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Resumo
Este estudo teve como objetivo utilizar o teste do micronicleo e o ensaio
cometa em espécies de peixes (tildpia e carpa) para identificar danos ao
material genético decorrentes da contaminacdo de ambientes aquaticos por
efluentes de atividades agroindustriais. No total, foram avaliadas 44 amostras
de sangue (22 tfilapias e 22 carpas). Foi possivel identificar danos ao material
genético nas espécies estudadas. A maioria dos cometas observados
apresentou dano classe 0. As amostras totais de carpas e tildpias
apresentaram danos classificados como classe 1. O grau de dano 2 esteve
presente em 68,2% das carpas e 89,37% das fildpias. Aproximadamente 40%
das carpas e 32% das tildpias apresentaram dano classe 3. Nas carpas, os
escores do ensaio cometa foram significativamente maiores em comparacdo
ao grupo controle. Os resultados sugerem a presenca de substancias
genotdxicas nos ambientes avaliados, reforcando a necessidade de estudos
mais abrangentes, em condicdes laboratoriais confroladas e com andlise da
qualidade da agua, para identificacdo dos poluentes, além da adoc¢do de
medidas educativas e de controle visando & reducdo da poluicdo ambiental.
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1 INTRODUCAO

O ambiente aqudtico € um dos ecossistemas que mais sofre impactos

decorrentes da acdo antropica, uma vez que constitui o compartimento final
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de diversos produtos gerados pelas atividades humanas. O descarte de
residuos industriais e domésticos, aliado ao uso intensivo de pesticidas na
agricultura, contribui para a formacdo de produtos persistentes que afetam
negativamente esse ecossistema (Akaishi et al., 2004).

A preocupacdo com a qualidade de vida humana e com as questoes
ambientais motivou a busca por indicadores bioldgicos que permitam o
estudo dos efeitos genotdxicos e mutagénicos causados por diferentes
subst@ncias quimicas liberadas no ambiente (Nehls e Segner, 2005).

Em organismos aqudticos, a andlise de alteracdes no DNA mostrou-se
um meétodo eficaz para avaliar a contaminacdo ambiental por agentes
genotdxicos, uma vez que é capaz de detectar a exposicdo em uma ampla
variedade de espécies, possibilitando a avaliacdo dos impactos sem a
necessidade de conhecimento prévio das propriedades fisico-quimicas dos
contaminantes presentes (Frenzilli et al., 2009).

A presenca de lesdes na molécula de DNA serve como indicativo da
existéncia de subst@ncias genotdxicas em ambientes contaminados
(Kammann et al., 2001), sendo o teste do micronucleo e o ensaio cometa
ferramentas eficazes quando utilizados de forma complementar para a
identificacdo  dessas lesdes, utilizando peixes como  organismos
biomarcadores (Frenzilli et al., 2009).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo empregar o teste
do micronlUcleo e o ensaio cometa em espécies de peixes, tildpia
(Oreochromis niloticus) e carpa (Cyprinus carpio), como biomarcadores de
poluicdo hidrica por efluentes de atividades agroindustriais rurais no municipio

de Sao Miguel do Oeste.

2 DESENVOLVIMENTO

Delineamento Experimental

O estudo foi delineado segundo um modelo de pesquisa transversal. As
amostras foram coletadas em estabelecimentos rurais no municipio de Sdo
Miguel do Oeste, localizado no extremo oeste de Santa Catarina (26°43'31" S,
53°31'05" W). O municipio possui drea de 236,2 km? e altitude de 645 m. A
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populacdo rural dedica-se principalmente a agricultura e a suinocultura, em
sua maioria desenvolvidas em pequenas propriedades familiares.

Os ensaios cometa e os testes do micronucleo foram realizados em
amostras de peixes das espécies carpa (Cyprinus carpio) e fildpia
(Oreochromis niloticus). Foram visitados 22 estabelecimentos rurais, sendo
coletada, em cada um, uma amostra de sangue de cada espécie. A escolha
dessas espécies deve-se ao fato de serem amplamente cultivadas na maioria
das propriedades rurais da regido. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Ftica no Uso de Animais da Universidade do Oeste de Santa Catarina, sob o
protocolo n® 19/2015.

Coleta e Armazenamento do Material

Para os testes de genotoxicidade, foram coletados 1 mL de sangue de
cada animal. As amostras foram obtidas nas propriedades rurais e, apods
identificacdo, encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular da
UNOESC - Sao Miguel do Oeste para posterior andlise.

Ensaio Cometa

Para arealizagcdo do ensaio cometa, utilizou-se o protocolo descrito por
Singh et al. (1988), com algumas modificagdes. Ladminas de microscopia limpas
foram recobertas com uma fina camada de agarose de ponto de fusdo
normal (NMP) a 1,5% e deixadas para secagem durante a noite. Sobre essas
l&dminas foram depositados 5 pl de sangue, misturados a 90 uL de agarose de
baixo ponto de fusdo (LMP) a 0,75%, mantida a 37 °C. Em seguida, foi
colocada uma laminula sobre cada I&dmina. Apds 15 minutos sob refrigeracdo,
a laminula foiremovida e as Iéminas incubadas em solucdo de lise (2,5 M NaCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% DMSO, 1% Triton X-100, pH 10) por um periodo de
2 horas até, no mdximo, 24 horcs.

Posteriormente, as Idminas foram incubadas por 20 minutos em solucdo
desnaturante (30 mM NaOH, 1 mM EDTA), pH > 13, previamente resfriada entre
5e 8°C. A eletroforese foirealizadaa 1,19 V/cm e 300 mA por 20 minutos. Apos
a eletroforese, procedeu-se a neutralizacdo (392 mM Tris) por 15 minutos. Em
seguida, as ldminas foram fixadas (15% CCI;COOH; 5% ZnSO,7H,O e 5%

glicerol) por 10 minutos. A coloracdo foi realizada com nitrato de prata,
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conforme o protocolo de Nadin et al. (2001). Para a coloracdo, utilizaram-se
duas solucdes: a primeira com carbonato de sédio a 5% e a segunda
contendo nitrato de aménio 0,1%, nitrato de prata 0,1%, dcido tungstosilicico
0.25% e formaldeido 0,15%, por no minimo 30 minutos ou até afingir a
coloracdo desejada.

Foram analisadas 100 células por Idmina, classificadas em cinco classes
de dano previamente estipuladas: 0, 1, 2, 3 e 4. Apds a obtencdo da
frequéncia das classes de dano para cada individuo, calculou-se a soma dos
escores, multiplicando-se o nUmero de células em cada classe pelos valores
0,1, 2, 3 e 4, correspondentes aos respectivos graus de lesdo. Para validacdo
do ensaio cometa, foram utilizadas amostras de sangue humano como
controle negativo, submetidas ao mesmo tratamento das amostras testadas e
classificadas segundo os critérios propostos por Andrade et al. (2004).

Teste do Micronucleo

O teste do micronucleo foi realizado em eritrocitos periféricos maduros,
conforme o protocolo descrito por de Lemos et al. (2001). No Laboratério de
Biologia Molecular da UNOESC, foram utilizados 5 uL de cada amostra de
sangue para confeccdo das ldminas por esfregaco. As  Idminas
permaneceram em temperatura ambiente por 24 horas para secagem e,
posteriormente, foram fixadas em metanol P.A. por 2 minutos e coradas
imediatamente com Giemsa a 10%, em tampado fosfato pH 6,8, por 10 minutos.

Para cada amostra, foram analisados 2.000 eritrocitos em microscopio
Optico com aumento de 1000X. Os resultados foram expressos como nUmero
de micronucleos por 2.000 células e em porcentagem. Apenas micronUcleos
isolados, com coloracdo semelhante ao nucleo principal e tamanho inferior a
1/3 deste, foram contabilizados.

Andlise Estatistica

Os dados foram organizados em banco de dados (Microsoft Excel) e
submetidos a andlise descritiva, sendo apresentados na forma de frequéncias
(varidveis qualitativas) e média + desvio padrdo (varidveis quantitativas). A
andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism 6®. A

comparacdo entre médias foi precedida pelo teste de normalidade de
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Kolmogorov-Smirnov, com correcdo de Lliliefors. Como os dados ndo
apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Mann-Whitney para
dados ndo paramétricos, considerando-se significativo p < 0,05.

Resultados e Discussdo

O ensaio cometa, fambém conhecido como eletroforese em gel de
célula Unica, € um método quantitativo para mensurar danos ao material
genético em células eucaridticas. O feste baseia-se no padrdo de migracdo
dos fragmentos de DNA em um campo elefroforético em I&ming,
posteriormente visualizado em microscopia de luz ou imunofluorescéncia. Ao
microscopio, a célula adquire a aparéncia de um cometa, com uma cabeca
correspondente d regido nuclear e uma cauda formada por fragmentos de
DNA gue migram em direcdo ao dnodo (Hartmann et al., 2003; Singh et al.,
1988). Esses fragmentos resultam de lesdes na molécula de DNA decorrentes
da acdo de agenfes genotdoxicos (Bombal et al., 2001). A medida mais
utilizada na classificacdo dos cometas € o comprimento da cauda, o qual,
segundo Singh et al. (1998), é proporcional ao nivel de quebras na molécula
de DNA.

O ensaio cometa pode ser aplicado na investigacdo da
genotoxicidade de produtos biocidas, pesticidas, farmacos, entre outros. Suas
principais vantagens incluem a possibilidade de aplicacdo em praticamente
qualguer tecido, a deteccdo de multiplas classes de danos ao DNA e a
geracdo de dados em nivel de célula individual (Hartmann et al., 2003). Em
funcdo dessa versatiidade, o ensaio tem sido amplamente utilizado em
estudos ecoldgicos e genotdxicos em diferentes ambientes e espécies (Liao et
al., 2009).

O ensaio é capaz de detectar genotoxinas inespecificas em estudos
conduzidos tanto in vivo quanto in vitro. Em modelos in vivo, os peixes
constifuem excelente fonte de material para estudos genotdxicos em
ambientes aqudticos, por serem organismos vertebrados capazes de
metabolizar, concentrar e armazenar poluentes provenientes do ambiente
(Rajaguru et al., 2003; Grisolia e Lamb, 2000). Além disso, ocupam diferentes

niveis tréficos e respondem a presenca de mutdgenos mesmo em baixas
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concentracoes (Goksoyr et al., 1991). Contudo, devido a grande variabilidade
interlaboratorial dos resultados, o teste deve ser rigorosamente validado
(Henderson et al., 1998).

No presente estudo, buscou-se identificar danos genotdxicos
decorrentes da interacdo entre efluentes de atividades agroindustriais e
ambientes aqudticos, avaliando amostras de carpas e fildpias cultivadas em
tanques proximos as lavouras. As espécies foram escolhidas por serem
amplamente cultivadas na regido estudada, caracterizada por intensa
atividade agroindustrial e por figurar entre as principais produtoras de suinos
do Brasil (Epagri, 2015).

Em ambas as andlises, a maioria dos cometas observados apresentou
dano classe 0, com médias de 57,32 (£ 19,4) para carpas e 64,45 (£ 17,4) para
tildpias. As amostras totais de carpas e tildpias apresentaram danos classe 1,
com médias de 31,09 (£ 10,3) e 31,18 (£ 13,7), respectivamente. Lesdes de grau
2 estiveram presentes em 682% das carpas e 89,37% das fildpias,
correspondendo a médias de 8,73 (£ 5,13) e 7,1 (£ 6,9). Aproximadamente 40%
das carpas e 32% das tildpias apresentaram lesdes de grau 3, com médias de
1,95 (+ 3,3) e 1,45 (x 2,9), respectivamente.

Ao comparar as classes de dano de ambas as espécies com o controle
negativo, observou-se que este apresentou maiores taxas de lesdes classe 0,
porém sem significGncia estatistica. As amostras de carpas e tildpias
apresentaram maiores taxas de lesdes das classes 1, 2 e 3, porém sem
diferenca estatistica em relacdo ao controle. Ndo foram observadas lesdes de
classe 4 em nenhum dos grupos.

Em condicoes laboratoriais controladas, utilizando carpas como modelo
experimental, Mustava et al. (2012) demonstraram que lesdes de grau 2 e 3
podem ser causadas por condicdes como hipdxia ou presenca de metais
pesados. A contaminacdo ambiental tende a reduzir a disponibilidade de
oxigénio e, associada d presenca de outros poluentes, especialmente metais
pesados, intensifica o estresse oxidativo e a formacdo de danos ao material

genético.
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Uma caracteristica relevante observada durante a coleta das amostras
foi a proximidade entre os estabelecimentos rurais € os tanques de criacdo de
peixes, fator que, associado ao relevo acidentado da regido, aumenta o risco
de contaminacdo dos ambientes aqudticos e, consequentemente, dos
peixes.

A partir das classes de dano, foram calculados os escores do ensaio
cometa para as espécies estudadas e para o controle negativo. Observou-se
que as carpas apresentaram escores significativamente maiores (p < 0,05),
com meédia de 54,4 (+ 35,5), quando comparadas ao controle negativo (32,77
+7.1). Nas tilapias, os escores foram maiores (49,9 £ 29.8), porém sem diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controle (p = 0,132). Ndo houve
diferenca significativa entre os escores de carpas e tildpias (p = 0,23).

Utilizando o ensaio cometa para monitoramento ambiental, Grisolia et
al. (2009) investigaram danos ao material genético de sete espécies de peixes
no Lago Paranod, em Brasilia. Os escores de dano ao DNA encontrados foram
38,25 (+ 3,44) para carpas e 37,32 (x 43,63) para tildpias, sendo essas as
espécies com menores niveis de dano, sugerindo maior toleréncia ao estresse
ambiental. Em comparacdo, os escores obtidos no presente estudo foram
mais elevados para ambas as espécies, com maiores taxas de dano
observadas em carpas.

Foram observadas médias de 15,43 (0,78%) € 12,8 (0,69%) micronucleos
por 2.000 células em carpas e ftildpias, respectivamente, sem diferenca
estatistica entre as espécies (p = 0,882).

Os micronucleos sdo formados por cromossomos inteiros ou fragmentos
cromossdmicos que ndo sdo incorporados ao nucleo principal durante a
divisdo celular, em decorréncia de danos genéticos ou defeitos na citocinese.
O teste do micronucleo fornece uma medida do potencial aneugénico e
clastogénico de agentes ambientais (Heddle et al., 1991). Embora os
mecanismos responsaveis pelas alteracdes morfoldgicas nucleares ndo sejam
totalmente elucidados, tais anormalidades sdo consideradas indicativas de
genotoxicidade (Cavas e Ergene-Gozukara, 2005). Embora ndo tenham sido

observadas diferencas significativas entre as espécies avaliadas, os resultados
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corroboram os dados obtidos no ensaio cometa, que indicaram maiores taxas
de lesGdo em carpas.

Embora a impossibiidade de conduzir o estudo em condicoes
laboratoriais controladas represente uma das principais limitacdes deste
trabalho, as lesdes identificadas podem estar associadas ao uso intensivo de
pesticidas e ao descarte de residuos provenientes da atfividade agroindustrial.
Esses poluentes podem induzir alteracdes genéticas (Bouhafs et al., 2009),
resultando em mortalidade e danos cumulativos a curto e longo prazo nas

populacoes exposta

3 CONCLUSAO

oram identificados, por meio do teste do micronicleo e do ensaio
cometa, danos ao DNA em peixes das espécies tildpia e carpa cultivados em
tanques localizados proximos as lavouras em estabelecimentos rurais do
municipio de SGo Miguel do Oeste.

Esses resultados sugerem a presenca de substancias genotdxicas nesses
ambientes.

Aparentemente, as carpas mostraram-se mais sensiveis como
biomarcadores de lesdes genotdxicas quando comparadas as tildpias.

HA necessidade de estudos mais abrangentes, utilizando condicoes
laboratoriais controladas e andlises da qualidade da dgua para a
identificacdo dessas substdncias, bem como da adocdo de medidas

educativas e de controle voltadas d reducdo da poluicdo ambiental.
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