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RESUMO

A radiacio ultravioleta (UV) é uma pequena porgdo da radiacio total recebida do sol. E
subdividida em UVA (entre 315 ¢ 400nm), UVB (entre 280 ¢ 315nm) e UVC (entre 100 e
280nm). Segundo o Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), a intensidade de
radiacdo UV depende de uma série de elementos, entre eles posi¢do geografica; quanto mais
proximo do Equador, maiores serdo os niveis de radiacdo ultravioleta. Assim, a Amazdnia, por
estar localizada na regido equatorial, recebe uma maior quantidade de radiagdo UV do que
regides temperadas e polares. A¢cdes do homem na Amazdnia, como o desmatamento e as
queimadas fazem com que os corpos d’agua fiquem mais expostos a esse tipo de radiagdo. A
penetragdo da radiacdo UV na agua esta relacionada a quantidade de material sobre a agua e a
quantidade de carbono orgéanico dissolvido na mesma. Desta maneira, animais que vivem em
ambientes oligotroficos, aguas claras, com baixa profundidade, baixa concentragdao de oxigénio
dissolvido e, ainda, quando vém até a superficie respirar, tornam-se mais vulneraveis a
radiacdo UV. Colossoma macropomum (tambaqui) quando em hipoxia, pratica respiragdo na
camada superficial da coluna d'dgua e o Arapaima gigas (pirarucu) possui respiracdo aérea
obrigatoria, que o obriga a vir a superficie em intervalos regulares para respirar oxigénio
atmosférico, ficando assim mais expostos a radiacdo UV. Esse estudo avaliou o efeito
genotdxico e mutagénico da radiagdo UV por meio do Ensaio Cometa (EC) e Micronucleo
(MN) em exemplares de tambaqui e pirarucu jovens. Tambaquis foram expostos a diferentes
doses de radiagao UVA e UVB por diferentes tempos, com o objetivo de avaliar a sensibilidade
desta espécie; os exemplares de pirarucu foram expostos somente por 4h (120,96 J/cm> UVA +
259,20 J/em® UVB). As radiagdes UVA e UVB induzem principalmente dimeros de timinina
no DNA, assim como geram danos oxidativos. Nosso estudo demonstrou que a radiagio UV
causou genotoxicidade pela anélise de danos ao DNA detectada pelo EC em ambas as espécies
de peixes. Foi observado dose resposta para o tambaqui, sendo que quanto maiores as doses e
quanto maior foi o tempo de exposi¢do, maior o dano ao DNA. Nossos resultados em relagao
as classes de danos do EC mostraram que, quanto maior o tempo de exposi¢ao a radiacao UV,

mais danos classe 4 foram observados para ambas as espécies. Os danos tipo 4 detectados
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foram de 18% e 31% para os eritrocitos de tambaqui, normdxia e hipoxia, respectivamente, e
11% para os eritrocitos de pirarucu. A classe 4 de danos apresenta associacdo com as lesdes do
tipo quebra de cadeia dupla de DNA. Quando comparadas as condi¢des de hipoxia e normoxia
do tambaqui, hipéxia demonstrou causar maiores indices de danos ao DNA. Para o MN,
somente a dose maxima (120,96 J/cm2 UVA + 259,20 J/cm2 UVB) de radiagdo UV induziu
mutagenicidade no tambaqui tanto em normodxia como em hipdéxia em relacdo ao grupo
controle. Foi observado uma redugao de cerca de trés vezes dos danos de DNA (EC) apos ter
cessado a exposicdo a UV por 24h, demonstrando reparo celular. Quando comparadas as
espécies entre si, o tambaqui teve um nivel basal de danos para ambos os testes, Ensaio
Cometa e Micronticleo, maior do que o pirarucu, mostrando que o pirarucu estd mais adaptado
a este tipo de genotoxicidade, possivelmente pelo seu historico evolutivo. Os resultados nos
levaram a concluir que o Ensaio Cometa e o Teste de Micronucleos se complementam para o
estudo em questdo, acarretando uma classificacdo de diferentes "end points" de avaliacio
genotoxica, e ressaltando a importdncia de manter uma combinacdo de testes para melhor
discernimento da mutagenicidade e genotoxicidade causada pela exposicao a radiagao UV.
Finalmente, o tambaqui e o pirarucu revelaram sensibilidade suficiente para tornarem-se

monitores efetivos de riscos bioldgicos na regido Amazonica.
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1. INTRODUCAO

1.1 RADIACAO ULTRAVIOLETA

A radiagdo solar esteve e esta presente durante a evolugdo dos organismos. Uma parte
destes organismos ja esta adaptada a certos comprimentos de onda do espectro solar que atinge
a superficie terrestre, mesmo considerando os efeitos adversos de parte da radiagdo solar.
Mudangas na composi¢do da atmosfera terrestre (presenga de poluentes, CO,, 0zonio, etc.)
resultam em alteracdes do espectro solar que atinge o solo, incluindo a radiagdo ultravioleta
(WINCKLER & FIDHIANY, 1996).

Durante os ultimos vinte anos, foi observada uma redu¢do gradual da espessura da
camada de ozoOnio, principalmente nas latitudes médias e altas, atribuida a compostos quimicos
resultantes das atividades humanas. Esta reducao aumenta em regra geral, na direcdo dos polos
e com maior intensidade no chamado buraco de Ozonio da Antartica (MAIA & FRANCA,
2003). Isto quer dizer que, com a diminuicdo da prote¢do proporcionada pelo ozoénio, a
superficie terrestre, incluindo os corpos d’agua, fica mais vulnerdvel a acdo da radiacdo
ultravioleta. Segundo estudos divulgados nos ltimos meses, a temperatura global subira até
trés graus Celsius até 2100, devido a emissdes de gases do efeito estufa (WILLIAMS, et al.,
2007).

O sol emite uma ampla faixa de radia¢do eletromagnética, sendo que os comprimentos
de onda de maior interesse ecologico abrangem as faixas do ultravioleta, do visivel e do

infravermelho (ESTEVES, 1998) (Figura 1).

s0m LUZVISIVEL 602m

Lltravioleta Infravermalha

Figura 1. Espectro eletromagnético solar que atinge a superficie terrestre (CAPELLA, 2003).

13



A radiacdo UV ¢ apenas uma pequena parte do espectro solar: seu valor corresponde a
8,7% da radiacdo emitida pelo sol e localiza-se entre os comprimentos de ondas de 100 e
400nm do espectro eletromagnético (CALDWELL et al., 2003). Em 1932, foi recomendado
por vérias institui¢des internacionais, entre elas a Commission Internationale de 1'Eclairage
(CIE), que o espectro ultravioleta fosse dividido em trés subregides: UVA entre 315 e 400nm,
UVB entre 280 ¢ 315nm e UVC entre 100 e 280nm (Figura 2).

A radiacdo UVC corresponde a cerca de 1% da emissdo solar e ndo atinge a superficie
terrestre devido a forte absor¢ao pelo oxigénio (O;) e pelo ozonio (Os) estratosférico. A
radiacdo UVB ¢ mais energética, corresponde a 1,5% da energia total do sol, tendo o maior
efeito biologico na superficie terrestre. A radiacio UVB ¢ fortemente absorvida pelo O3
estratosférico, mas uma parcela significativa ainda atinge a superficie terrestre. Por fim, tem-se
a radiagdo UVA, que compreende aproximadamente 6,3% da emissao da energia total do Sol.
A absorcdo pela atmosfera ¢ muito fraca e, em conseqiiéncia, a maior parte da radiacdo atinge o

solo (FREDERICK & LUBIN, 1994).

ULTRAVIOLETA, LUZ VISIVEL INFRAVERMELHD

100 280 315 400 700 OTRINEO S oy

Figura 2. Espectro eletromagnético (Agéncia de Protecdo contra Radiagdo do Governo

Australiano, 1999).

Na faixa de 280 a 315nm, a intensidade de radiacdo cresce rapidamente, apresentando,
portanto, uma intensidade maior em 315nm do que em 280nm. No entanto, a sensibilidade
bioldgica se comporta ao contrario, isto é, ela ¢ maior em 280nm, decrescendo rapidamente

para o lado de 315nm. E esta variacio da sensibilidade bioldgica que é chamada de espectro de
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acdo, ou espectro de sensibilidade biologica. O espectro de agdo, faixa UVB, € que interfere
nos sistemas biologicos causando desequilibrios (KIRCHHOFF, 2003).

O Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) utiliza uma medida de intensidade
da radiagdo ultravioleta (indice ultravioleta — IUV) de risco para os seres vivos. O IUV ¢
apresentado como um numero inteiro. De acordo com recomendacdes da Organizagdo Mundial
da Saude, esses valores sdo agrupados em categorias de intensidades, conforme observado na

Figura 3.

CATEGORIA INDICE ULTRAVIOLETA

MODERADO 3Jas

EXTREMO Maior que 11

Figura 3. Medida de Intensidade da radiagao ultravioleta (INPE, 2006).

Segundo o INPE, a intensidade da radiagdo ultravioleta depende de uma série de
elementos, como concentracdo de ozonio, altitude, hora do dia, estacdo do ano, condigdes
atmosféricas, tipo de superficie e posicdo geografica da localidade. Quanto mais préoximo do
Equador, maiores serdo os niveis de radiacdo ultravioleta. Assim, a AmazoOnia, por estar
localizada na regido equatorial, recebe uma maior quantidade de radiagdo UV do que regides
temperadas e polares.

Ao atravessar a atmosfera terrestre, parte da radiacao solar ¢ absorvida ou refletida nas
particulas de poeira, gases e vapor d’agua, resultando em uma radiacdo chamada difusa. Deste
modo, sobre a superficie da terra incide uma radiacdo direta e uma radiagdo difusa, e as
porcentagens de cada uma delas dependem principalmente da composi¢cdo da atmosfera. Na
superficie dos corpos d’agua, portanto, chegam a radiagdo que incide diretamente e a radia¢ao

difusa da atmosfera. A primeira constitui-se na principal fonte de energia para os ecossistemas
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aquaticos continentais, embora a radiacdo difusa possa variar de 8 a 100% da radiagdo total,
dependendo da nebulosidade e da posi¢do relativa do sol. Ao penetrar na coluna d’agua, a
radiacdo UV ¢ submetida a profundas alteracdes, tanto na sua intensidade quanto na qualidade
espectral. Estas alteracdes dependem de varios fatores; dentre eles destacam-se a concentracao
de material dissolvido e a concentragdo de material em suspensdo (ESTEVES, 1998).

Quando atinge a superficie, a radiagdo UV exerce diversos tipos de efeitos sobre os
seres vivos. Dentre esses efeitos, podem ser destacados a atenuagao do crescimento de lavouras
e frutos (CALDWELL et al., 2003), a diminui¢do da producio de fitoplancton (HADER et al.,
2003), os canceres e mutagdes genéticas em peixes e anfibios (TIEGTE et al., 2001).

A luz UV foi inicialmente caracterizada por J. W. Ritter em 1801 e, em 1877, tem-se o
primeiro relato de morte de bactérias por luz solar devida aos comprimentos de onda mais
curtos da luz UV (KOLLER, 1952). Vale ressaltar que neste periodo da histoéria humana, a

natureza do material genético ainda ndo era conhecida.

1.2 EFEITOS DA RADIACAO ULTRAVIOLETA SOBRE OS SERES VIVOS

A radiacdo UV, além de exercer efeitos benéficos e essenciais a vida, como a sintese de
vitamina D3, fundamental para as fung¢des osteoblastica e paratiredides, favorecer a circulagdo
sanguinea, e atuar no tratamento de algumas dermatoses (WEBB & HOLICK, 1988), produz
efeitos bioldgicos indesejaveis.

O efeito biologico da radiacdo UV ¢ dependente do comprimento de onda (PARISI &
WONG, 2000; SALO et al., 2000; UPTON, 2000) e pode ser classificado em cinco categorias:
(1) efeito sobre as moléculas do citoplasma; (2) efeito sobre o ntcleo; (3) efeito sobre o tecido;
(4) efeito sobre o organismo; e (5) efeito sobre o ecossistema. Os maiores efeitos da radiacdo
UV ocorrem em nivel molecular e incluem: (1) alteragdes dos receptores de membrana e
moléculas do citoplasma (SCHWARTS, 1998; ANWAR & MOUSTAFA, 2001;
ARMSTRONG et al., 2002); (2) modificagdes no DNA e fatores de transcricio no nivel
celular (KAWEEWAT & HOFER, 1997; SOMOSY, 2000); (3) mudangas funcionais e
morfoldgicas, no nivel tecidual (PENNEYS & LAGUETTE, 1998); (4) imunossupressao,
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cancer de pele, disfuncdes fisiologicas e bioquimicas, no nivel do organismo (SALO et al.,
2000); e, por fim, (5) no nivel de ecossistema, modificacdo da cadeia alimentar (CALDWELL
et al., 1998; HADER et al., 1998; ROZEMA et al., 2002).

Alguns efeitos merecem destaque, como o efeito molecular. As radiacdes UV ndo sdo
capazes de ejetarem os elétrons da camada eletronica e sdo ditas ndo ionizantes (no contexto
bioldgico). Os efeitos dessas radiagdes nos organismos nao sdo menos perigosos pelo fato de
ndo provocarem ionizagdes, pois elas ndo atuam somente em nivel atdbmico, como acontece
com as radiagdes ionizantes, mas também atuam em nivel molecular quando interagem com a
molécula de DNA (SCHABERLE & SILVA, 2000). A primeira relacdo entre danos causados
pela radiacdo UV e os 4cidos nucléicos surgiu em 1941, quando Hollaender et al. (1986)
associaram os comprimentos de onda causadores de lesdes com mudancas na taxa de
absorbancia espectral dos acidos nucléicos.

Setlow (1961) descreveu os principais tipos de lesdes que a radiagdo UV produz, ou
seja, os dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) e dimeros de (6-4) pirimidina-pirimidona (
6-4 fotoprodutos), pela ligagdo covalente de duas pirimidinas adjacentes. A formac¢dao dos
CPDs acontece de forma muito mais abundante entre as timinas do que entre as citosinas, ou
seja, a formagdo de dimeros do tipo T-T ¢ significativamente maior do que os do tipo C-C.
Dependendo da forma isdmera em que esses dimeros se encontram, podem ocorrer grandes
distor¢des na hélice de DNA, o que acarreta na parada obrigatoria da replicag@o. Isso acontece
devido a um impedimento de adicdo de base para a formagdo de pontes de hidrogénio estaveis.
A lesdo do tipo fotoproduto 6-4 ¢ produzida pela ligacdao entre o carbono (C) da posigao 6 de
uma timina com o C da posi¢do 4 da timina adjacente. Este tipo de fotoproduto ¢ muito mais
abundante entre as citosinas do que entre as timinas. Entretanto, quando as citosinas
encontram-se metiladas na posi¢do C-5, ndo hd formagdo do 6-4 fotoproduto. O fotoproduto
ocasiona também uma grande distorcao na dupla hélice do DNA (HENRIQUES & SAFFI
2003). Os CPDs, dano de DNA tipico da radiagio UVB (280-315 nm) (SINHA & HADER
2002; CADET et al, 2005), tém sido encontrados em quantidades significantes na pele

humana exposta a radiagdo UVA (315 - 400nm) e estd diretamente relacionada ao cancer de
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pele (COURDAVAULT et al., 2005; MOURET et al., 2006). Danos oxidativos também sdo
induzidos pela radiagdo UVA (MOURET et al., 2006).

A evolucao se encarregou de selecionar diferentes estratégias para minimizar os efeitos
deletérios das lesoes induzidas no DNA. O primeiro tipo de reparo de DNA caracterizado foi a
reversdo direta da lesdo. Neste caso, uma enzima especifica ¢ capaz de reconhecer a lesdo e
reverté-la ao seu estado normal em uma unica reagdo, sem que seja necessaria a sua remog¢ao
do DNA. As fotoliases sdo enzimas envolvidas na fotoreativacdo. Elas sdo capazes de
reconhecer especificamente as lesdes induzidas pela luz UV (CPDs e 6-4 fotoprodutos) e se
ligar a elas formando um complexo. Apods a absorcdo de um foton de luz (300 - 500nm), a
fotoliase ¢ capaz de quebrar a ligagdo covalente entre as pirimidinas adjacentes, revertendo a
lesdo. Esta via de reparo dependente de luz ¢ bastante eficiente ¢ homologos das enzimas
fotoliase CPD e 6-4 sdao encontrados em diversos organismos, como bactérias, peixes, insetos
(TODO, 1999).

Outra via de reparo bem estudada ¢ o reparo por excisdo, também conhecido como
“reparo escuro”, que foi descrita pela primeira vez por SETLOW & CARRIER, (1962; 1963; ¢
1964), com a observagao de que haveria um mecanismo independente de luz, capaz de remover
lesdes no DNA. Neste processo, a base lesada ¢ retirada e substituida por uma normal apds sua
remog¢ao do genoma. O reparo por excisdo pode ser dividido em reparo por excisdo de bases
(BER) e reparo por excisao de nucleotideos (NER).

O BER ¢ caracterizado pela excisdo unica e exclusivamente da base lesada. Uma série
de enzimas denominadas DNA-glicosilases reconhecem a lesdo e promovem a hidrodlise da
ligacdo N-glicosil, que liga a base ao esqueleto de fosfato-acicar do DNA. Como
conseqiiéncia, temos um sitio abasico que ¢ reconhecido por uma AP-endonuclease, capaz de
produzir quebras na ligagdo fosfodiester a 5 ou 3’ do sitio basico (SATOH & LINDAHL,
2004). O NER, mais geral e flexivel, € capaz de reconhecer e reparar um grande nimero de
lesbes nao necessariamente relacionadas estruturalmente. Neste caso, as lesdes sao
reconhecidas ndo pela sua natureza quimica, mas pelo grau de distor¢do promovido na hélice
de DNA. Essas lesoes incluem dimeros de pirimidina e 6-4 fotoprodutos (citosina-timina),

timina-glicois, adutos gerados por psoralenos fotoativos, purinas-cisplatinas, agentes
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alquilantes, e adutos formados por carcindgenos policiclicos como o acetilamino-fluoreno,
além de pontes intercalantes (HENRIQUES & SAFFI, 2003). O NER ocorre quando a remocao
da base defeituosa ¢ feita pela incisao endonucleolitica nos dois lados da lesdo, com liberacao
dos nucleotideos, seguida pelo preenchimento da regido por acdo da DNA-polimerase. As
principais etapas deste processo de reparacdo compreendem: reconhecimento da lesdo, incisao
do dano (3° e 5’), excis@o do dano (em torno de 24 a 32 nucleotideos), sintese de reparacao
(ressintese de DNA) e ligacdo (HENRIQUES & SAFFI, 2003).

O efeito biologico da radiacdo UV em nivel tecidual também merece destaque - sobre
os seres humanos a radiagdo UV exerce uma série de efeitos nocivos, tais como, queimaduras,
envelhecimento precoce, deplecdo do sistema imunoldgico, catarata e diversos tipos de
canceres de pele (DIFFEY, 1991). Unna (1894) foi o primeiro pesquisador a descrever a
relacdo entre a exposicao solar e o cancer de pele. Na pele de humanos, a radiagdo UV ¢
absorvida por diferentes camadas e depende do comprimento de onda (REICHRATH, 2006).
Os raios UVB sdo quase todos absorvidos pela epiderme, mas somente 30% conseguem
penetra-la onde sdo parcialmente absorvidos pelos queratindcitos e melanina, € somente 10%
alcancam a parte superior da derme. Os raios UVA s3o mais abundantes do que os UVB, 80%
alcancam a derme e 2% atingem a derme profunda. Em contraste com o que ocorre com 0s
raios UVB, o vidro e alguns tecidos ndo representam uma barreira efetiva contra os efeitos
maléficos da radiagdo UVA, que ndo sdo visiveis imediatamente. Por isso, os raios UVA sdo
muito perigosos (FONSECA et al., 2005).

A radiacao UV ¢ capaz de penetrar nas sucessivas estruturas oculares a partir da cornea,
numa relagdo diretamente proporcional ao seu comprimento de onda. Parte da radiacio UVB
consegue atingir o cristalino e apenas uma quantidade muito reduzida alcanca a retina. Os raios
UVA penetram mais profundamente no olho, a cornea apresenta elevada transmitancia a esse
comprimento de onda, de forma que o cristalino assume a fung¢do principal de absorver a maior
parte da UVA. Dos raios UV remanescentes que conseguem atingir a retina, ocorre um
predominio da radiacdo UVA em relacdo ao UVB (FONSECA et al., 2005).

Em plantas, a radiacdo UV causa estresse foto-oxidadativo em todos os compartimentos

celulares, além de outros efeitos que ja foram observados (JANSEN ef al., 1998). Estudos
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recentes com plantas tém demonstrado um aumento na producao de pigmentos de fotoprotegao,
como carotendides e flavondides, quando expostas a radiagdo UV. As plantas, nestes
ambientes, possuem dois principais mecanismos de protecdo: (1) o reparo; e (2) o acumulo
destes pigmentos no tecido mesofilico (SCHMITZ-HOERNER & WEISSENBOCK, 2003).

O efeito da radiagdo UV sobre os ecossistemas aquaticos estd diretamente relacionado
com a profundidade e quantidade de particulas em suspensdo presentes nos corpos d’dgua. Na
comunidade aquatica, a intensidade de radiacdo diminui com a profundidade. No entanto,
animais que necessitam ficar na parte superficial da dgua, como o fitoplancton e peixes de
respiragdo aérea obrigatoria, sofrem a influéncia direta desta radiagdo (KIRCHHOFF, 2003).

Para os peixes, o aumento da mortalidade ¢ a conseqiiéncia mais prejudicial do excesso
de exposi¢ao a UVB. O papel da radiagdo UVA como um agente ambiental nocivo tem sido
pouco estudado, apesar de ser o principal componente da radiagdo ultravioleta solar. Contudo,
alguns estudos recentes sobre os efeitos negativos da UVA indicaram que o longo periodo de
exposi¢ao a esta radiacdo afeta o desempenho metabdlico e a sobrevivéncia, como observado
em exemplares de acara zebra, Cichlasoma nigrofasciatum, por WINCKLER & FIDHIANY
(1996), e a elevada mortalidade de ovos como observado na exposi¢do in situ de individuos de
perca amarela, Perca flavescens, por WILLIAMSON et al. (1997).

Os peixes produzem uma substancia denominada guanina ou melanina na sua pele.
Estas substancias apresentam maxima absor¢do entre 291.8 e 292.8nm e sdo produzidas para
prevenir os danos causados pela radiagdo UV. Sendo assim, esta radiagdo ¢ completamente
absorvida ou refletida pela melanina ou guanina, ndo afetando os 6rgaos internos. Somente em
larvas, transparentes, a radiagdo pode causar lesdes a Orgdos internos (KAWEEWAT &
HOFER, 1997).

Algumas espécies de peixes também ja foram estudadas em relagdo ao reparo celular
que ocorre a partir de danos de radiacdo UV. Vetter ef al. (1999) estudaram, por exemplo, os
danos causados a0 DNA pela radiagdo UVB (280 - 320nm) e a capacidade de reparo de larvas
de anchova, Engraulis mordax, coletadas em diferentes profundidades e tempos. Os resultados
indicam um aumento rapido dos CPDs durante a manha e uma diminui¢do dos CPDs a noite, e

estes danos foram reparados até a manha seguinte. Outras espécies também ja foram estudadas,
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como Xipho signum (MITCHELL et al., 2004) e Carassius auratus (WIEGAND et al., 2004),

e apresentam resultados similares.

1.3 PEIXES COMO BIOINDICADORES

Para investigacdo in situ dos efeitos mutagénicos monitoramento ambiental), ha um
crescente interesse no desenvolvimento de bioindicadores (MINISSI et al., 1996; LEMOS et
al., 2007). Diversos bioensaios com peixes, tanto in vivo quanto in vitro, vém sendo usados
como sistemas modelo para estudos bioquimicos, toxicoldgicos e de desenvolvimento. Os
peixes respondem de forma similar aos mamiferos em bioensaios, como aqueles que analisam a
resposta bioquimica a agentes quimicos, como danos oxidativos em hepatocitos. As vantagens
do uso de peixes como organismos modelo incluem a facilidade com que essas espécies podem

ser mantidas em laboratdrio e expostos a agentes quimicos (SILVA et al., 2003).

Organismos aquaticos como peixes acumulam poluentes diretamente da 4gua
contaminada e indiretamente pela ingestdo de organismos aquaticos contaminados. Poluentes
genotoxicos ameacariam nao apenas Os organismos aquaticos, mas também o ecossistema

aquatico e finalmente, o homem, que se alimenta de peixes.

Diferentes testes tém demonstrando a eficiéncia de peixes no biomonitoramento. O
teste de micronucleos tem sido usado em peixes para acessar a genotoxicidade de aguas sob
condig¢des laboratoriais e de campo (DE FLORA et al., 1993; AL-SABTI, 1995; AL-SABTI &
METCALFE, 1995; MATSUMOTO & COLUS, 2000; OLIVEIRA, 2003; RUSSO et al.,
2004; ANDRADE et al., 2004a; VANZELLA et al., 2007). Este teste, em peixes, tem
potencial para detec¢do de substincias clastogénicas no ambiente aquatico. Uma vez que os
eritrocitos de teledsteos sdo nucleados, micronucleos tém sido descritos em eritrocitos de
peixes como uma medida da atividade clastogénica. Varios estudos tém mostrado que
eritrocitos periféricos de diferentes espécies de peixes tém uma alta incidéncia de micronucleos

apos a exposicao a diferentes poluentes, sob condi¢cdes de campo e laboratorio (AL-SABTI &
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METCALFE, 1995; MINISSI ef al., 1996; AYLLON et al., 2000; GRISOLIA & STARLING,
2001; BOMBAIL et al., 2001; ANDRADE et al., 2004b; VANZELLA et al., 2007).

Outro teste que vem se destacando, conforme dados da literatura sobre monitoramento
genotoxico em organismos aquaticos, ¢ o ensaio cometa. ANDRADE et al. (2004b) realizaram
um estudo utilizando peixes como bioindicadores e o ensaio cometa como biomarcador.
Diferentes concentragdes de metil metanosulfonato (MMS) em diferentes temperaturas (25°C e
37°C) foram utilizadas, sendo o objetivo avaliar a sensibilidade de duas espécies de peixes
(tainhas e bagres) em relagdo as doses e a temperatura. Uma clara dose-resposta quanto ao
dano ao DNA ocorreu tanto para tainhas quanto para bagres, tanto para as doses de MMS,
quanto para o tempo de exposicao.

Viérios outros estudos demonstram o potencial do ensaio cometa para detectar quebras
das fitas do DNA em células de peixe, induzidas por uma gama de genotoxicos (NACCI et al,
1996; MITCHELMORE & CHIPMAN, 1998; COTELLE & FERARD, 2003; KAMMANN ef¢
al., 2000; LEE & STEINERT, 2003; FRENZILLI et al, 2004, VANZELLA et al., 2007).
Alguns estudos utilizam a combinacao de diferentes testes. Com a preocupacao de investigar a
relacdo entre contaminacdo aquatica e efeitos genotoxicos, Akcha et al. (2003) realizaram um
estudo in situ com o peixe Limanda limanda, coletado em diferentes locais no Canal Inglés
(sudeste da Franca) conhecido por estar contaminado por hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs) e bifenil policlorado (PCB). Adutos de DNA no figado e quebras de DNA
em células sanguineas foram determinados pela técnica Post-labelling e pelo ensaio cometa,
respectivamente. Com os dados do ensaio cometa, dois grupos de locais que parecem estar de
acordo com os niveis de polui¢do foram distinguidos. Ja os resultados dos niveis de adutos nao
apresentaram diferencas significativas entre os locais.

Outros autores, em diferentes ambientes aquaticos, demonstraram, em condi¢des
variadas, a eficiéncia do teste de microntcleos e ensaio cometa no biomonitoramento
(PANDRANGI et al., 1995; MINISSI et al., 1996; DEVAUX et al., 1998; BOMBALIL et al.,
2001; RAJAGURU et al., 2003). Estes resultados indicaram, acima de tudo, uma estreita
relacdo entre a freqliéncia de microntcleos e danos no DNA com a qualidade da agua dos

ambientes analisados, comprovando, desta forma, a importancia e a adequagdo do emprego de
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bioensaios de genotoxicidade para avaliagdo de sistemas aquaticos sujeitos aos impactos da
poluicdo de origem urbana.

Muitas espécies de peixes tém demonstrado ser bons bioindicadores de poluicdo em
estudos in situ: Barbus plebejus (MINISSI et al., 1996), Oncorhynchus mykiss (RODRIGUEZ-
CEA et al., 2003) Carassius sp, Zacco platypus, Leiognathus nuchalis e Ditrema temmincki
(HAYASHI et al., 1998), Salmo trutta, Anguilla anguilla, Phoximus phoximus (RODRIGUEZ-
CEA et al., 2003).

Na Amazonia, o tambaqui, Colossoma macropomum, vem sendo utilizado como
organismo biomonitor (BRUST & PINTO 2005; ARAUJO et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2005). Estudos comprovam que a exposi¢do de juvenis de tambaqui ao petréleo e ao
dispersante em combinacao ao petrdleo desencadeia alteracdes nos niveis de glicose sangiiinea,
de lactato plasmatico, na concentragdo de hemoglobina e na porcentagem de hematocitos
(ARAUJO et al., 2005). Até o momento, ndo foram registrados estudos utilizando o pirarucu,

Arapaima gigas, como organismo biomonitor.

1.4 ORGANISMOS BIOINDICADORES

1.4.1 Colossoma macropomum (Cuvier, 1818)

A espécie Colossoma macropomum (Figura 4), conhecida na Amazdnia por tambaqui,
pertence a ordem Characiformes, familia Serrasalmidae. E uma espécie de peixe nativa da
bacia amazonica e possui alto valor comercial, sendo muito apreciada pela populagdo local.
Pode atingir at¢ um metro de comprimento e chegar a 30 kg de peso (GOULDING &
CARVALHO, 1982; GOULDING, 1993; ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998). No
ambiente natural, o tambaqui ¢ onivoro com tendéncia zooplanctofago, na fase jovem, e
frugivoro exclusivo, quando adulto (SAINT-PAUL, 1984). FREEMAN (1995) considerou o
tambaqui como o principal frugivoro da varzea. Isto foi confirmado por SILVA (2003b), ao
analisar o trato digestorio desta espécie, sugerindo que o zooplancton s6 é consumido em uma

época especifica do ano, quando os frutos ndo estdo disponiveis.
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SILVA et al. (2003b) concluiram que pelo menos 133 espécies de arvores produzem
frutos e sementes consumidos durante a enchente dos rios, sendo encontrados inteiros ou
triturados no conteudo estomacal. A grande disponibilidade de frutos e sementes leva a espécie
a incluir em sua dieta uma mistura destes para conseguir melhor equilibrio de proteina,

carboidratos, gorduras e vitaminas (ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998).

Figura 4. Exemplar juvenil de Colossoma macropomum (tambaqui)

Em cativeiro, aceita racdo, o que, em conjunto com sua rusticidade, faz da espécie uma
das mais utilizadas na piscicultura na regiio (ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998). O
tambaqui, quando exposto a hipoxia, apresenta como adaptagdo o desenvolvimento do labio
inferior, que serve para capturar o oxigénio presente na lamina superficial da coluna d'dgua.
Com o retorno das condi¢des normais de oxigénio dissolvido na &gua, essa adaptacdo
morfoldgica regride (BRAUM & JUNK, 1982; ALMEIDA-VAL & VAL, 1995).

O tambaqui ¢ uma espécie de facil manuseio e manuten¢do em laboratorio. Aspectos da
sua fisiologia, genética, bioquimica e ecologia ja foram descritos na literatura especializada
(TEIXEIRA & JAMIESON, 1985; SAINT-PAUL, 1988; VAL & ALMEIDA-VAL, 1995;
WOOD et al., 1998). Além disso, o tambaqui tem sido utilizado como espécie alvo em estudos
com diversos tipos de agentes estressantes como pH (WOOD et al., 1998; ARIDE et al., 2007),
hipoxia (VAL, 1995; CHIPPARI-GOMES et al., 2005), temperatura (MOURA et al., 1994;
OLIVEIRA et al., 2001), petroleo e seus derivados (COSTA et al., 1996; MACO GARCIA,
1997; VAL & ALMEIDA-VAL, 1999) e metais como o zinco (MATSUO et al., 2001), o
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aluminio (MATSUO & VAL, 2003), o cobre (MENEZES, 2002; OLIVEIRA, 2003; MATSUO
et al., 2005) e o cadmio (HONDA et al., 2005; MATSUO et al., 2005). Isso possibilita
comparagdes com o estudo dos efeitos genotdxicos da radiagdo ultravioleta, visto que esta

espécie fica exposta com mais freqiiéncia a este tipo de radiagao.

1.4.2 Arapaima gigas (Cuvier, 1829)

O pirarucu, Arapaima gigas (Figura 5) integra a Classe Actinopterygii e Ordem
Osteoglossiformes, sendo a tnica espécie da Familia Arapaimidae. E uma espécie estritamente
Sul-americana, distribuida amplamente na Bacia Amazdnica. Segundo Menezes (1951), as
branquias do pirarucu apresentam relativa atrofia, o que as torna insuficientes para o
suprimento de oxigénio a grande massa muscular deste peixe. Isto seria a causa do
desenvolvimento e aperfeicoamento da bexiga natatéria como Orgdo respiratdrio
complementar. O funcionamento da bexiga natatdria como 6rgao respiratorio, explica, segundo
Menezes (1951), a necessidade que tem o pirarucu de sair a superficie em periodos quase
ritmicos de 15 minutos. Porém, quando o peixe ¢ perseguido, pode permanecer sob a dgua até

40 minutos.

Figura 5. Exemplar adulto de Arapaima gigas (pirarucu)

25



A tentativa de entender a biologia do pirarucu foi iniciada pelos estudos de Gudger
(1943) e Fontenele (1948), que descreveram aspectos biologicos, tais como habito alimentar,
padrao reprodutivo e comportamental deste peixe. A morfologia deste peixe foi estudada por
autores como Greenwood & Liem (1984), Meunier (1984), Saidel & Braford (1987), Pinese
(1996), Emde & Prechtl (1999), e muitos aspectos bioquimicos sdo bem conhecidos
(ISAACKS et al., 1977; FIELDS et al., 1978; GALDAMESPORTUS et al., 1979; VAL et al.,
1992; WEST et al., 1999). A genética, entretanto, ainda € pouco conhecida. Farias et al. (2003)
utilizaram microssatélites para determinar niveis de variabilidade genética das populagdes da
bacia amazodnica e registraram um alto nivel de variabilidade intra-populacional, o que
significa, segundo os autores, que a populacdo estudada tem condigdes genéticas satisfatorias

para se manter no ambiente.

1.5 BIOMARCADORES DESTE ESTUDO

Existem diferentes testes para a identificacdo e caracterizagao de mutagdes, dependendo
do tipo de lesdo que se quer identificar. Estes incluem a presenca de DNA adutos, aberragdes
cromossOmicas, quebras da fita do DNA, presenca de micronticleo e outras anomalias
nucleares freqiientes (BOMBAIL ef al., 2001). Em relagdo a exposic¢ao a radiagdo UV, vérios
biomarcadores tém sido utilizados para detectar os efeitos desta radiagdo em diferentes
espécies de seres vivos, principalmente peixes. Salo et al. (2000) realizaram um estudo
utilizando uma espécie de peixe como bioindicador e as alteragdes hematoldgicas como
biomarcadores. Quando expostos a radiagdo UVA e UVB, segundo estes autores, espécimens
de Rutilus rutilus apresentaram alteracdes no sistema imune. A radiagdo UVA causou
diminui¢do do hematdcrito e aumentou o nimero de leucocitos e de proteinas plasmaticas,
enquanto a exposi¢cdo a UVB resultou no aumento do cortisol, mostrando que a radiagdo UVA

e UVB sdo moduladores da defesa imune desses peixes.
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Os métodos que sdo mais amplamente empregados para detec¢do de mutagdes génicas
sdo aquelas que utilizam as bactérias (Salmonella typhimurium e Escherichia coli). Estes sdo
relativamente simples, reproduziveis e dao resultados confiaveis de interagdo do produto com o
DNA. Contudo, as bactérias sdo organismos simples, ¢ os resultados obtidos nem sempre sao
validos para células animais ou outros eucariontes. Para se obter dados sobre mutagdo génica
em eucariotos, existem testes em leveduras (Saccharomyces cerevisiae), em células de
mamiferos em culturas, em Drosophila, ou mesmo mutagdes somaticas em mamiferos pelo
teste de HGPRT (gene de hipoxantina-guanina phosphoribosil-transferase, ligado ao
cromossomo X dos mamiferos), ou o “mouse spot test” (alteragdo da cor do pelo em
camundongos tratados durante a embriogénese) (SILVA et al., 2003a).

Para deteccdo de mutacdes cromossdmicas, os testes mais utilizados incluem as
aberragdes cromossomicas e micronucleos, sendo que estes testes exigem que as células
estejam em estado proliferativo (TICE ef al., 1998; LE CURIEUX ef al., 1993). O estudo de
aberracdes cromossOmicas possibilita a identificacdo de quase todas as alteragcdes na estrutura
do cariotipo, escapando apenas as bem pequenas, nao visiveis ao microscopio. Mas,
atualmente, por haver técnicas para deteccdo de mutagdes cromossdmicas mais rapidas e
simples, como o teste de micronucleos, o estudo de aberragdes cromossOmicas ¢ apenas
utilizado em situagdes recomendadas, como dirimir davidas, definir os tipos de mutagdo e
validar outras metodologias (VILLELA et al., 2003). Estes testes tém um sistema de validacao
internacional, e podem ser desenvolvidos tanto in vitro como in vivo, desde que se conheca
adequadamente a biologia do organismo-teste (VILLELA et al., 2003). Recentemente, o ensaio
cometa (Single Cell Gell Electrophoresis - SCGE), que detecta quebras no DNA, tem sido
muito utilizado como biomarcador ambiental (FARBAIRN et al., 1995; TICE, 1995;
ANDRADE et al., 2004a; b), sendo um teste realizado em células individuais nao
proliferativas.

Dentre todas estas metodologias se destacam, e foram utilizadas neste estudo, o teste de
micronlcleos e o ensaio cometa em sangue periférico, por serem relativamente simples e

econdmicos. Além disso, é possivel avaliar a genotoxicidade sem o sacrificio dos animais.
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1.5.1 Ensaio Cometa

O ensaio cometa (EC) (“Single Cell Gel electrophoresis”) ¢ uma técnica rapida e
sensivel na quantificacdo de lesdes e deteccdo de efeitos de reparo no DNA em células
individuais de mamiferos (SINGH et al., 1988; FARBAIRN et al., 1995). Este teste apresenta
algumas vantagens sobre os testes bioquimicos e citogenéticos, entre estas a necessidade de
somente um pequeno numero de células e de ndo serem necessarias células em divisdo.
Existem dois tipos de protocolos para este teste: (a) tratamento neutro, que detecta dupla
quebra no DNA; e (b) tratamento alcalino, que detecta quebra simples e duplas no DNA e/ou
danos alcali-labeis (FAIRBAIRN et al., 1995).

Atualmente, o método ja foi adaptado a qualquer tipo de célula isolada (MIYAMAE et
al., 1998), além de ser aplicado a diversos organismos. Por exemplo, avaliagdes de
genotoxicidade em sistemas aquaticos utilizando EC j& foram descritas com diferentes tecidos
de peixes, Ameiurus nebulosus ¢ Cyprinus carpio (PANDRANGI et al., 1995); com moluscos,
Pantunopecten yessoensis e Tapes japonica (SASAKI et al., 1997), Limnoperna fortunei
(VILLELA et al., 2006; VILLELA et al., 2007), e também com algumas espécies de anfibios
anuros, Rana clamitans e Bufo americanus (RALPH et al, 1997) e Rana catesbeiana
(CLEMENTS et al., 1997), além de ponta de raiz de Vicia faba (KOPPEN & VERSCHAEVE,
1996). Para sistemas terrestres, também se observa diferentes organismos monitorados com o
EC, como minhocas, Eusenia foetida (VERSCHAEVE & GILLES, 1995; SALAGOVIC et al.,
1996); pequenos roedores, Ochrotomys nuttalli (NASCINBENI et al., 1991), e o proprio
homem (LEBAILLY ef al., 1998). Assim, além das células sanguineas, outras células também
podem ser utilizadas, mas estas tém que ser liberadas em forma de suspensao.

As células englobadas em gel sobre uma lamina de microscopia sdo submetidas a uma
corrente elétrica, que faz migrar para fora do nucleo os segmentos de DNA livres, resultantes
de quebras. Apos a eletroforese, as células que apresentam um nucleo redondo sao
identificadas como normais, sem dano reconhecivel no DNA. Por outro lado, as células lesadas
sdo identificadas visualmente por uma espécie de cauda, como de um cometa, formada pelos

fragmentos de DNA (Figura 6). Estes fragmentos podem se apresentar em diferentes tamanhos,
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e ainda estar associados ao nucleo por uma cadeia simples (FAIRBAIRN et al., 1995). Para
alguns autores, o tamanho da cauda é proporcional ao dano que foi causado (MCKELVEY-
MARTIN et al., 1993), mas somente ¢ de consenso que a visualizacdo do "cometa" significa
dano ao nivel do DNA, podendo ser quebra simples, duplas e/ou lesdes alcali-labeis
(MCKELVEY-MARTIN et al., 1993; FAIRBAIRN, 1995; TICE, 1995).

A identificagdo do dano no DNA pode ser feita por diferentes maneiras: uma forma ¢é
medir o comprimento do DNA migrante com a ajuda de uma ocular reticulada; a outra forma ¢
classificar visualmente, de acordo com o tamanho da cauda, em cinco classes: sem danos —
classe 0 até danos méximos — classe 4 (figura 6) (COLLINS et al, 1997; SPEIT &
HARTMANN, 1996). Assim, o indice de danos de cada grupo estudado pode ir do zero
(100X0; 100 células observadas completamente sem danos) a 400 (100x4; 100 células
observadas com dano maximo). Esta andlise tanto pode ser feita visualmente como utilizando

(ou: com o auxilio de ) programas computacionais especiais.

Células observadas e classes de danos ao DIVA
C:sse 0 Classe 1
Classe 2 Classe 3
-
Classe 4

Figura 6. Ensaio Cometa: eritrocitos de peixes expostos a radiagdo ultravioleta, corados com
nitrato de prata, mostrando as diferentes classes: sem danos — classe 0 até danos maximos —

classe 4.
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1.5.2 Teste de Micronucleos

Os micronucleos foram descritos no citoplasma de eritrocitos ha mais de um século, e
foram chamados de “fragmentos do material nuclear” por Howell ou “corpusculos
intraglobulares” por Jolly, no final do século XIX e inicio do XX. Devido a esta descoberta, os
hematologistas chamaram esta estrutura de “corpusculo de Howell-Jolly” (KIRSCH-
VOLDERS et al., 2003).

Evans et al. (1959) apud Heddle et al. (1983) usaram a freqiiéncia de micronucleos para
medir o dano citogenético induzido em células de raizes de Vicia fasba por raios néutrons e
gama na presenca e auséncia de oxigénio. Na década de 70, Schmid (1975) e Heddle (1973)
recomendaram o uso de células da medula 6ssea de camundongos para detectar danos causados
por mutagenos quimicos e demonstraram uma conexdo entre freqiiéncia de microntcleo e
danos citogenéticos. Entre os testes desenvolvidos para investigar genotoxicidade, o teste de
micronucleos tem se provado sensivel e ja foi utilizado em diversos organismos, como
roedores (SILVA et al., 2000), aves (PINHATTI et al., 2006), moluscos (VILLELA et al.,
2007) e também algumas espécies de peixes: Anguilla anguilla (RODRIGUEZ-CEA et al.,
2003), Netuma sp e Mugil sp (ANDRADE et al., 2004b), Apteronotus bonapartii (BUCKER et
al., 2005), Liposarcus pardalis e Astronotus ocellatus (NASCIMENTO et al, 2005),
Pimephales promelas (WINTER et al., 2007).

Os microntcleos (MN) sdo pequenos corpusculos similares em estrutura ao nucleo,
constituidos de uma pequena massa nuclear delimitada por membrana e separado do nucleo
principal, como apresentado na Figura 7. Tem sido demonstrado que, quando a membrana
nuclear € refeita, o DNA serve de catalisador para se formar um completo envelope nuclear em
torno dele (ALBERTS et al, 1989). Por esta caracteristica, qualquer fragmento ou
cromossomo(s) inteiro(s) separado(s) do nucleo principal, forma(m) um pequeno nucleo, que ¢
denominado de micronucleo. Os eritrécitos, células abundantes na medula éssea e sangue
periférico de mamiferos, sdo particularmente propicios por sua alta rotatividade, auséncia de
nucleo e possibilidade de diferenciar eritrocitos jovens pela presenga de RNA (WILD, 1978).

O eritrécito recém-formado contém RNA ribossomal, responsavel pela sintese das
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hemoglobinas. Devido a isso, pode ser corado diferencialmente com corante para acidos
nucléicos, como, por exemplo, o Giemsa, sendo desta forma denominados de eritrdcitos
policromaticos (EPC). Este tipo celular jovem pode permanecer estdvel por mais ou menos 24
horas apos a expulsdo do nucleo nas células dos mamiferos. Ja os eritrocitos maduros sao
denominados de normocromadticos (ENC) por apresentarem quase apenas hemoglobina
(SALAMONE & HEDDLE, 1983; HAYASHI et al., 1994; MAVOURNIN et al., 1990).

A andlise de EPC tanto na medula 6ssea como no sangue periférico ¢ igualmente aceita
para as espécies nas quais o bago ndo remova os eritrocitos micronucleados (ASANAMI et al.,
1995). Como conseqiiéncia para as espécies onde isto ocorre, pode-se visualizar MNs no baco,
cujo tecido para os testes de MNs ¢ tdo efetivo quanto o da medula dssea (KRISHNA et al.,
1994). Os ENC sao também aceitos para analise de MN quando a duragdo da exposi¢dao aos

agentes excede quatro semanas, ou seja, uma exposi¢ao cronica (HAYASHI ez al., 1994).

|

Figura 7. Micronucleo de esfregaco sanguineo de peixe: (A) c€lula normal e (B) célula com

micronucleo.
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2. OBJETIVOS

A Amazonia esté localizada na regido equatorial, e, por isso, tende a receber uma maior
quantidade de radiacdo UV. Além disso, a¢des antropicas, como desmatamento e assoreamento
provocam mudangas nos ambientes aquaticos e potencializam os efeitos da radiagdo UV nesta
regido. Com essas mudancas, o indice de radiacdo UV devera aumentar, podendo causar efeitos
danosos em todos os seres vivos, incluindo aqueles que vivem nos ecossistemas aquaticos.
Assim, este estudo teve como objetivo principal avaliar o efeito genotoxico da radiagao UV
(UVA+UVB) por meio de dois biomarcadores em duas espécies de peixes da ictiofauna

tropical, sendo elas muito utilizados na piscicultura. Portanto, propdem-se:
(1) avaliar o efeito genotoxico das radiacoes UVA e UVB sobre as células das espécies
tambaqui, Colossoma macropomum e pirarucu, Arapaima gigas, em func¢do do tempo de

exposi¢ao, utilizando os ensaios cometa e micronucleo;

(2) verificar se existe correlagdo entre a sensibilidade a mutagenicidade e a espécie

bioinidicadora e se esta resposta apresenta uma relagdo com dose;
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3. ARTIGO A SER SUBMETIDO A AQUATIC TOXICOLOGY:
UVA/UVB-INDUCED LESION REPAIR AND GENOTOXICITY IN THE
AMAZONIAN FISHES COLOSSOMA MACROPOMUM AND
ARAPAIMA GIGAS
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Abstract

Ultraviolet Radiation (UVR) has been known to cause adverse effects to aquatic
species and aquatic environments. Ozone depletion is the cause of increased UVR at the
ground level, especially at high latitudes. Tambaqui and pirarucu fishes live in the Amazon
basin, close to the Equator, and thus receive a higher intensity of ultraviolet radiation.
Aggravating the problem, deforestation contributes to the higher incidence of UVR. The aim of
this study was to evaluate the genotoxic effects of UVA and UVB irradiation on C.
macropomum and A. gigas erythrocytes using micronuclei and comet assays. Our study
showed that UV caused DNA damage in both species as detected by the Comet assay, as well
as differences between both species as to genotoxicity response, possibly related to their
evolutionary history. Tambaqui was exposed for to UVR different periods, and displayed a
clear dose-response DNA damage profile. Significant damage repair was observed 24h after
UVR exposure cessation. Four exposure doses (120.96 J/em® UVA + 259.20 J/cm® UVB)
resulted in an increase in micronucleated cells in tambaqui, both under normoxia and hypoxia,
as compared to the control group. Tambaqui proved to be more sensitive to UVR, as detected
by Comet assay and MN test than pirarucu, and showed a statistically higher baseline DNA
damage than pirarucu. Finally, the results of our study indicated that the alkaline Comet assay
was more sensitive than the MN assay for detecting genotoxicity due to UV exposure, mainly
because the main damage probably involved was single strand break induced by ROS. In
addition, this study also suggested that the repair systems involved were base excision repair
(BER) and nucleotide excision repair (NER) in the conditions of this experiment, and that
tambaqui and pirarucu are useful sentinel organisms, presenting adequate sensitivity to be

effective monitors of biological hazards in the Amazon region.

Key words: Ultraviolet Radiation, Comet assay, micronucleus test, Colossoma macropomum,

Arapaima gigas, Amazon Region.
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1. Introduction

Ultraviolet light is generally classified into three categories: UVA (400-315 nm), UVB
(315-280 nm), and UVC (280—-100 nm), and has long been known to cause adverse effects on
aquatic organisms (reviewed by Héder et al., 2003). The discovery of the ‘‘ozone hole’’ over
Antarctica (Farman et al., 1985) has stimulated much of the recent research on the biological
effects of UVR (UVR) on aquatic environments.

Exposure to solar UVR can reduce productivity, affect reproduction and development,
and increase mutation rates in phytoplankton, macroalgae, eggs, and larval stages of fish and
other aquatic animals (Sinha and Héider, 2002; Héder, 2003; Héader et al., 2007). Increased
mortality is the most detrimental consequence of overexposure of fish to UVB (Salo et al.,
2000). The role of UVA radiation as a noxious environmental agent has been much less
studied, despite being the main component of solar ultraviolet radiation and having greater
penetration in water than UVB radiation (Huovinen and Penttila, 2000).

UVR has a number of properties that makes it a relevant environmental factor. First,
UV carries more energy per photon than any other wavelength reaching the Earth surface. Such
high-energy photons can potentially damage many biological molecules (e.g., DNA and
proteins) (Zagarese and Williamson, 2001; Pfeifer et al., 2005; Cadet et al., 2005; Olson and
Mitchell, 2006; Héder, 2007). The two main DNA lesions induced by solar UVA ¢ UVB
radiations cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs), particularly thymine dimers (TTs) and
pyrimidine pyrimidone photoproducts (6-4PPs) (Vink and Roza, 2001; Sinha and Héder, 2002;
Cadet et al., 2005; Héder and Sinha, 2005; Tedetti and Sempéré, 2006; Dong et al., 2007;
Gambichler et al., 2008). In addition, UVR can initiate a series of redox reactions to form
reactive oxygen species (ROS), which cause oxidative stress in cells and tissues (Zagarese and
Williamson, 2001; Sinha and Héader, 2002; Hader and Sinha 2005; Hader, 2007). The second
important characteristic of UVR is its ubiquity. Owing to their dependence on light, primary
producers and visually-guided predators, such as fish, are also necessarily exposed to damaging

levels of UVR. Thirdly, the combined effect of UVR and other environmental factors may
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result in synergistic effects, such as the photoactivation of organic pollutants and
photosensitization (Zagarese and Williamson, 2001).

Ozone depletion is the cause of increased UVR at the ground level, especially at high
latitudes, such as those of the Amazonian region. Aggravating this problem, deforestation of
the Amazon contributes to the higher incidence of UVR on the fish, since the clearings caused
by tree felling and forest fires allow the penetration of solar radiation inside the forest,
including the freshwater bodies. Deforestation also leads to the silting of rivers, which
decreases the size of the water column and exposes even more fish to the surface, along with
the increasing contamination of water that leads to low oxygen availability. In order to survive
extreme periods of low dissolved oxygen or even anoxia, fish of the Amazon developed several
adaptations to uptake oxygen directly from air or from the upper part of the water column.
Hypoxia is an environmental condition that can drive fish to the water surface. The tambaqui
(Colossoma macropomum), is able to expand its lips to explore the water surface (water-air-
interface) when exposed to hypoxia. Other species, such as pirarucu (Arapaima gigas),
developed the ability to continuously breath air as the South American lungfish (locally known
as piramboia) (Val and Almeida-Val, 1999).

Aquatic organisms have developed a number of repair and tolerance mechanisms to
counteract the damaging effects of UVR on DNA. Photoreactivation, with the aid of the
enzyme photolyase, is one of the most important and frequently occurring repair mechanisms
in a variety of organisms. Excision repair, which can be differentiated into base excision repair
(BER) and nucleotide excision repair (NER) (Sinha and Hader, 2002; Hader and Sinha, 2005;
Olson and Mitchell, 2006), also plays an important role in DNA repair in several organisms
with the aid of a number of glycosylases and polymerases, respectively (Hader and Sinha,
2005).

Comet assay sensitivity is comparable with that of the well-established micronucleus
(MN) test. Comet assay alkaline conditions detect a broad spectrum of DNA lesions, that is,
DNA single and double-strand breaks and alkali-labile sites and crosslinks. This method has
been extensively used in the assessment of radiation-induced DNA damage (Andrade et al.,

2004; Ciereszko et al., 2005; Wojcik et al., 2006).
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The aim of this study was to investigate the genotoxic and mutagenic effects of UVA
and UVB radiations on two Amazon fishes, tambaqui (C. macropomum) and pirarucu (4.
gigas) under laboratory conditions using Comet Assay (Single Cell Gel Assay, SCGA) and
Micronucleus Test (MN).

2. Materials and Methods
2.1 Animals

Juveniles of tambaqui (C. macropomum) and pirarucu (4. gigas) were obtained from
the Balbina Hatchery (Presidente Figueiredo, AM, Brazil). Approximately 15 animals were
placed in tanks, where specimes of C. macropomum (8.17+£0.89 cm of length and 21.70+7.89 g
of body weight) were maintained in 3000-L tanks, and 4. gigas (19.29+0.63 cm of length and
60.40+ 5.29 g of body weight) in 5000-L tanks in the Laboratory of Ecophysiology and
Molecular Evolution (LEEM-INPA). All fishes were kept under constant aeration and at 28°C.

Animals were daily fed with a commercial feed for at least 15 days prior to experiments.

2.2 Experimental Design and Sampling

After the adaptation period, fishes were acclimated for 48h to 500-L tanks with aerated
fresh water, equipped with physical-biological filters, and isolated from external sources of
light by curtains made of black polyethylene. Water temperature and dissolved oxygen were
hourly monitored and recorded using a YSI oxygen meter, which was maintained between 26-
28°C and 5.0 mgO,.L™". Fishes were exposed to ultraviolet radiation (UVA and UVB) using
unfiltered Philips TL40W/05 and TL40W/12 lamps, or to incandescent light bulbs protected
with UV filters (control group). Irradiance penetrating the water was measured with an Optical
Radiometer UVP, Multi-Sense 100 (Ultra Violet Products, USA), with a range of 290 and

400nm. Lamps were placed in the middle of the tanks, 60 cm above the water surface.
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About six individuals were submitted to each treatment: tambaqui and pirarucu were
exposed to normal oxygen (normoxia) and tambaqui to acute hypoxia (about 5h + 2.6mg of O,
/L), and both species were exposed to UVR (0.504 J/em® UVA + 1.080 J/cm®* UVB) for
different periods (0.5 h, 1 h, 2 h, and 4h for tambaqui - both under normoxia and hypoxia
condition- and 4h for pirarucu), or not exposed to UVR (0 h= TO0), which were used as
negative controls. After stop UV exposure, fishes were removed from the tanks at 12h, 24h,
and 48h (Figure 1). During the period between UV exposure and removal from the tanks,
fishes were kept in the dark. Each experimental group had a corresponding control group.
Fishes were not fed during exposure. Fishes were anesthetized with MS 222, and then blood
samples were collected from the caudal vessel into syringes containing heparin (liquemine).
Two independent experiments were performed. All procedures were carried out according to
the international practices of animal use and care, and under the control of an INPA internal

committee. This study was approved by the Brazilian National Ethical Committee on Research.

Oh 0.5h 12h
[ 1 |
B |_| |_| | |
Oh 1h 12h*
L | | 1 |
c =] | |
Oh 2h 12K°
|_| |_| [ 1 | | |
D I I I ES I F- I E
Oh 4h 12h 24h 48h

Figure 1. Procedure of exposure (0.5, 1, 2 and 4 hours of UV exposition) and sampling
of blood for tambaqui (both under normoxia and hypoxia condition) (A-D) and pirarucu (D). *

Sampling at 12h, 24h, and 48h after the exposure periods.
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2.3 Genotoxic Assay

2.3.1 Comet Assay

Blood samples were diluted as 1:120 (v/v) with RPMI 1640 medium, and immediately
used. Alkaline Comet assay was performed as previously described (Tice et al., 2000; Andrade
et al., 2004), with some adaptations. Briefly, 5 pl of each diluted blood sample were added to
95 ul of 0.75% (w/v) low melting point agarose, and a portion of the mixture was spread on a
microscope slide pre-coated with 1.5% (w/v) normal melting point agarose and covered with a
coverslip. After agarose solidified, coverslips were removed, and slides were immersed in a
lysis solution (2.5M NaCl, 100mM EDTA and 10mM Tris, pH 10.0-10.5) containing 1%
Triton X-100 and 20% DMSO. Slides were kept frozen in lysis solution (4 °C) for at least 2 h
and for not more than 3 h. They were subsequently incubated in freshly prepared alkaline
buffer (300mM NaOH and 1mM EDTA, pH > 13) for 20 min for DNA unwinding.
Electrophoresis (15 min at 270mA and 25V (0.8 V/cm)) was performed in the same buffer.
Every step was carried out under indirect yellow light. After electrophoresis, slides were
neutralized in Tris 400mM (pH 7.5), rinsed three times in distilled water, and left to dry
overnight at room temperature. Slides were then fixed for 10 min in trichloroacetic acid 15%
w/v, zinc sulfate 5% w/v, and glycerol 5% v/v, rinsed three times in distilled water, and dried
for 2 h at 37°C. Dry slides were re-hydrated for 5 min in distilled water, and then stained
(sodium carbonate 5% w/v, ammonium nitrate 0.1% w/v, and silver nitrate 0.1% w/v,
tungstosilicic acid 0.25%, formaldehyde 0.15% w/v, freshly prepared in the dark). Stained
slides were rinsed twice with distilled water, and submerged in the stop solution (acetic acid
1%), rinsed again, and immediately coded for analysis. In order to calculate image length (IL),
100 cells from each replicate were randomly chosen (50 from each duplicate slide), and
analyzed under optical microscope. For damage index calculation, cells were divided into five
classes, according to tail size (Figure 2). The damage index (DI) is the sum of classes of the
100 cells analyzed, and may vary from 0 (all cells undamaged — 0x100) to 400 (all cells

damaged — 4x100). Damage index is based on the length of migration and on the amount of
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DNA in the tail, and it is considered a sensitive measure of detectable DNA damage. Damage

frequency (DF) was calculated as the percentage of cells with tail.

2.3.2 The Micronucleus Test

MN test was performed on peripheral blood as a second monitoring system for
comparison with the alkaline Comet assay. MN test was carried out according to published
protocols (Al Sabti and Metcalfe, 1995; Minissi et al., 1996). Peripheral blood samples were
drawn and immediately smeared onto microscope slides, air-dried, and stained for 10 min with
a mixture of 10 ml Giemsa and 90 ml phosphate buffer (pH 5.8). Slides were then rinsed with
distilled water, air-dried, and examined using optical microscopy. Two blood smears were
prepared from each fish and coded for blind analysis. A total of 4,000 erythrocytes were

examined for each fish (Figure 3).

2.4 Hemoglobin values

Blood was collected by cardiac puncture, and stored in tube containing EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid). Hemoglobin levels (Hb, g/dl) were colorimetrically
determined by measuring the formation of cyanmethemoglobin using a commercial kit (MPR3,

Roche).

2.5 Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using analysis of variance (ANOVA) and Dunnett’s

for comparison of DNA DI and DF, and MN for each of exposure times.

41



3. RESULTS

Table I presents the Comet assay results for tambaqui erythrocytes exposed to
ultraviolet radiation in vivo for different exposure times and oxygen condition (normoxia and
hypoxia). There was a general increase in the damage index and damage frequency values from
exposed groups of tambaqui normoxia with increased exposure to ultraviolet radiation dose
(4>2>1>0.5h). The differences are significant mainly in relation to the 0.5h for tambaqui
normoxia and 0.5 and 1h for tambaqui hypoxia. In relation to the control group it was observed
for almost all groups significant increase of DNA damage, DI and DF (P<0.01), except for the
group tambaqui normoxia 0.5h, for DI and tambaqui hypoxia 0.5 and 1h, for DI and DF. The
mean values of Damage Index (DI) and Damage Frequency (DF) from control group were
significantly higher than TO (Oh/without exposure) of tambaqui and pirarucu erythrocytes.

Results for MN test for tambaqui are presented in Table II. Only for the group 4h
(120.96 J/ecm® UVA + 259.20 J/em® UVB radiation) of exposure it was possible to observe a
significant increase of micronucleated cells for tambaqui normoxia and hypoxia conditions in
relation to control of the same exposure group (P<0.01). There was no significant increase of

micronucleated cells from control group in relation to TO.
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Table III shows the results of Comet assay and Micronuclei test of pirarucu
erythrocytes exposed in vivo to ultraviolet radiation for 4h (120.96 J/cm®> UVA + 259.20 J/cm®
UVB radiation). Significant differences were observed between the exposed and the control
groups, both as to DI and DF (P<0.01). DI and DF mean values of the pirarucu control group
of were higher than TO (P<0.01). No significant differences in micronucleated cells were

observed between control and exposed groups. .

TABLE III. Detection of DNA Damage and Micronucleated Cells (MN) (mean + standard
deviation) in the Erythrocytes of Arapaima gigas (pirarucu) exposed in vivo to

ultraviolet radiation (UV) for 4h, sampling at 12h after the exposure.

Pirarucu Comet assay Micronuclei test

Groups n‘ Damage Index n  Damage Frequency n MN/2000 cells
(D1) (DF)

TO* 6 12.50 + 3.08 6 7.00 = 1.41 5 0.80 +0.83

4h (D¥)

Not Exposed 4 54.00 = 4.39¢ 4 27.25+2.98¢ 5 1.60 + 0.89

Exposed ° 5  9540+2749% 5 40.00+1041%¢ 5 2.00 +0.70

@ T0 = zero hour

® UV exposition, 4h (120.9 J/cm® UVA + 259.20 J/cm® UVB).

® UV exposition.

© n= Number of individuals obtained from sum of two independent experiments;

@ Significant difference as compared to TO at P < 0.01;

© Significant difference as compared to 4h Control at P < 0.01, using ANOVA (Dunnet’s test).
* For schedule details, see figure 1.



Figure 2 shows a comparison between Comet assay and MN test results of tambaqui
and pirarucu exposed to UV for 4h (120.96 J/cm®> UVA + 259.20 J/cm” UVB radiation). There
were no differences in DNA damage between tambaqui under normoxia or hypoxia, but

pirarucu values were significantly lower than those of tambaqui.

) " (B)
= 4,5

25}
[}

Damage Index

MM/2000 erythrocytes cells

B Tambaqui normoxia B8 Tambagqui hypoxia o= Pirarucu

Figure 2. Comparison between Comet assay (A) and MN test (B) results (means and standard
deviations) of tambaqui and pirarucu exposed to ultraviolet radiation for 4h,
sampling at 12h after the exposure. ** Significant at P<0.01, * Significant at
P<0.05; ANOVA, Dunnett’s test.

Figure 3 shows the extent of DNA damage, as analyzed by Comet assay, according to
damage classes (0-4). Classes 1, 2, and 3 were the most frequent among the damaged cells of
tambaqui under normoxia and hypoxia, as well as pirarucu. Class 4 damage frequency was
higher than 10% in tambaqui under normoxia (18% for 4h of exposure) and hypoxia (31% for
4h and 15% for 2h), and in pirarucu (11%).
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Figure 3. Distribution of damaged cells in Comet assay into damage classes. (A) tambaqui
under normoxia; (B) tambaqui under hypoxia; (C) pirarucu. The percentage of cells
in each class was calculated based on 100 cells per fish.
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Figure 4 presents repair results observed by Comet assay. All groups —, tambaqui under
normoxia and hypoxia, and pirarucu —, showed significant damage increase 12h after UVR
exposure cessation as compared to the non-exposed controls (P<0.01). When different periods
UV cessation were compared, tambaqui and pirarucu UV-exposed groups presented
significant damage reduction 24 and 48h as compared to 12h (P<0.01). DNA damage was also

reduced in non-exposed control groups.
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Figure 4. Damage Index means and standard deviations (Comet assay) of different sampling
schedules after the completion of UV exposure for 4h (repair). (A) tambaqui under
normoxia; (B) tambaqui under hypoxia; (C) pirarucu. “Significant at P<0.01 in
relation to the control group of same group; "Significant at P<0.01 in relation to UV
12h; “Significant at P<0.01 in relation to Control 12h; “Significant at P<0.01 in
relation to UV 24h; °‘Significant at P<0.01 in relation to control 24h; ANOVA,
Dunnet’s test.
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MN test results after UV exposure ceased (Figure 5) show that all groups presented

micronucleated-cell reduction, but only in exposed tambaqui under hypoxia this reduction was

significant after 24h and 48h as compared to 12h. In relation to control groups, a significant

reduction was also observed in tambaqui under normoxia and pirarucu.
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Figure 5. Micronucleated cell means and standard deviations of different sampling times after
completion of 4h UV exposure (repair). (A) tambaqui under normoxia; (B) tambaqui under
hypoxia; (C) pirarucu. “Significant at P<0.01 in relation to the control group of same group;
*Significant at P<0.01 in relation to UV 12h; “Significant at P<0.01 in relation to Control 12h;
ISignificant at P<0.01 in relation to UV 24h; “Significant at P<0.01 in relation to control 24h;
ANOVA, Dunnet’s test.
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The hemoglobin levels (mean = S.D.) of tambaqui under normoxia and hypoxia, and
pirarucu are presented in Figure 6. Mean hemoglobin levels were different between UV-

exposed groups and controls, and between normoxia and hypoxia (P < 0.05, #-Student).

0 Conirel
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Figure 6. Mean hemoglobin values of tambaqui under normoxia and hypoxia, and pirarucu. *

P<0.05, ¢-Student.
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4. DISCUSSION

Little attention has been given to the impact of increased ultraviolet radiation on
neotropical fishes. The increasing levels of ultraviolet radiation expected for the next century
may affect the biodiversity and/or the structure of fish populations in the Amazon Region.
Therefore, the knowledge on the response of fish species, such as tambaqui and pirarucu, to
UV exposure can help conservation actions in this Region.

As expected, the present study demonstrated UVR-induced DNA damage, as detected
by Comet assay, in the neotropical fishes C. macropomum (tambaqui) and A. gigas (pirarucu).
In addition, tambaqui was exposed for different periods to UVR, and showed a clear dose-
response damage intensity to exposure time and, both under normoxia and hypoxia oxygen
conditions. Our results also showed that, when submitted to hypoxia, tambaqui presented
higher DNA damage than under normoxia, despite the lack of significant difference.

The increase of DNA damage observed in tambaqui under hypoxia may be associated
with ROS. Under severe hypoxia, the gradual reduction of electrons in the mitochondrial chain
may result in an uncontrolled formation of ROS, with consequent shifts in cellular redox
potential (Chandel and Shumacker, 2000, as reviewed by Sampaio et al., 2008). Like all
aerobic organisms, fish are also susceptible to ROS effects, and have inherent and effective
antioxidant defenses (Martinez-Alvarez et al., 2005; Sampaio et al., 2008).

This result is consistent with our hematology results, in which a hemoglobin reduction
was observed in tambaqui under hypoxia. Recent studies indicate that radiation promotes
changes in the morphology of red blood cells and hemoglobin oxidation (methemoglobin
formation). The exposure of human erythrocytes to ionizing radiation induces hemoglobin
damage (Krokosz et. al, 2007), and may lead to anemia (Cuturilo et al., 2008) through
hemoglobin oxidation (Fonseca and Paquini, 2002). A study reported that Antarctica fish,
probably due to environmental adaptations to cold and increased exposure to radiation, showed
reduced levels of erythrocytes and hemoglobin (Vitagliano et al.,, 2004).
Hemoglobin/methemoglobin ratio and cell shape, which are crucial for cell function and

survival, are irreversibly disrupted. Thus, in vivo, these cells will be removed early from the
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circulation, decreasing hemoglobin content in individuals exposed to radiation. Hemoglobin
provides a good estimation of fish exposure to UVR, and can be used together with
genotoxicity tests.

The damage caused by ROS is recognized by DNA glycosylases, AP endonucleases of
the excision repair bases (BER) mechanism, and, in some cases, especially by nucleotide
excision repair (NER) machinery leading to DNA single strand breaks (Berra and Menck,
2006), that are more rapidly repaired (Silva et al., 2000). This is in agreement with our repair
results, where all fish groups showed repair after 24h (Comet assay), with an approximate 3-

fold reduction 24h after exposure.

The damage increase observed in control groups in relation to TO was probably caused
by fish activity, which changed after beginning of the experiments. In this sense, Hartmann et
al. (1994) reported physical exercise-induced DNA damage and oxidative stress, suggesting
thatthe activity of DNA repair enzymes contributed to damage level, mainly due to transient
DNA single strand breaks formed during excision repair. This is similar to our results, where
we observed that fishes in the beginning of the study presented maximum 10% of damaged
cells, whereas after the experiments began, this percentage increased at least two times. After
fish manipulation ceased, this increase quickly vanished, as observed by a rapid reduction in

DNA damage by Comet assay.

In terms of damage classes, Comet assay results yielded class 4 rates above 10% for
tambaqui, under both oxygen conditions, as well as for pirarucu. The worst condition was
observed under hypoxia and normoxia at 4h (120.96 J/cm> UVA + 259.20 J/cm® UVB doses)
of exposure, with 31% and 18% of class 4 damage, respectively. The occurrence of comets
with no heads and with nearly all DNA in the tail (class 4) has been described as the most
obvious aspect of apoptotic cells in Comet assay, and apoptotic DNA fragmentation is
characterized by the generation of DNA double strand breaks (Farbairn et al., 1995; Hartman
and Speit, 1995; Silva et al,, 2000). With respect to our class 4 damaged cells results, the
observed damage is probably the result of byproducts of the repair system. Different studies
demonstrated double strand breaks induced by UV exposure related to repair mechanisms

(Shinohara and Ogawa 1995; Sinha and Héder, 2002; Rapp and Greulich, 2004).
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The main initial event of UVB exposure is radiation absorption by DNA, resulting in
the formation of cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) and pyrimidine (6-4) pyrimidone
photoproducts (Sinha and Héader 2002; Cadet et al., 2005), which are responsible for the
formation of Dewar valence isomers (Vincent and Neale, 2000). UVA can also generate CPDs
at very low induction rates, and produces indirect damage through oxygen and hydroxyl
radicals (Davies and Truscott, 2001; Cadet et al., 2005), highly reactive chemical intermediates
(Peak and Peak, 1990), which react with DNA to form monomeric damage (photohydrates),
strand breaks, and DNA crosslinks (Mitchell and Karentz, 1993). DNA damage repair usually
occurs through two main mechanisms: (1) photoenzymatic repair (PER), which involves the
direct monomerization of CPDs by DNA photolyase in the presence of light, particularly UVA
and short wavelength visible light; and (2) nucleotide excision repair (NER), a general DNA
repair mechanism acting both on CPDs and the (6-4) photoproducts. As NER does not require
light, it is also known as dark repair, and it is present in all organisms (Sinha and Héader 2002;
Cadet et al., 2005; Dong et al., 2007). Here we suggest that fishes have a competent NER
system because they were kept in the dark in the period between the end of the UV treatment
and removal from the tanks. Therefore, the excision repair system possibly involved was the
“dark repair” or base excision (BER) pathway. BER has probably evolved to protect cells from
DNA damage induced by hydrolysis, ROS or other intracellular metabolites, and it is also
important in repairing DNA damage caused by ionizing radiation and strong alkylating agents
(Seeberg et al., 1995).

The frequency of micronucleated cells observed in tambaqui, both under normoxia and
hypoxia, was significantly higher than that of the control group. MN detects non-repairable
damages, such as clastogenic and aneugenic lesions, whereas Comet assay detects recent
lesions that can be repaired, such as breaks and alkali-labile sites (Klobucar et al., 2003).
Comet assay generally is more sensitive that the MN test to assess DNA damage. When
micronucleus test and Comet assay were carried out with different fish species exposed to a
number of genotoxicants, the results indicated that the micronucleus test was much less
sensitive than the Comet assay (Petras et al., 1995; Mitchelmore and Chipman, 1998; Meier et
al., 2002; Andrade et al., 2004; Vanzella et al., 2007). However, in the present study, a relation
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between MN test and Comet assay results was demonstrated, with the same groups that
presented significant increase in comet cells also showing an increase in micronucleated cells.
Tambaqui under both oxygen conditions showed higher than 10% class-4 damage, and due to
its relation with double strand breaks, it was possible to observe induction of micronucleus.
Double strand breaks are known to cause damages difficult to repair (Hartmann and Speit,
1995; Silva et al.,, 2000), and may induce chromosome lesions, and consequently MN
formation (Thomas et al., 2003). Similar to our results, several authors demonstrated difficult-
to-repair DNA damages in fish cells, generating chromosomal aberrations and/or tumors
(Natarajan et al., 1980; Vetter et al., 1999; Zagarese and Williamson, 2001; Armstrong et al.,
2002; Ciereszko et al., 2005).

Our results also showed a significant difference between tambaqui and pirarucu.
Tambaqui, both under normoxia and hypoxia, showed higher sensitivity to UVR than pirarucu,
as detected both by Comet assay and MN test. In addition, Tambaqui baseline DNA damage
was statistically higher than that observed in pirarucu.

This difference between species may be explained by characteristics of their
evolutionary background. The Amazon basin is characterized by periodical pulses of flooding,
during which water levels rise up to 13 meters. During the high water level season, extensive
areas are flooded and covered by macrophytes. In these so-called vdrzeas (flooded areas),
dramatic environmental changes in oxygen availability are observed during a single day. In
order to survive under low oxygen tension at high temperatures, Amazonian fish have
developed several strategies to cope with these constraints. Pirarucu is found throughout the
Amazon Basin, representing a true witness of the evolution of life in the region (Nelson, 1984).
Tambaqui, a more modern Actinopterigeo than pirarucu, may show a poorer adaptive capacity
than that primitive species in relation to UVR. Furthermore, when we compared both species
during UV exposure, pirarucu came to the surface every 5 minutes to breathe, and may
immerse for 10 minutes with no access to air (Val et al., 2004), whereas tambaqui expands the
lower lips to funnel the water surface, which is naturally more oxygenated, across the gills
(Val, 1995). The low availability of dissolved oxygen in water is one of the more stressful

environmental factors for aquatic animals, and requires adaptive adjustments (reviewed by Val
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and Almeida-Val, 1999; Almeida-Val et al., 2006). In addition to respiration strategies, the
skin of fish is modified to cope with UV exposure. UVA-induced DNA damage is involved in
skin carcinogenesis, and may have consequences for photoprotection strategies (Mouret et al.,
2006).

Pirarucu has some features that can protect it from UVR-induced damage as compared
to tambaqui. For instance, pirarucu scale is thicker than that of tambaqui, and present sedentary
habits (Barthem and Goulding, 1997). We have previously shown that fish activity influences
Comet assay results. Andrade et al. (2004) demonstrated similar results with sea catfish, which
are sediment-feeders and presented lower DNA damage than mullets, which prefer superficial
waters; these preferences were related with activity.

An important objective of UV biologists is to be able to predict the effects of changes in
UV exposure on all aquatic organisms and processes (Zagarese and Williamson, 2001).
Tambaqui and pirarucu fishes live in the Amazon basin, close to the Equator, therefore exposed
to higher ultraviolet radiation intensity. Our study demonstrated that UV caused DNA damage,
as detected by Comet assay, in both fish species, as well as differences between these two
species in terms of genotoxicity response, possibly due to their distinct evolutionary histories.
Finally, the results of our study indicated that alkaline Comet assay is more sensitive than MN
assay for detecting genotoxicity caused by UV exposure, particularly because the main
observed damage was single strand breaks, probably induced by ROS. Moreover, this study
suggested that the repair systems involved were BER and NER under the conditions of the
experiment, and that tambaqui and pirarucu are useful sentinel organisms, presenting adequate

sensitivity to be used as monitors of UVR-related biological hazards in the Amazon region.
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4. DISCUSSAO

Durante os ultimos 20 anos, foi observada uma reducgdo gradual da espessura da camada
de ozobnio, principalmente nas latitudes médias e altas, atribuida a liberagdo de compostos

quimicos resultantes das atividades humanas.

A Amazonia estd localizada na regido equatorial, e por isso tende a receber uma maior
quantidade de radiacdo UV. A atual conjuntura da Amazdénia é muito preocupante,
principalmente quanto ao desmatamento, sendo que a falta de cobertura vegetal contribui para
a maior incidéncia dos raios UV sobre os peixes. O desflorestamento provoca o assoreamento
dos rios, o que diminui o tamanho da coluna d’4agua, deixando assim 0s peixes mais expostos a
superficie. Além disso, variagdes drasticas no suprimento de oxigénio dissolvido sdo eventos
comuns nas aguas da Amazonia. Para sobreviver a estas variagdes, os peixes, incluindo o
tambaqui e o pirarucu, desenvolveram muitos mecanismos adaptativos para tomar oxigénio
diretamente do ar ou da camada superficial da coluna d'agua, naturalmente mais oxigenada,
ficando assim mais expostos a radiagdo UV. As radiagdes UVB e UVA penetram
profundamente na coluna de dgua (muitos metros) e, portanto, podem afetar os ecossistemas
aquaticos (HADER et al, 2007). No presente trabalho, buscou-se: (a) avaliar o efeito
genotoxico e mutagénico da radiagdo ultravioleta em duas espécies de peixes da ictiofauna
tropical, o pirarucu e o tambaqui, um de respiracdo aérea obrigatdria e outro de respiragao
aérea facultativa, respectivamente, e ambos de grande importancia para a piscicultura; (b)
conhecer a intera¢dao dos dois tipos de estresse: a hipdxia e a exposicao a radiacao UV. O efeito
genotoxico foi avaliado pelo ensaio cometa, versdo alcalina, e efeito mutagénico pelo teste de
microntcleos.

O Ensaio Cometa detecta danos primarios no DNA: quebras simples, ou duplas, na fita
de DNA e lesoes alcalilabeis e tem sido largamente utilizado para detectar efeitos genotdxicos
da radiagdo UV (SASTRE et al., 2001; JANTSCHITSCH & TRAUTINGER, 2003; WOJCIK
et al., 2006). Desta forma, o Ensaio Cometa foi padronizado para eritrocitos de tambaqui e

pirarucu e utilizado como biomarcador neste estudo.
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Nossos dados mostraram um aumento de danos ao DNA quando o tambaqui foi exposto
a diferentes doses de radiagdo UV, demonstrando uma clara dose-resposta. Foi também
observado um aumento de danos para os grupos controles (sem exposi¢ao a radiagdo UV) em
relagdo ao nivel basal (TO, tempo zero, inicio do experimento). Os danos aumentaram pelo
menos duas vezes em relagdo ao TO apdés a manipulagdo dos animais. Este aumento
provavelmente tenha sido provocado pela atividade fisica dos peixes dentro dos tanques
experimentais, o que pode ter levado a estresse oxidativo e conseqiientemente a danos no
DNA. Nesta direcao, Hartmann et al. (1994) realizaram um estudo utilizando humanos e
fazendo uma relacao entre exercicio fisico, estresse oxidativo e danos no DNA.

Para o tambaqui, quando exposto a hipdxia, embora tenha apresentado um aumento de
danos ao DNA, diferencas nao foram significativas em comparagdo com o grupo normoxia.
Em animais aquaticos, diversas condi¢des podem induzir estresse oxidativo. Por exemplo, sob
hipoxia ocorre uma reducdo gradual nos elétrons na cadeia mitocondrial, resultando na
formagdo de EROs (CHANDEL and SHUMACKER, 2000, revisado por SAMPAIO et al.,
2008). Corroborando este resultado, observou-se uma redugdao da hemoglobina, que reforga a
hipotese da agdo de EROs. Além disso, recentemente, Fonseca & Paquini (2002) observaram
que a radiacdo ionizante provoca a oxidacdo da hemoglobina, levando a uma doenga chamada
anemia aplastica.

Os danos de bases causados por ERO sdo reconhecidos por DNA glicosilases, AP
endonucleases do mecanismo de reparagdo por excisdo de bases (BER) e, em alguns casos,
especialmente pelo sistema de reparacdo por excisdo de nucleotideos (NER), levando
principalmente a quebras simples de DNA (BERRA & MENCK, 2006), as quais sdo mais
rapidamente reparadas (SILVA et al, 2000). Isto estd em concorddncia com 0S nossos
resultados de reparo, em que todos os grupos demonstraram reparagdao apos 24h (Ensaio
Cometa), com uma redugdo de cerca de trés vezes apds 24h de sem exposigao.

Em relagdo as classes de danos do EC (de acordo com o tamanho da cauda: sem danos
— classe 0 até danos maximos — classe 4), nossos resultados mostraram que, na dose méaxima de
radiagio UV (120.96 J/em®> UVA + 259.20 J/cm® UVB), o tambaqui em normoxia e hipoxia

apresentou respectivamente 31% e 18 %. A ocorréncia de classe 4 tem sido descrito como
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evidéncia de apoptose celular e/ou de quebra dupla de DNA (FARBAIRN et al, 1995;
HARTMAN & SPEIT, 1995; SILVA et al., 2000).

Apesar de mutagdes genéticas serem de extrema importancia para a evolucao de uma
espécie, a sobrevivéncia do individuo depende da estabilidade do seu genoma (ALBERTS et
al., 2002). A evolugdo se encarregou de selecionar diferentes estratégias para minimizar os
efeitos deletérios das lesdes induzidas no DNA incluindo mecanismos que reparam os danos.
Os peixes, neste estudo, ficaram no escuro apds a exposi¢do a radiagdo UV até que fossem
removidos dos tanques para a coleta das amostras de sangue. Assim, pode-se afirmar que nao
houve fotorestauracdo e o sistema de reparacdo que pode ser considerado € reparo por excisao
de bases (BER) ou reparo por excisdo de nucleotideos (NER).

Os resultados apresentados para o Teste de MN em Colossoma macropomum
(tambaqui) e Arapaima gigas (pirarucu), apds a exposicao a radiacdo UV, mostraram que nao
houve diferengas significativas entre as doses. Para o C. macropomum, porém, mesmo nao
apresentando diferenca significativa entre as doses para a dose maxima de UV (120.96 J/cm®
UVA + 259.20 J/cm” UVB) ¢ constatado um ténue aumento na freqiiéncia de MNs em relagdo
ao seu grupo controle. Em trabalho de avaliagdo comparando as duas técnicas de MN e EC
para detectar efeitos genotoxicos da radiacdo de Raios-X, He ef al. (2000) encontraram maior
sensibilidade para avaliagdo de dano no DNA para o EC que para o Teste MN. Nosso estudo
demonstrou a relacdo entre os resultados do MN e EC, onde a dose maior para ambos os peixes
apresentaram aumento superior a 10% de classe 4, possivelmente levando a dupla quebra de
DNA, onde foi possivel observar a indu¢do de micronucleos. O teste de MN detecta danos ndo
reparaveis como clastogénicos e aneugénicos. Quebra dupla de DNA ¢ um dano conhecido
como de dificil reparagio (HARTMANN & SPEIT, 1995; SILVA et al., 2000) e pode induzir
lesdes nos cromossomos e, assim, formagao de micronucleos (THOMAS et al., 2003).

Quando comparadas as duas espécies, o tambaqui apresentou um nivel basal de danos
ao DNA estatisticamente maior que o pirarucu, mostrando que o pirarucu parece ser mais
adaptado a radiacdo UV. Esta diferenca entre as espécies pode ser explicada pelos processos de
evolucdo. O pirarucu € uma espécie do Holoceno recente, verdadeiro documento da evolugao;

¢, as vezes, chamado de f6ssil vivo devido a sua morfologia arcaica. Considerados um dos elos

62



entre o mundo primitivo e a idade atual, apresentam caracteristicas peculiares que os
diferenciam dos demais actinopterigeos (FONTENELLE, 1948; SANTOS & MOURA, 2002).
O tambaqui ¢ mais atual e pode ter uma capacidade adaptativa menos eficiente em relagdo a
radiacdo UV. Além disso, as duas espécies apresentam estratégias respiratdrias diferentes, o
pirarucu fica mais exposto a radiacdo UV que o tambaqui, pois ¢ obrigado a sair para a
superficie para respirar a cada 15 minutos (MENEZES, 1951).

Foi demonstrado neste estudo um aumento nos danos ao DNA das duas espécies de
peixes da ictiofauna tropical induzido pela radiagdo ultravioleta. Considerando que o efeito da
radiagdo UV ¢é cumulativo, ¢ possivel que os animais mais velhos, por terem se exposto por um
tempo maior na superficie da coluna d'agua, apresentem danos epiteliais mais extensos. Trata-
se de uma importante informagao que podera ter aplicagdo imediata no manejo dessas espécies,
otimizando a criacao destes peixes em tanques de rede.

Concluindo, a versao alcalina do Ensaio Cometa e o Teste de Microntcleos
demonstraram-se complementares para o estudo em questdo, o que acarreta uma classificagao
de diferentes "end points" de avaliacdo genotdxica, ressaltando a importancia de manter uma
combinagdo de testes para melhor discernimento da mutagenicidade e genotoxicidade causada
pela exposi¢do a radiacdo UV. O conjunto destes resultados nos levam a sugerir que os
mecanismos de reparo envolvidos neste estudo sejam o BER e o NER. Finalmente, o tambaqui
e o pirarucu revelaram-se excelentes organismos-sentinela, mostrando sensibilidade suficiente

para tornarem-se monitores efetivos de riscos biologicos na regido Amazonica.
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5. CONCLUSOES

A avaliagdo do efeito genotdxico da radiacdo UV sobre peixes da Amazonia ¢ uma
importante forma de determinar os efetivos de risco biologico na regido. A padronizacao de
organismos monitores para a regido e a avaliagdo do efeito genotoxico e mutagénico da
radiagdo UVA e UVB em C. macropomum (tambaqui) and A. Gigas (pirarucu) permitiram

concluir que:

a) A aplicacdo do ensaio cometa e do teste de micronucleos no sangue periférico do C.
macropomum € A. gigas mostraram-se “end points” confidveis na avaliacdo da genotoxicidade

e da mutagenicidade.

b) As duas espécies, C. macropomum e A. gigas, mostraram-se organismos com potencial para
monitoramento da genotoxicidade na regido Amazonica, sendo sensiveis aos danos causados

pela UVA e UVB.

¢) A radiagdo UVA e UVB causaram genotoxicidade para as duas espécies, C. macropomum €

A. gigas, detectada pelo Ensaio Cometa.

d) Diferentes doses (tempos de exposicdo) de UVA e UVB levaram a diferentes respostas
genotoxicas no tambaqui, sendo que, quanto maiores as doses, maior a quantidade de danos de

DNA, tanto em normoxia como em hipdxia (dose resposta).
e) A formagdo de classe 4 (tipo de dano ao DNA observado pelo Ensaio Cometa),
principalmente para o tambaqui em hipdxia 4h, provavelmente seja um produto secundario do

reparo celular.

f) O tambaqui em hipdxia apresentou maiores indices de danos ao DNA que em normoxia,

provavelmente associado as espécies reativas de oxigénio.
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g) O tambaqui e o pirarucu demonstraram uma reducdo de cerca de trés vezes nos danos de
DNA (Ensaio Cometa) apods ter cessado a exposicdo a UV por 24h, demonstrando reparo

celular.

h) O conjunto dos resultados nos leva a sugerir que os mecanismos de reparo envolvido neste

estudo foram o BER e o NER

1) A exposicdo a radiagdo UVA e UVB, nas condi¢des deste estudo, ndo foi capaz de induzir

mutagenicidade nas células do pirarucu (Teste de Micronticleos).

7) O aumento na freqii€éncia de micronucleos para o tambaqui na dose maxima, tanto normoxia
como em hipoxia, demonstrou a mutagenicidade da UVA e UVB em altas doses. A formagao
de micronucleos esta associada aos danos ndo reparados, bem como a observagdo de Classe 4

no Ensaio Cometa.

k) O tambaqui apresentou-se mais sensivel que o pirarucu quanto a formacdo de danos
celulares para ambos os testes, Ensaio Cometa e Microntcleo, o que se deve provavelmente ao
historico evolutivo destas espécies na regido Amazonica. O tambaqui ¢ mais atual e pode ter
uma capacidade adaptativa menos eficiente em relagdo a radiagao UV. Além disso, apresentam
estratégias respiratorias diferentes, sendo que o pirarucu fica mais exposto a radiacao UV que o

tambaqui.
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6. PERSPECTIVAS

Para se obter mais informacdes sobre os danos causados pela radiagdo ultravioleta em

peixes, seria de grande importancia:

e avaliar os efeitos da radiagdo em espécies de peixes com diferentes habitos de
respiracdo, bem como em diferentes fases de vida;

e avaliar o efeito da radiagdo em zooplancton, que serve de alimento para esses
peixes;

e avaliar o possivel papel protetor da vitamina C na minimizacao dos efeitos da
exposicao a radiagdo ultravioleta;

e produzir uma cartilha contendo informacdes bésicas sobre esta radiagdo para

distribui¢@o aos criadores de peixes em geral.
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Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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