo se multiplicando constantemente, como medula dssea.

Segundo Bolognesi et al. (2006) o teste do MN tem a vantagem de poder
ser aplicado na interfase de qualquer populacdo celular em proliferacéo,
independentemente do seu cariotipo. Assim, varios tecidos tém sido usados
para realizacdo do teste do micronucleo, tais como branquia e figado. Porém,
ainda segundo o mesmo autor, o uso de eritrocitos periféricos evita
procedimentos complexos associados com preparacdes celulares e sacrificio
dos animais. Adicionalmente, a alta taxa mitotica de tecidos hematopoiéticos
fornece uma resposta rapida a exposicdo genotoxica, revelando os danos
cromossOmicos em sangue periférico.

O teste do micronucleo tem sido amplamente utilizado para estimar
danos citogenéticos induzidos por agentes quimicos ou fisicos. Entretanto, uma
grande parte dos trabalhos publicados até agora realizaram este teste com
espécies de mamiferos (especialmente roedores), embora o teste do
micronucleo seja uma ferramenta util também com amostras obtidas de outros
animais que nao mamiferos. Em particular, esta técnica tem permitido detectar
as propriedades genotoxicas de componentes presentes no ambiente aquatico
(UDROIU, 2006). De acordo com este autor, como 0S peixes aparentam
responder aos xenobiodticos da mesma forma que os mamiferos, eles podem
ser usados para testar as possiveis propriedades genotoxicas de agentes

quimicos e fisicos. De fato, o teste do microndcleo em peixes tem mostrado ser
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atil em técnicas in vivo para testar a mutagenicidade, e mostra potencial para
monitoramento in situ da qualidade da agua (AL-SABIT; METCALFE, 1995).

Martinez e Coélus (2002) empregaram este teste para a avaliacdo do
efeito de diferentes poluentes em algumas espécies de pexes neotropicais,
encontrando um aumento na frequéncia de micronlcleos para substancias
como herbicidas, inseticidas e metais como chumbo e aluminio.

Rodriguez-Cea et al. (2003) demonstram a utilidade do teste do
micronucleo em espécies de peixes, tanto para estudos de campo como para
estudos de laboratorio.

Em outros trabalhos também utilizando a técnica do MN em estudos com
peixes foram relatados o aumento nas frequéncias de micronucleos para
compostos como efluentes industriais, metais e agentes reconhecidamente
mutagénicos (SANCHEZ-GALAN et al., 1999; RODRIGUEZ-CEA et al., 2003;
MATSUMOTO et al., 2006).

Entretanto, o mecanismo pelo qual os poluentes induzem micronucleos
em ceélulas de peixes, bem como o mecanismo do efeito interativo entre
poluentes e células de peixes nfo estdo totalmente entendidos. E provavel que
muitos agentes ndo genotoxicos que resultam em uma resposta positiva com a
producdo de MN em peixes, como o metil mercurio, PCBs e DDT, induzem
micronucleos através da inativacéo das fibras do fuso (AL-SABIT; METCALFE,

1995).



3. Objetivos

3.1 Objetivo
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geral

Investigar possiveis efeitos genotdxicos em peixes da espécie
Prochilodus lineatus expostos em ensaios agudos e sub-crénico

com o metal aluminio em pH &cido.

3.2 Objetivos especificos

Aplicar a técnica de RAPD, ensaio do cometa e teste do
micronucleo para avaliar os danos ocorridos no DNA de peixes
submetidos ao estresse agudo e sub-crénico com o aluminio em
meio acido (pH = 5,0).

Comparar, por meio de marcadores RAPD, possiveis alteracdes
nos perfis eletroforéticos de branquia e figado, dois 6rgaos-alvos
de agentes estressores, quanto aos possiveis danos sofridos pelo
DNA em peixes expostos a diferentes tratamentos e tempos de
exposicao.

Avaliar a utilizagdo da técnica de RAPD para a deteccdo de
biomarcadores genéticos capazes de fornecer informacdes para o
monitoramento de corpos d’dgua que apresentam concentracdes

elevadas de aluminio.
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4. Material e Métodos

4.1 Espécie estudada

No presente estudo foram utilizados espécimes de Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1847) (=P. scrofa Steindachner, 1881), uma espécie de peixe
neotropical, popularmente conhecida como curimba, pertencente a familia

Prochilodontidae, Ordem Characiformes e Superordem Ostariophysi (Figura 1).

Por apresentarem habito alimentar detritivoro os peixes desta espécie
podem entrar em contato com Xxenobidticos presentes tanto no sedimento

quanto na agua e como consequéncia deste fato, P. lineatus tem se mostrado
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4.2 Testes de Toxicidade

Nos experimentos foram usados exemplares juvenis de P. lineatus
fornecidos pela Estacdo de Piscicultura da UEL (EPUEL), mantidos em
aclimatacdo, por pelo menos uma semana antes dos experimentos, em
tanques de 600 L com agua continuamente aerada (temperatura em torno de
20° C, pH em torno de 7,0), com fotoperiodo de 14 h de escuro e 10 h de luz.
Os animais foram alimentados com racao apropriada a cada 48 horas, exceto

durante e no dia anterior aos testes.

Foram realizados trés tipos de experimentos, do tipo estatico: pH 7,0 + 0
mg ALL™ (grupo controle-negativo), pH 5,0 + 0 mg Al.L™* (grupo acidez) e pH
50 + 0,1 mg ALL' (grupo Al + acidez). Durante os experimentos foram
realizados dois tipos de ensaios: agudos, com amostragens nos tempos de 6h,
24 h, 96 h; e sub-crénico, com duracéo de 15 dias. Em cada tratamento foram
mantidos seis peixes em aquarios de 100 L, com réplicas para o tratamento do
grupo Al + acidez (Al + Ac). Nos tratamentos de acidez (Ac) o pH da agua foi
reduzido a 5,0 pela adicdo de HCI 50%, sendo monitorado a cada 6 horas para
a manutencéao de forma constante do pH no valor de 5,0. O Al foi adicionado a
agua na forma de Al,(SO4)3 e a concentracdo de aluminio utilizada foi de 0,1
mg ALL? (= 0,1 ppm), a qual constitui a concentracdo limite permitida pela

resolucdo CONAMA no. 357/2005.

No experimento de 15 dias, a concentracédo de aluminio utilizada foi a de
0,05 mg ALL? (= 0,05 ppm), j4 que em experimentos anteriores, com a
concentracdo de 0,1 mg AlLL™ os animais ndo sobreviveram durante todo o

periodo experimental. Ainda durante este experimento, metade da agua dos
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aquarios foi renovada a cada 5 dias (120h) e a cada renovacdo a quantidade
de aluminio correspondente a metade da dose inicial foi reposta, visando

manter inalterada a concentracdo de aluminio.

Anteriormente ao periodo de aclimatacdo, os peixes foram anestesiados
para a retirada da nadadeira adiposa e marcacdo dos individuos com uma
abracadeira de plastico branco com numeracgéo especifica para cada individuo
(Figura 2). A marcacéo dos peixes foi feita para a identificacdo dos diferentes
individuos e posterior comparacédo dos perfis de RAPD dos animais pré e pos-
exposicdo ao tratamento. Apés a marcacao, os peixes foram submetidos a um
“banho de sal”’, onde os animais permaneciam em uma solucdo de NacCl
(15g/L) por aproximadamente 15 segundos, com a finalidade de eliminar

gualquer microrganismo que pudesse se prejudicial a salde dos animais.

Figura 2 — Marcacdo dos peixes com abragadeira com numeracdo especifica

para cada animal.
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Imediatamente apds a retirada do peixe da agua, este foi anestesiado
com benzocaina, na concentracdo de 0,1 g.L™?, até a perda do equilibrio. Em
seguida foram retiradas amostras de sangue através da veia caudal com o
auxilio de seringas heparinizadas e estas amostras de sangue foram divididas
em duas aliquotas para a utilizacdo nos testes do cometa e do micronucleo.
ApoOs a coleta do sangue, os animais foram sacrificados por sec¢cdo medular

para a retirada das branquias e dos figados.

4.2.1 Controle Positivo

Para realizacdo dos ensaios de controle-positivo foram tomados o0s
mesmos cuidados de aclimatacao ja descritos no item acima. Foram utilizados
8 exemplares de P. lineatus que foram igualmente anestesiados, marcados e
tiveram a nadadeira adiposa retirada. Ainda anestesiados 0s animais
receberam uma injecdo intraperitoneal de ciclofosfamida (0,04 mg de
ciclofosfamida / g de animal). Os animais foram mantidos em aquarios durante
24h, nas mesmas condi¢cdes dos grupos experimentais. Ao final deste periodo

foram realizadas as amostragens como ja descrito no item anterior.



42

4.3 Anélise de RAPD

4.3.1 Extracao do DNA gendmico

Para as analises de RAPD, o DNA foi extraido de trés tipos de tecidos:
nadadeira adiposa, branquia e o figado. Como mencionado, a nadadeira
adiposa, retirada antes do periodo experimental, forneceu o perfil de RAPD
pré-exposi¢cdo, enquanto a branquia e o figado, amostrados apd6s o periodo
experimental, forneceram os perfis de RAPD pos-exposicdo. A escolha da
branquia e do figado foi feita com base, respectivamente, na exposicdo e
funcao destes 6rgdos, que tornam as células de ambos potencialmente sujeitas
a danos no material genético.

Para as extracdes de DNA das branquias foi utilizada uma metodologia
para diminuir a quantidade de muco neste tecido. As branquias permaneceram
submersas em etanol 100% por 24 horas, mantidas sob refrigeracéo de 5°C, o
alcool foi trocado a cada 6 horas. ApOs este periodo, as branquias foram
lavadas trés vezes com agua ultrapura.

A extracdo do DNA foi baseada na metodologia descrita por Almeida et
al. (2001). Nas extracbes, as amostras de tecido foram dilaceradas com o
auxilio de uma tesoura e, em seguida, transferidas para microtubos de 2 mL
contendo aproximadamente o mesmo volume de tampéao de extracdo 9 (Tris-
HCI 200 mM pH 8,0; NaCl 250 mM; EDTA 25 mM; SDS 1%), onde foram
adicionados 5uL de Proteinase K (20 mg de Proteinase K em 1 mL de tampé&o
Tris-HCI 50 mM, acetato de célcio 3mM pH 8,0). Ap6s homogeneizacdo, estes

tubos foram mantidos em banho-maria a 64°C por 24h ou até a dissolugéo total
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do tecido. Durante este periodo os microtubos foram invertidos periodicamente
para uma melhor homogeneizacdo da mistura, podendo assim o tecido ser
digerido por inteiro. Ao fim deste periodo foi adicionado ao tubo o mesmo
volume de tampéao fenol, com subsequente homogeneizacdo do material. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 7280 g por 13 minutos. Feito isto, foi
retirada a fase superior (sobrenadante) com o auxilio de uma micropipeta e
colocada em um novo microtubo, ao qual foi acrescentado 0 mesmo volume de
Clorofane (1 Fenol : 1 Clorofil). Novamente o0s microtubos foram
homogeneizados por inversdo e, centrifugados a 7280 g por 13 minutos. Ao
término desta centrifugacdo o0 sobrenadante foi novamente retirado e
transferido para outro microtubo, onde foi adicionado o mesmo volume de
Clorofil (Cloroformio 24:1 alcool isoamilico); em seguida, os tubos foram mais
uma vez homogeneizados e entdo centrifugados a 7280 g por 13 minutos.
Apoés a retirada da fase aquosa, esta foi transferida para outro microtubo no
qual foram adicionados 10% do volume do sobrenadante de NaCl 3M, e 250%
do volume de etanol absoluto (-20°C), para que a precipitacdo do DNA. Apos a
precipitacdo os tubos foram centrifugados a 10483 g durante 15 minutos. A
seguir, o sobrenadante foi descartado e o corpo de fundo (pellet) foi lavado
com etanol 70% e novamente centrifugado a 10483 g durante 10 minutos. Apos
esta centrifugacédo o corpo de fundo (pellet) foi posto para secar. Ao final, o

mesmo foi solubilizado em 150 uL de TE (10mM Tris; 1 mM EDTA pH8,0).
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4.3.2 Quantificagdo de DNA

Para a quantificacdo, as amostras foram diluidas dez vezes em tampéao
TE e quantificadas em Fluorimetro DyNA Quant 200 (Hoefer). Para calibrar o
equipamento foi utilizado o DNA padrédo Calf Thymus — Pharmacia Biotech
(1:10 do estoque 1mg.mL™) e a solucéo padréo para dosagem composta por
0,1 pug/mL DQ 201 Hoechst 33258 Fluorescent Dye (Pharmacia Biotech) e
TNE 10x (100 mM Tris; 10 mM EDTA; 2M NacCl). O equipamento foi calibrado
em 100 ng.mL™. Para se realizar as leituras das amostras, bem como para
zerar o fluorimetro, foi utilizado o protocolo proposto pelo fabricante. Para cada
amostra foram feitas duas leituras e em seguida foi feita uma média aritmética
de ambos os valores obtidos. A partir desta média, que fornece a concentragédo
das amostras em ng.uL™, foram feitos célculos de diluicdo para que as

amostras ficassem a uma concentracéo de 2 ng.uL™.

4.3.3 Reagdes de Amplificagédo do DNA

As reacgOes de amplificacdo foram baseadas na metodologia proposta
por Williams et al. (1990), com algumas modificagdes. Foram utilizados reagdes
de 15uL contendo: tampao (10mM Tris-HCI pH 8,3 / 50mM KCI); dNTP
(Pharmacia - 250uM); primer (Operon Technologies - 0,33 uM); MgCl, (3,3
mM); DNA polimerase (1U); DNA gendmico (4 - 15 ng.uL'l) e agua estéril g.s.p.

(Tabela 1).
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Tabela 1 - Componentes da reacao de amplificacdo do DNA e concentracdes

utilizadas na reacéo de RAPD.

Componentes Concentracéo Volume na Concentracao
Estoque Reacé&o (pL) Final
Agua Estérii - 2,8 Qsp
Tampao 10x 15 1x
dNTP 2,5 mM 1,5 250uM
MgCl, 10 mM 5,0 3,3 mM
Primer 2,5 uM 2,0 0,33 uM
DNA Polimerase SU/uL 0,2 1U
DNA 2-10ng/uL 2,0 4-20ng
TOTAL - 15,0 -

Para a amplificacdo do DNA foi utilizado um termocilcador (PTC-100, MJ

Research, Inc.) programado para realizar 40 ciclos apos desnaturacéo inicial de

4 minutos a 92°C. Cada ciclo foi constituido de trés fases, sendo elas:

desnaturacao, pareamento (anelamento) e extenséo. A fase de desnaturacéo

tem duracdo de 40 segundos, com a temperatura sendo mantida em 92°C; a

fase de pareamento com duracdo de 1 minuto e meio e temperatura de 40°C;

por fim, a fase de extensdo com duragdo de 2 min e temperatura em 72°C.

Apds os 40 ciclos segue-se ainda uma fase de extensdo final na qual a

temperatura € mantida em 72°C durante 5 minutos.

Para a amplificacdo das amostras foi feita uma selecdo de primers de

kits comerciais (Operon Technologies, Inc.).
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4.3.4 Andlise eletroforética

Terminadas as amplificagbes, a cada amostra de 15 uL foram
adicionados 4 uL de tampdo de amostra Ficoll 5x (0,25 mL de azul de
bromofenol, 15 g Ficoll em um volume total de 100 mL de agua ultrapura Qsp).
Em seguida, 18 uL desta amostra foram aplicados em géis de agarose 1,4%.
Juntamente com as amostras foi também aplicado no gel um marcador de peso
molecular de 100 pares de bases (Amersham Biosciences) (10 uL de
marcador, 20 uL tampao de amostra 6X e 80 uL de TE) para a estimativa dos
pesos moleculares das diferentes bandas, os quais foram, posteriormente,
calculados com o auxilio do programa computacional Fragment Length
Calculator 3.5.0. Os géis foram submetidos & eletroforese a 3V.cm™ e uma
corrida de 10 cm. Tanto o tampdao utilizado na cuba de eletroforese, como o
utilizado para polimerizar o gel foi o TBE 0,5x, diluido a partir da solugdo TBE
10x (Tris 0,89M; &cido borico 0,89 M e EDTA 0,02 M pH 8,3). Apds o término
da eletroforese os géis foram corados em solugdo de brometo de etidio (20uL
de brometo de etidio/100mL de TBE). Depois de corados, os géis foram
visualizados em transiluminador UV e fotografados por meio do sistema de

digitalizacdo Kodak EDAS 290.
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4.3.5 Analise dos perfis de RAPD

As analises de RAPD foram feitas com base nos trés perfis de RAPD
obtidos para cada animal e, incluiram uma comparacéao entre os perfis obtidos
das amplificacbes das amostras extraidas da nadadeira (pré-exposi¢cao) e os
perfis eletroforéticos obtidos das amplificacbes das amostras das branquias e
do figado (pOs-exposicéo) dos peixes.

Quando constatada alteracédo no perfil eletroforético de algum individuo,
foram realizadas trés repeticobes das reacdes de RAPD para verificar a
consisténcia do resultado. Confirmada a alteracdo foram calculados os pesos

moleculares das bandas que surgiram ou desapareceram.

4.4 Teste do Cometa

A metodologia para o teste do cometa foi baseada no protocolo descrito
por Singh et al. (1988). Uma aliquota de 10uL de sangue foi transferida para
um tubo de microcentrifuga contendo solugéo salina apropriada (17 mM NacCl,
4,8 mM KCI, 1,5 mM CaCl, 1,2 mM NaHCOs, 4,5 mM Na;HPO,, 2,9 mM
NaH,PO,) e mantido em gelo, até o momento de se realizar o ensaio. Da
suspensao de eritrocitos apropriada, 15uL foram misturados com 120 uL de
agarose 0,5% de baixo ponto de fuséo (37°C). Desta suspenséo, 135uL foram
pipetados sobre duas laminas de vidro geladas e previamente cobertas com
uma camada de agarose 1,5% ponto de fusdo normal, e cobertos com

laminula. A laminas em seguida foram acondicionadas em refrigerador (4°C)
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por aproximadamente 20 minutos para permitir a completa solidificacdo da
agarose.

Apods a solidificacdo da agarose, a laminula foi removida e a lamina foi
colocada numa solucao de lise recém preparada (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA,
10mM Tris, 10% DMSO, Triton X-100 1%), pH 10,0 e incubada em refrigerador
(4°C) por pelo menos 1 hora. Apos a lise, a lamina foi colocada numa cuba de
eletroforese horizontal. Tampéo recém preparado (0,3 N NaOH / 1 mM EDTA)
foi adicionado a cuba e a lamina submersa no tampéao alcalino por 20 minutos.

A lamina foi exposta por 20 min a 3°C as condi¢des de eletroforese: 25V,
com a corrente elétrica ajustada para 300 mA através da alteracdo lenta do
nivel de tampéo da cuba. Apos a eletroforese, as laminas foram neutralizadas
utilizando tampéao de neutralizacao (0,4 M Tris, pH 7,5) por 5 min. Este passo
foi repetido 3 vezes. Entdo as laminas foram fixadas em etanol 100% por 10
minutos. Por fim as laminas foram secas e acondicionadas em refrigerador até
0 momento das analises. No momento das analises as laminas foram coradas
com 90uL uma solucédo de brometo de etideo (0,02 mg/mL).

As laminas foram, entdo, examinadas ao microscoépio de fluorescéncia
no aumento del000X, equipado com um filtro de excitacdo de 515-560 nm de
comprimento de onda e um filtro de barreira para 590 nm. Todas as laminas
foram codificadas e examinadas em teste cego. Foram examinadas 100
nucledides por animal. As células analisadas receberam escores de acordo
com a classe de dano (0: sem dano, 1: com dano minimo, 2: com dano médio,
3: com dano maximo) segundo Kobayashi et al. (1995). Em seguida foi
calculado o escore médio multiplicando-se o niamero de células obtidas em

cada classe pelo valor da classe, de acordo com a férmula abaixo:
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Escore: (OxA)+(1xB)+(2xC)+(3xD), onde: A, B, C e D sdo os numeros de
células encontradas para cada categoria de dano. Assim, o escore total para as
células analisades deve variar de 0 (dano minimo = nenhuma célula danificada)
a 300 (dano maximo = todas as células possuem dano de classe 3).

Foi também calculados os valores médios de nucleoides danificados por
animal. Para cada tempo experimental o total de nucleéides danificados (1, 2 e
3) obtidos para os tratamentos experimentais foi dividido pelo numero de

animais amostrados.

4.5 Teste do Micronucleo

Uma aliquota de 5uL de sangue, foi colocada sobre uma lamina de vidro
limpa e seca. Foi entdo realizado um esfregago, com o auxilio de uma laminula
de vidro, de forma a deixar sobre a lamina uma camada uniforme e delgada de
sangue. Foram confeccionadas duas laminas por animal. As laminas secaram
por 24 horas em temperatura ambiente e decorrida esta etapa foram entéo
fixadas em metanol absoluto por 10 minutos. Em seguida as laminas foram
coradas com Giemsa 5% diluido em tampéao fosfato pH 6,8 (0,06M Na,HPOQO,,
0,06M KH;PO4) por 20 minutos. As laminas foram entdo lavadas com agua
destilada e colocadas para secar a temperatura ambiente. Depois de secas, as
laminas foram preparadas com Entellan para uso permanente. A analise
citologica das laminas foi realizada em microscopio 6tico de luz (Olympus) em

um aumento de 1000X. Para cada animal foram analisados 1000 eritrécitos.
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4.6 Andlise estatistica

Nas analises estatisticas foram comparados os diferentes tratamentos
dentro de cada tempo experimental, e cada tratamento entre si nos diferentes
tempos experimentais (6h, 24h, 96h e 15d). Os resultados obtidos nos
diferentes tratamentos, incluindo os controles-negativos e o controle-positivo no
tempo de 24h (referéncia também para os demais tempos experimentais),
foram comparados entre si pela analise de variancia - critério unico (ANOVA
one way), seguida do teste de compara¢des multiplas SNK (Student-Newman-
Keuls), quando necessario (Zar, 1996). Foram considerados significativos

valores de P<0,05.
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RESUMO

No presente estudo, as técnicas de RAPD, cometa e microndcleo (MN) foram
empregadas para avaliar o potencial genotoxico do aluminio em meio acido
para a espécie de peixe Prochilodus lineatus. Os animais foram submetidos a
exposicao aguda (6h, 24h, 96) e sub-cronica (15 dias) a concentragcédo de 0,1
mg de Al dissolvido.L™* (pH 5). Alteracdes em 11 bandas nos perfis de RAPD
de animais pré e pos-exposicdo sugerem danos ao DNA de individuos
expostos ao Al e/ou acidez. Aumentos significativos no nimero de nucledides
danificados e nos indices de escores médios foram detectados especialmente
nas exposicoes agudas de 6h e 24h. As frequiéncias de MN n&o se mostraram
diferentes em nenhum dos tratamentos. Nas condicdes experimentais
empregadas o Al mostrou-se genotoxico para a espécie estudada. A técnica de
RAPD revelou-se sensivel na deteccdo de alteracbes sofridas pelo DNA e

promissora para estudos de genotoxicidade.

Palavras-chave: aluminio, genotoxicidade, RAPD, ensaio do cometa,

micronucleo, Prochilodus lineatus.
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1. Introducéo

A poluicdo de ambientes aquaticos € um problema sério e crescente em
todo o mundo. Apesar de existir uma legislacdo de conduta a respeito deste
problema em varios paises, a poluicdo aquatica por produtos quimicos toxicos
ainda ocorre. Organismos aquaticos, como peixes e moluscos, acumulam
poluentes diretamente a partir da dgua contaminada e indiretamente por meio
da ingestdo de organismos contaminados (Van der Oost et al., 2003).  Existe
uma variedade de poluentes que afetam o ambiente aquatico e cujos efeitos

sdo preocupantes. Este numero cresce anualmente, coma45 -2.(ew3.Tovitos)-5¢ )]TJ-0.0002
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esta relacionada com uma série de fatores, como a temperatura, a dureza da
agua e a propria forma do aluminio no meio (livre, ligado ou quelado). Embora
esses fatores contribuam para o aumento da toxicidade do aluminio, considera-
se que o valor do pH da agua tenha maior relevancia, pois o aluminio
apresenta grande solubilidade em baixos niveis de pH (Gil et al., 1993),
especialmente em pH inferior a 6,0 (Baker e Shofield, 1982; Stripp e Trombetta,

1994).

Enquanto um maior nimero de estudos tém investigado os possiveis
efeitos toxicos do aluminio com base em alteragdes morfologicas, fisioldgicas e
bioquimicas nos organismos aquaticos (Karlsson-Norrgren et al., 1986 apud
Srtipp; Trombetta, 1994; Stripp e Trombetta, 1994; Barcarolli e Martinez, 2004),
poucos sao os relatos sobre os possiveis efeitos genotoxicos deste metal sobre
tais organismos.

Entre os diversos organismos que habitam os ambientes aquaticos, 0s
peixes tém se mostrado muito adequados em estudos voltados para as
analises de tais ambientes. Os efeitos dos contaminantes em peixes podem se
manifestar em varios niveis de organizacdo biolégica: molecular/bioquimico,
genético, celular, fisiolégico, morfoldgico, assim como ao nivel da populacéo,
comunidade e ecossistema (Adams et al., 1990). Diversos estudos genotéxicos
realizados com peixes tém demonstrado a sensibilidade de tais organismos a
uma extensa gama de agentes genotoxicos (Al-Sabit e Metcalfe, 1995; Cavas e
Ergene-Gozukara, 2003a,b; Cavas et al., 2005; Matsumoto et al. 2006; Lemos
et al., 2007).

Atualmente, varias sdo as técnicas laboratoriais disponiveis para avaliar

a acao de poluentes que agem diretamente sobre o DNA, facilitando, assim, o
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entendimento dos mecanismos envolvidos em danos genéticos e permitindo a
avaliacdo em uma ampla escala dos efeitos no DNA das espécies expostas

(Castario e Bacerril, 2004).
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2. Materiais e Métodos

2.1. Espécie estudada

No presente estudo foram utilizados espécimes jovens de Prochilodus
lineatus (Valenciennes, 1847) (=P. scrofa Steindachner, 1881), uma espécie de
peixe neotropical, popularmente conhecida como curimba, a qual tem se
mostrado sensivel a substancias toxicas do meio (Martinez e Colus, 2002;
Martinez et al., 2004; Simonato et al., 2006), sendo considerado um
biodindicador vertebrado potencial para o monitoramento ambiental (Cerqueira
e Fernandes, 2002). Antes dos experimentos o0s peixes, fornecidos pela
Estacdo de Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina (EPUEL),

passaram por uma semana de aclimatagcéo (com aeracdo constante, = 20° C,

pH = 7,0 e fotoperiodo de 14 h de escuro e 10 h de luz).

2.2. Exposigéo

Foram realizados trés tipos de experimentos, do tipo estatico: pH 7,0 + 0
mg Al.L™ (grupo controle-negativo), pH 5,0 + 0 mg ALL™ (grupo acidez) e pH
5,0 + 0,1 mg ALL™ (grupo Al + acidez). Amostragens foram feitas nos tempos
de 6h, 24 h, 96 h (ensaios agudos) e 15 dias (ensaio sub-crénico). Em cada
tratamento foram mantidos 6 peixes em aquarios de 100 L (aeracdo constante,
=~ 20° C, pH = 7,0 e fotoperiodo de 14 h de escuro e 10 h de luz), com réplicas
para todos os tratamentos. Nos tratamentos de acidez o pH foi diminuido a 5,0
pela adicdo de HCI 50%, sendo monitorado a cada 6 horas para a manutencao

de forma constante do pH no valor de aproximadamente 5,0. O Al foi
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adicionado a agua na forma de Aly(SO4)s. A concentracdo de aluminio utilizada
foi de 0,1 mg Al.L™ (= 0,1 ppm), a qual constitui a concentrac&o limite permitida

pela resolucdo CONAMA no. 357/2005.

No experimento de 15 dias, a concentracdo de aluminio utilizada foi a de
0,05 mg ALL* (= 0,05 ppm), jA4 que em experimentos anteriores com a
concentracdo de 0,1 mg AlLL™ os animais ndo sobreviveram durante todo o
periodo experimental. Ainda durante este experimento, metade da agua dos
aquarios foi renovada a cada 5 dias (120h) e a cada renovacdo a quantidade
de aluminio correspondente a metade da dose inicial foi reposta, visando

manter inalterada a concentracdo de aluminio.

Foi realizado também um ensaio de controle positivo, no qual 8
exemplares de P. lineatus foram anestesiados, marcados e tiveram a nadadeira
adiposa retirada. Ainda anestesiados 0s animais receberam uma injecéo
intraperitoneal de ciclofosfamida (0,04 mg.g™). Os animais foram mantidos em

aquarios durante 24h, nas mesmas condi¢cdes dos grupos experimentais.

2.3. Amostragens

Imediatamente apds a retirada do peixe da agua, este foi anestesiado
com benzocaina, na concentracdo de 0,1 g.L'1. Em seguida foram retiradas
amostras de sangue através da veia caudal com o auxilio de seringas
heparinizadas e estas amostras foram divididas em duas aliquotas para a
utilizacdo nos testes do cometa e do micronucleo. Por dltimo o animal foi

sacrificado por seccdo medular para a retirada da branquia e do figado.
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2.4. Procedimento de marcacéo dos animais

Anteriormente ao periodo de aclimatacéo, os peixes foram anestesiados
para a retirada da nadadeira adiposa e marcacdo dos individuos com uma
abracadeira de plastico branco com numeracao especifica para cada individuo.
A marcacao dos peixes foi feita para a identificacdo dos diferentes individuos e
posterior comparacdo dos perfis de RAPD dos animais pré e pos-exposi¢cao ao
tratamento. ApO0s a marcacéo, os peixes foram submetidos a um “banho de
sal”, onde os animais permaneciam em uma solucdo de NaCl (15g/L) por
aproximadamente 15 segundos, com a finalidade de eliminar qualquer

microrganismo que pudesse se prejudicial a saude dos animais.

2.5. RAPD

O DNA total utilizado nas analises de RAPD foi obtido a partir da
nadadeira adiposa, branquia e o figado dos animais. A nadadeira adiposa foi
retirada antes do periodo experimental e forneceu o perfil de RAPD pré-
exposicao, enquanto a branquia e o figado foram amostrados apds o periodo
experimental e forneceram os perfis de RAPD pdés-exposicdo. A escolha da
branquia e do figado foi feita com base, respectivamente, na exposicao e
funcao destes 6rgdos, que tornam as células de ambos potencialmente sujeitas
a danos no material genético.

A extracdo, quantificacdo e amplificacdo do DNA foi baseada em Sofia et
al. (2006), com algumas modificacdes. Antes da extracdo do DNA das
branquias, visando diminuir a quantidade de muco deste tecido, as branquias

dos peixes foram submersas em etanol 100% por 24 horas, a 5°C, com o alcool
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sendo trocado a cada 6 horas. ApOs este periodo, o material foi lavado trés
vezes com agua ultrapura.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume de 15uL
contendo de 4-20 ng de DNA, 250uM de dNTP (Pharmacia), 0,33 uM de primer
(Operon Technologies), 3,3 mM de MgCl,, 1U de Taq, tampé&o de reacdo 10x
(10mM Tris-HCI pH 8,3, 50mM KCI) e agua estéril. Todas as reacbes de
amplificacdo foram acompanhadas por reacdes controle, contendo todos os
reagentes e agua em substituicdo ao DNA.

Para a amplificacdo do DNA foi utilizado um termocilcador (PTC-100, MJ
Research, Inc.) programado para realizar 40 ciclos apos desnaturacéo inicial de
4 minutos a 92°C. Cada ciclo foi constituido de trés fases, sendo elas:
desnaturacao, pareamento (anelamento) e extenséo. A fase de desnaturacéo
tem a duracdo de 40 segundos na qual a temperatura se mantém a 92°C, j4 a
fase de pareamento tem a duracdo de 1 minuto e meio com temperatura de
40°C e, por fim, a fase de extensdo que mantém a temperatura a 72°C durante
2 minutos. Apés os 40 ciclos segue-se ainda uma fase de extensdo final na
qual a temperatura é mantida em 72°C durante 5 minutos.

Amostras de 15 uL dos produtos das amplificacdes foram submetidas a
eletroforese, 3 Vem™, em géis de agarose 1,4%, em tamp&o de corrida TBE
(Tris 0,89M; acido borico 0,89 M e EDTA 0,02 M pH 8,3) diluido 1:20. Os géis
foram, entdo, corados em brometo de etidio, visualizados em transiluminador
UV e fotografados em sistema de digitalizacdo Kodak EDAS 290. Um
marcador de peso molecular 100pb (Amersham Biosciences) foi aplicado ao

gel para a estimativa dos pesos moleculares das diferentes bandas. O
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programa computacional Fragment Length Calculator 3.5.0. foi empregado para
o célculo do peso molecular das bandas.

As analises de RAPD foram feitas com base nos trés perfis de RAPD
obtidos para cada animal e, incluiram uma comparacéao entre os perfis obtidos
das amplificacbes das amostras extraidas da nadadeira (pré-exposi¢cao) e os
perfis eletroforéticos obtidos das amplificacbes das amostras das branquias e
do figado (pds-exposicédo) dos peixes. Quando constatada alteracdo no perfil
eletroforético de algum individuo, foram realizadas trés repeticbes das reacoes
de RAPD para verificar a consisténcia do resultado. Confirmada a alteracéo
foram calculados os pesos moleculares das bandas que surgiram ou

desapareceram.

2.6. Ensaio do cometa e teste do micronucleo

A metodologia do ensaio do cometa utilizada foi baseada em Singh et al.
(1988), com algumas modificacdes. Para o ensaio do cometa uma aliquota de
10 uL de sangue foi diluida em 1000 pL de solucéo salina de peixe (17 mM
NaCl, 4,8 mM KCI, 1,5 mM CacCl, 1,2 mM NaHCOs;, 4,5 mM Na;HPOy4, 2,9 mM
NaH,PO,) Em seguida, as laminas de vidro previamente cobertas com uma
camada agarose normal 1,5%, receberam 135 uL de agarose low melting point
(37°C) 0,5% contendo 15uL do sangue diluido. Estas laminas foram entdo
colocadas no tampéao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10mM Tris, 10%
DMSO, Triton X-100 1%), pH 10,0 (4°C) por pelo menos 1 hora. Apdés a lise, as
laminas foram incubadas em tampéao (0,3 N NaOH /1 mM EDTA) pH > 13,0 por
20 minutos, para a desnaturacao do DNA, e, subsequentemente, submetidas a
eletroforese, 25V e 300 mA por 20 min (3°C). Apds este periodo, as laminas

foram neutralizadas em tampéao 0,4 M Tris, pH 7,5, durante 5 min, com 3
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repeticdes, sendo entédo fixadas em etanol 100% por 10 minutos e coradas com
brometo de etidio (0,02 mg mL™?). As laminas foram, entdo, examinadas ao
microscopio de fluorescéncia (Nikon) equipado com um filtro de excitacao de A
= 515-560 nm e um filtro de barreira para 590 nm. Para cada animal foram
analisados 100 nucledides. Os nucledides foram visualizados e classificados de
acordo com a migracédo dos fragmentos de DNA (0: sem dano, 1: com dano
minimo, 2: com dano médio, 3: com dano méaximo) (Kobayashi et al., 1995).
Nas andlises foram estimados o numero médio de nucledides danificados e o
escore médio com base no numero de nucledides danificados e néo
danificados; para este ultimo célculo empregou-se a seguinte férmula: Escore =
(OxA)+(1xB)+(2xC)+(3xD), onde: A, B, C e D sdo 0s numeros de células
encontradas para cada categoria de dano.

Para o teste do micronucleo (Al-Sabit e Metcalfe, 1995). amostras de
sangue de cada animal foram coletadas como descrito acima. Para cada
animal foram confeccionadas duas extensfées sangliineas em laminas de vidro.
Apbs 24 h este material foi fixado em metanol absoluto por 10 min e em
seguida corado com Giemsa (5%) durante 20 min. Para a determinacdo dos

eritrocitos com e sem microndcleos foram analisadas 1000 células por animal.

2.7. Andlise estatistica

Nas analises estatisticas foram comparados os diferentes tratamentos
dentro de cada tempo experimental, e cada tratamento entre si nos diferentes
tempos experimentais (6h, 24h, 96h e 15d). Os resultados obtidos nos
diferentes tratamentos, incluindo os controles-negativos e o controle-positivo no

tempo de 24h (referéncia também para os demais tempos experimentais),
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foram comparados entre si pela analise de variancia critério tnico (ANOVA one
way), seguida do teste de comparagbes mdltiplas SNK (Student-Newman-
Keuls) quando necessario (Zar, 1996). Foram considerados significativos

valores de P<0,05.
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3. Resultados

3.1. Andlise de RAPD

Os animais analisados foram divididos em 3 grupos experimentais:
Controle (C), Acidez (Ac) e Aluminio + Acidez (Al +Ac). Para o tempo de 6
horas foram utilizados 20 animais (6 C, 4 Ac e 10 Al + Ac), nos tempos de 24h
e 96 horas foram utilizados 23 animais (6 C, 6 Ac e 11 Al + Ac) e para o
experimento de 15 dias foram utilizados 13 animais (5 C, 4 Ac e 4 Al+Ac).

Para as analises de RAPD foram selecionados 9 primers: OPW4,
OPW6, OPW7, OPWS8, OPW9, OPW11, OPX6, OPX17 e OPC2.

A Fig. 1 mostra um perfil de RAPD obtido com o primer OPW4 para o
tempo de 24h. Observa-se na Fig. 1 uma elevada repetibilidade no padrao de
bandas entre os diferentes tecidos de um mesmo individuo. O mesmo padrao
elevado de repetibilidade pode ser observado também na Fig. 2, em que é
possivel se verificar uma nitida repetibilidade em trés perfis de RAPD dos
diferentes 6rgaos e em trés reacdes diferentes. Adicionalmente, comparando-
se as Figs. 1 e 2 verifica-se a repetibilidade entre reacées que foram feitas em
dias distintos, realizadas com estoques de reagentes diferentes e amostras

submetidas as eletroforeses distintas.
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Fig. 1. Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPW4, para
individuos pertencentes ao grupo experimental Al+Ac do experimento de 24h.
A coluna M representa o Marcador de 100 pb, as letras N, B e F indicam
respectivamente o DNA extraido da nadadeira adiposa, branquia e figado de
um mesmo individuo. A coluna C - indica o controle negativo. A seta indica a
banda OPW4_767,8.
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767,8 pb

Fig. 2. Perfil eletroforético das trés repeticées (Rep 1, Rep 2, Rep 3) de RAPD
obtido com o primer OPW4, para o individuo 33 pertencente ao grupo
experimental Al+Ac do experimento de 24h. A coluna M representa o Marcador
de 100 pb, as letras N, B e F indicam, respectivamente, o DNA extraido da
nadadeira adiposa, branquia e figado de um mesmo individuo. A coluna
indica o controle-negativo. As setas indicam a banda OPW4 _767,8 que esta
presente na nadadeira, porém ausente na branquia e figado.

Os 9 primers utilizados produziram um numero similar de bandas para
os diferentes tempos experimentais, bem como para o controle positivo (24h):
260 bandas (6h), 257 (24h), 219 (96h), 251 (15 dias) e 273 bandas (controle
positivo).

Do total de bandas analisadas foram detectadas alteracfes nos perfis de
RAPD de animais submetidos aos experimentos de 6h, 24h, 15 dias e no
controle positivo. Dos 9 primers utilizados nas anéalises de RAPD, 7 se
mostraram sensiveis para a identificacdo de alteracdes de perfis de RAPD de
P. lineatus expostos ao aluminio+acidez e a acidez, entretanto trés destes

(OPW9, OPX6 e OPX17) mostraram também uma variacdo no perfil
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eletroforético de animais do grupo controle-negativo. Na Tabela 1 s&o
apresentadas as bandas e seus respectivos pesos moleculares, que mostraram

variacao nos diferentes tecidos analisado para estes tempos experimentais.

Tabela 1

Alteracbes nos padrdo de bandas nos perfis de RAPD entre 6rgéos coletados
pré-exposicao (nadadeira adiposa [N]) e pds-exposi¢do (branquia [B] e figado
[F]). A coluna PM indica o peso molecular de cada banda em pares de base
(pb). O sinal de + (mais) indica presenca da banda e o sinal de — (menos)

indica a auséncia da banda.

Tempo Primer N B F PM(pb) Grupo
Experimental Experimental
6h OPWS8 + - - 1391,2 Al + Ac
OPX6 - + + 886,8 Al + Ac
OPX6 + - - 876,3 Controle-negativo
OPX17 - + + 509,1 Al + Ac
OPX17 - + + 409,2 Controle-negativo
24 h OoPW4 + - - 767,8 Al + Ac
OoPW7 - + + 512,8 Al + Ac
OoPW7 - + + 512,8 Al + Ac
15d OPW9 - + - 848,3 Controle-negativo
OPW9 - - + 469,8 Al*+ Ac
OPW7  + - +  1167,5 Al'+ Ac
OPX17 - + + 507,5 Acidez
Controle-positivo  OPC2 + - - 805 Ciclofosfamida
OPC2 - + + 1279,3 Ciclofosfamida

Al* = concentracdo de 0,05 mg AlLL™

Nas exposi¢cdes agudas de 6h e 24h, observou-se uma tendéncia entre
branquia e figado de mostrarem a mesma variacao no perfil de RAPD, com o
aparecimento e o desaparecimento de bandas ocorrendo igualmente nestes
dois 6rgaos, mas ndo na nadadeira. Esta mesma tendéncia ocorreu no controle

positivo, mas ndo nos animais submetidos a exposicao de 15 d.
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3.2. Teste do cometa

Nas exposi¢cdes agudas (6h, 24h e 96h) e na sub-crbnica (15 dias), a
freqiéncia média de nucledides danificados foi estatisticamente maior (P<0,05)
no controle positivo quando comparado com qualquer outro grupo experimental
(controle-negativo, Ac e Al+Ac), (Tabela 2). No tempo de 6h a média de
nucledides danificados do grupo Al+Ac foi estatisticamente maior do que seu
grupo controle-negativo. Para o experimento de 24h a quantidade média de
nucledides danificados do grupo experimental Ac foi significativamente maior
do que a encontrada para os grupos controle-negativo e aluminio; ainda, o
grupo Ac de 24h mostrou um maior numero de nucleéides danificados (P<0,05)
do que os peixes do grupo Ac (96h), (Tabela 2).

Na Fig. 3 sdo mostrados os escores médios obtidos para os diferentes
tratamentos e tempos experimentais. Todos 0S grupos experimentais
mostraram escores medios estatisticamente menores do que o controle positivo
(P<0,05). Os grupos Al+Ac (6h) e Ac (24h) apresentaram valores de escores
meédios significativamente maiores do que o0s apresentados pelos seus
respectivos grupos controle-negativo. Um valor de escore médio
significativamente maior foi encontrado para o grupo Ac (24h) quando

comparado com o grupo Al+Ac (24h).
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Tabela 2

Média de nucledides observados em cada classe de cometa (0, 1, 2, e 3) e média de nucledides danificados por animal em

eritrocitos de P. lineatus expostos a acidez e ao aluminio em pH &cido, considerando-se o nimero total de animais analisados (N)
para cada tratamento experimental e seus controles positivos e negativos.

Média de Nucleodides nas Classes de Cometas
Tempo
Experimental

* diferente estatisticamente do seu controle-negativo (P<0,05); # diferente estatisticamente do seu grupo acidez (P<0,05); letras

iguais nao diferem estatisticamente entre si (P<0,05);***= o controle-positivo foi estatisticamente maior que todos os demais
tratamentos.
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Fig. 3. Escores médios no ensaio do cometa para P. lineatus expostos aos
diferentes grupos experimentais (controle-negativo, Ac e Al+Ac) sob
tratamentos agudos (6h, 24h e 96h) e sub-cronicos (15dias). As barras

representam os erros padrao.

3.3. Teste do micronucleo

O numero total e a frequéncia média de microndcleos observados em
cada grupo experimental para os testes agudos e sub-crbnicos séo
apresentados na Tabela 3. Os valores nas freqiiéncias médias de micronucleos
tanto para o controle-negativo quanto para os grupos Ac e Al+Ac mostraram-se
extremamente baixos, variando de zero a 0,30. Portanto, as analises
estatisticas ndo revelaram diferencas significativas nas frequéncias médias de
micronucleos para os diferentes tratamentos e nem para os diferentes tempos

de um mesmo tratamento (Tabela 3).
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Frequéncia média de eritrécitos micronucleados obtidos em P. lineatus apés

exposicdes agudas (6, 24 e 96h) e sub-crénica (15 dias) a acidez, aluminio em

pH &cido e controle-negativo.

Tempo

FreqUéncia média de

Experimental Tratamentos N micronucleos
+ Erro Padréo
Controle-negativo 12 0
24h Acidez 11 0
Aluminio+Acidez 12 0,17 +0,11
Controle-negativo 11 0,09 + 0,09
96h Acidez 11 0,18 +0,12
Aluminio+Acidez 11 0,27 + 0,14
Controle-negativo 5 0
15 dias Acidez 10 0,30+ 0,15
Aluminio+Acidez 9 0,22 +0,15
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4. Discussao

O desenvolvimento de novas metodologias e aplicacdo de técnicas mais
refinadas para a avaliacdo da genotoxicidade em oceanos e aguas continentais
sao alvo de varios estudos cientificos (Van der Oost et al., 2003). A utilizac&o
de varias destas técnicas nas ultimas duas décadas tém permitido grandes
avancos na avaliacdo do impacto genotdxico de agentes quimicos e fisicos em
organismos aquaticos (Jha, 2004). No presente estudo a técnica de RAPD, o
ensaio do cometa e teste do MN, foram usados para avaliar o efeito do metal Al
para P. lienatus, uma espécie de peixe com ampla distribuicdo na regido
neotropical.

Vérios estudos que empregaram a técnica de RAPD para a analise do
efeito genotdxico de diferentes compostos sobre diversos tipos de organismos
(ex. peixes, plantas e camundongos) utilizaram entre 6 e 11 primers para a
obtencao dos perfis de RAPD. Desta forma, o nimero de primers utilizados no
presente trabalho encontra-se dentro da amplitude destes estudos. Contudo, as
quantidades de bandas obtidas em tais estudos tém se mostrado bastante
variavel, com uma amplitude de variacdo entre 78 (Zhiyi e Haowen, 2004) a
467 bandas (Enan, 2006). Neste ultimo caso, o elevado numero de bandas
obtido pode ser atribuido as condi¢des distintas de protocolo empregadas pelos
autores, tais como uma menor temperatura de anelamento do primer (36°C),
em comparacdo com o presente trabalho (ex. temperatura de anelamento =
40°C). Sabe-se que quanto menor a temperatura de anelamentos em reagdes
de PCR, menor a especificidade do primer para sitios restritos do DNA,
gerando um maior numero de fragmentos amplificados (Matioli e Passos-

Bueno, 2001).
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Embora seja uma técnica amplamente utilizada em diversos estudos, a
técnica de RAPD tem sido alvo de varias criticas nas ultimas décadas em
virtude da baixa repetibilidade nos perfis eletroforéticos obtidos por diferentes
autores (Ayliffe et al., 1994; Pérez et al., 1998; Rabouam et al., 1999). Contudo,
uma adequada otimizacdo do protocolo de RAPD, incluindo cuidados nas
concentracdes dos reagentes (ex. MgCl,) e condicbes de amplificacdo podem
reduzir significativamente esta falta de repetibilidade (Chiappero e Gardenal,
2001). No presente estudo, devido a uma série de cuidados e testes de
otimizacao, foram alcancados niveis muito satisfatorios de repetibilidade (Figs.
le?2).

Atienzar et al. (2002), ao expor larvas de craca a dois compostos (4-n-
Nonylphenol and 17- estradiol), na comparacéo do grupo experimental com o
grupo controle, detectaram o aparecimento, desaparecimento e, também, a
alteracdo na intensidade de bandas. Segundo estes autores, os efeitos ao DNA
detectados pela técnica de RAPD incluem danos ao DNA (aductos e quebras)
bem como mutacdes (mutacbes de ponto e grandes rearranjos no DNA) e,
possivelmente, outros efeitos em nivel de DNA que podem ser induzidos por
agentes quimicos e fisicos que direta e/ou indiretamente interagem com o DNA
gendmico.

Alteracdes no sitio de anelamento poderiam impedir a ligacdo do primer,
levando a uma perda do respectivo produto de amplificacdo. Alternativamente,
novos sitios de anelamento podem ser gerados por mutacdes no DNA molde
produzindo, deste modo, novos fragmentos (Enan, 2006). Assim, 0 surgimento
de novas bandas, como no caso das bandas OPX6_886,8 (6h), OPW7_512,8

(24h) e OPX17_507,5 (15d) nos DNAs da branquia e do figado (Tabela 1),
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poderia ser devido ao surgimento de novos sitios de anelamento dos primers.
Adicionalmente, o desaparecimento de bandas, a exemplo das bandas
OPW4_767,8 (6h) e OPW4_767,8 (24h), podem estar relacionados a perda de
sitios de ligacdo do primer levando ao desaparecimento de tais bandas.
Segundo Enan (2006), os principais eventos observados apos a exposicao a
metais pesados, foram as variacdes no desaparecimento e aparecimento de
novas bandas.

Lankoff et al. (2006) trabalhando com cultura de células de linfocitos
expostos por 72 h a diferentes concentracdes (4,15 a 103,75 pg de AIClz.mL™)
de aluminio observaram danos genotéxicos dose dependente, que
estabilizaram a partir de 10ug de AICls.mL™. Embora a concentracdo de
aluminio usada no presente estudo seja muito inferior (0,1ug.mL™) &
concentracdo usada por estes autores, deve-se ressaltar que Lankoff et al.
(2006) ndo submeteram as células a um pH acido. De acordo com Stripp e
Trombetta (1994) um decréscimo em uma unidade de pH abaixo de 5,6 resulta
em um aumento de mil vezes na solubilidade do aluminio.

No experimento de 96h, apesar de ter sido detectado alteracbes no
padrdo de bandas dos perfis eletroforéticos de RAPD na primeira amplificacao,
quando foram realizadas as repeticOes tais alteracdes ndo se confirmaram.
Neste caso, € provavel que as alteracBes obtidas na primeira amplificacdo das
amostras sejam decorrentes de uma falta de repetibilidade nos perfis de RAPD
obtidos e ndo a alteracdes do DNA. Rabouam et al. (1999) relatam a incidéncia
de falsas bandas geradas em algumas amplificacbes de RAPD. Um outro
problema que pode também estar relacionado a questbes de procedimento

relaciona-se ao aparecimento e desaparecimento das bandas, a exemplo das



75

bandas OPX17_409,2 e OPX6_876,3 em animais do grupo controle-negativo
(Tabela 1); nestes casos, 0 aparecimento das bandas pode ser devido a algum
possivel problema de contaminacdo da amostra com DNA exogeno, por
exemplo. Segundo Savva (2000), um dos cuidados principais que devem ser
tomados ao se empregar a técnica de RAPD € evitar a contaminagcdo das
amostras por outros DNAs, o0 que resultaria em bandas falsas e uma analise
equivocada.

A falta de alteracdes nos perfis de RAPD de animais expostos durante
96 h aos diferentes tratamentos, em particular ao tratamento de Al+Ac, é dificil
de ser explicada. Talvez, uma explicacao plausivel para este fato seja a de que
0 maior tempo de duracdo do experimento de 96 h em relacdo aos tempos
experimentais (6 h e 24 h) tenha possibilitado a ativacdo de forma mais
eficiente do sistema de reparo de DNA das células dos individuos submetidos
ao estresse do agente causador de danos. Simonato et al. (2006) observaram
uma maior atividade de enzimas detoxificantes (como GST) em P. lineatus
apos 96 h, indicando uma possivel ocorréncia de danos oxidativos as células
do figado destes animais. Stripp e Trombetta (1994) observaram um aumento
significativo na atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) em tecidos de
trutas de ambientes de pH é&cido (4,3 a 5,0) contendo concentracdes de
aluminio variando de 221 a 340 nug.L™; entretanto, além do aluminio outros
metais encontravam-se também presentes nos ambientes estudados. Segundo
estes autores, o aluminio € mais téxico em um pH entre 5,0 e 5,5 aumentando
indiretamente a peroxidacdo de lipidios das membranas causada por outros
metais tais como ferro, alterando assim a integridade da membrana e

provocando varios danos celulares. Deste modo, as alteracdes nos perfis de
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RAPD encontradas no presente estudo podem ser atribuidas a possiveis danos
ao material genético decorrentes da acdo principalmente do aluminio em
ambiente acido (Al+Ac), que estaria ocasionando algum tipo de estresse
oxidativo a 6rgdos como branquia e figado.

Os resultados obtidos com o ensaio do cometa para uma exposicao de
6h ao aluminio em pH acido apontam para danos no material genético dos
animas expostos. Contudo, observa-se que tais danos aparentemente sejam
passiveis de reparo ao longo do tempo, desde que nos demais tempos
experimentais este metal ndo se mostrou genotoxico aos peixes. De forma
similar, Martinez e Célus (2002), fazendo uso do teste de MN para avaliar o
efeito genotdxico do aluminio em P. lineatus, encontraram danos ao DNA no
tempo de 24h e auséncia de danos em animais expostos ao Al em intervalos
de 48h, 72h e 96h. Segundo Vanzella (2006), em testes de MN, a exposicao de
24h é o melhor tempo experimental para detectar danos genotoxicos em P.
lineatus, pois neste intervalo de tempo as lesdes celulares ocorridas nao foram
reparadas. Como discutido acima, de forma diversa aos resultados obtidos com
0 ensaio do cometa, a técnica de RAPD revelou danos ao material genético de
P. lineatus em animais expostos a um maior nimero de tempos experimentais
(6h, 24h e 15d). Tal fato pode ser devido as diferencas inerentes aos dois tipos
de metodologias, pois no caso do RAPD pequenas alteracées nos sitios de
ligacdo dos primers (ex. mutacdo de ponto) podem resultar em altera¢cées nos
perfis de eletroforéticos (Williams et al., 1990; Atienzar et al., 2002); enquanto
que, 0 ensaio do cometa evidencia quebras primérias na fita de DNA (Singh et

al., 1988).
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Estudos que avaliam os efeitos genotdxicos de metais em diferentes
espécies de peixes tém investigado, principalmente, a acdo de metais pesados
sobre tais organismos (Sanchez-Galan et al., 1999; Cestari et al., 2004; Cavas
et al., 2005; Matsumoto et al., 2006).

Alguns trabalhos tém mostrado que diferentes espécies de peixes
apresentam niveis variados de sensibilidade a determinados compostos,
incluindo metais. Ou mesmo que, uma mesma espécie pode apresentar niveis
distintos de sensibilidade a diferentes compostos (Sanchez-Galan et al., 1999;
Martinez e Colus, 2002; Rodriguez-Cea et al., 2003). Vanzella (2006),
empregando os ensaios do cometa e MN, detectou um acentuado efeito
genotdxico da fracdo soluvel do 6leo diesel sobre P. lineatus. Martinez e Colus
(2002) comparando o efeito dos metais aluminio e chumbo para esta mesma
espécie de peixe observaram que o chumbo mostrou-se muito mais genotéxico
para P. lineatus. Assim, embora P. lineatus se mostre em alguns estudos uma
espécie sensivel a alguns agentes estressores (Martinez e Colus, 2002;
Martinez et al., 2004; Simonato et al., 2006; Vanzella, 2006), as condi¢cbes
utilizadas no presente trabalho se mostraram pouco genotdxicas para esta
espécie.

Poléo et al. (1997) em um trabalho utilizando o aluminio em pH &cido,
nao atribui toxicidade ao pH 5,0 quando considerado de forma isolada. Porém,
tem sido sugerido que condi¢des de pH baixo podem ocasionar o0 aumento nos
niveis de estresse oxidativo para alguns organismos aquaticos, embora 0s
mecanismos envolvidos nos efeitos de variagbes de pH na geracéo de radicais
livres ainda ndo estejam totalmente compreendidos (Bagnyukova et al., 2006).

Estes autores mostraram que alteracdes de pH resultaram em um aumento das
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proteinas carbonilicas (indicadoras de danos oxidativos) no figado e no rim de
Carassius auratus (peixinho dourado). Trabalhos na literatura mostram que o
estresse oxidativo, resultante da producédo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (ERO) ou diminuicdo nas defesas atioxidantes dos organismos, pode
causar danos ao material genético (Picada et al., 2003). Assim, no presente
estudo, os danos genotoxicos evidenciados tanto pelo ensaio do cometa
(Figura 3), quanto pela técnica de RAPD (Tabela 1) para individuos de P.
lineatus do grupo acidez, podem estar refletindo danos ao DNA resultantes do
estresse oxidativo causado pela propria acidez do meio.

O teste do micronucleo € normalmente empregado para deteccao de
danos cromossomicos do tipo clastogénese e aneugénese e danos no fuso
mitotico de eucariotos (VILLELA et al., 2003). Assim, as baixas frequiéncias de
MN detectadas no presente trabalho sugerem que tais tipos de danos
causados ao DNA de P. lineatus ndo devem ter ocorrido nas condi¢cdes
utilizadas no presentes estudo. Valores de freqiéncia de MN similares foram
observados também por Martinez e Colus (2002) para P. lineatus expostos ao
mesmo metal.

Por fim, os resultados encontrados indicam que nas condi¢oes
empregadas no presente trabalho, o Al se mostrou pouco genotdxico para a
espécie estudada. Tais resultados indicam que o nivel de 0,1 mg.L* de
aluminio dissolvido estabelecido pela resolucdo CONAMA 357 (2005) para rios
e lagos brasileiros pode ser considerado seguro para P. lineatus no que se
refere a danos genéticos para esta espécie. Contudo, entre as principais
ameacas aos ambientes aquaticos, esta a chuva &cida e seus efeitos

associados sobre a biota aquética (Stripp e Trombetta, 1994). No Brasil,
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algumas regides apresentam o0s corpos d’agua com caracteristicas de maior
acidez, a exemplo de alguns rios da Amazobnia. Assim, estudos que
investiguem a acdo do aluminio e outros metais em ambientes com diferentes
condicbes de pH tornam-se necessarios para uma maior compreensao do

efeito de metais em meios acidos em espécies de peixes neotropicais.
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6. Conclusodes

e Nas condicdes experimentais avaliadas, o aluminio mostrou-se pouco
genotoxico para P. lineatus.

e Nas condi¢des avaliadas observou-se uma tendéncia de animais expostos
ao ensaio agudo de 6h mostrarem um maior nimero de danos no material
genético.

¢ A metodologia de RAPD mostrou-se eficaz na deteccdo de danos ao DNA
de P. lineatus expostos ao Al em pH &cido.

e A técnica de RAPD mostrou-se uma técnica sensivel para deteccao de
alguns danos ao material genético eventualmente ndo detectados por

outros ensaios usados em genética toxicoldgica.
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