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RESUMO

A contaminagdo de rios com metais pesados vém aumentando nas Ultimas décadas em
resposta ao crescimento do setor industrial e seus dejetos, que frequentemente sdo despejados
no ambiente sem que o tratamento adequado seja realizado. As implicagcdes ambientais da
contaminacdo dos ecossistemas naturais de a4gua doce com niquel ainda sdo mal
compreendidas, entretanto, a demanda global por este metal e as descargas antrdpicas
provenientes do setor industrial s6 aumentam. Embora o niquel n3o seja considerado
altamente toxico como outros metais, ele tem a capacidade de ser bioacumulativo e ¢&,
portanto, potencialmente perigoso para os peixes. Assim, ¢ importante que seja desenvolvida
uma compreensao mais profunda da fisiologia basica do niquel em peixes, tanto como um
nutriente essencial quanto como um agente toxico. Desse modo, o presente estudo teve como
objetivo a analise do potencial genotdxico e mutagénico do niquel em peixes da espécie
Oreochromis niloticus (Cichlidae), e a comparagdo das concentragdes utilizadas deste metal
nos bioensaios com a concentracao limite, estabelecida pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA). A resolucdo 357/05 do CONAMA, para controlar e taxar os limites
maximos de contaminantes na agua define que o limite maximo da concentracdo total de
niquel permitida em corpos de agua doce ¢ de 0,025 mg/L Ni. Assim, os organismos-teste
foram expostos a trés diferentes concentragdoes de cloreto de niquel diluido, sendo que, a
primeira concentragdo foi de 0,0125 mg/L, ou seja, metade da concentragdo maxima definida
pelo CONAMA. A segunda concentragdo utilizada, 0,025 mg/L ¢ o proprio limite de
concentragdo estabelecido pela resolugdao. Por fim, a terceira concentragdo utilizada foi de
0,050 mg/L, que consiste no dobro da concentragdo maxima total de niquel permitida em
corpos de agua doce. A exposicdo dos organismos-teste foi feita por 96 horas, e
posteriormente, foi realizada a andlise dos seus eritrocitos, utilizando o teste do micronucleo e
outras anormalidades nucleares e o ensaio do cometa com o objetivo de detectar possiveis
alteragdes no DNA nuclear. As alteragdes nucleares mais encontradas no teste do micronticleo
e outras anormalidades nucleares, “notched”, “blebbled” e “lobed”, foram estatisticamente
significativas nos tratamentos de 0,025 mg/L e 0,05 mg/L em relacao ao controle negativo nos
dois bioensaios realizados, demonstrando um potencial genotdxico do cloreto de niquel em
solugdo. Além disso, no bioensaio de repeticdo, a maior concentragdo de NiCl, (0,05 mg/L)
mostrou significancia estatistica no nimero de microntcleos encontrados em relacdo ao
controle negativo, indicando uma possivel agdo mutagénica do NiCl, em solugdo. Nas

analises do ensaio do cometa do primeiro bioensaio, a concentracdo de 0,025 mg/L NiCl,
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apresentou significancia estatistica de cometas classe 3 em relagdo ao grupo controle;
enquanto no segundo bioensaio, os cometas de classe 3 foram estatisticamente significativos
para a concentragao de 0,05 mg/L de cloreto de niquel em relagdo ao tratamento com a menor
concentragdo NiCl, (0,0125 mg/L) e ao grupo controle. Assim, os resultados do ensaio do
cometa também indicam um potencial genotoxico do NiCl, em solugdo. De maneira geral, os
resultados obtidos no teste do micronticleo e outras anormalidades nucleares, bem como no do
ensaio do cometa, demonstraram um potencial genotdxico do cloreto de niquel em solugao,
inclusive na concentragdo maxima de niquel permitida pelo CONAMA em corpos de agua
doce (0,025 mg/L). Além disso, na concentragdo mais alta de niquel testada (0,05 mg/L)
também foi detectado um potencial mutagénico do NiCl,, indicando o risco das descargas

antropicas do niquel no ambiente, uma vez que, este ¢ um metal pesado bioacumulativo.



1. INTRODUCAO

O impacto das atividades antropogénicas sobre o meio ambiente merece destaque
dentre os temas para discussdo na comunidade cientifica mundial, uma vez que essas
atividades tém alterado significativamente a qualidade da dgua, do solo e do ar. A poluicao
dos recursos hidricos ¢ um problema sério e pertinente. Atualmente, ¢ crescente a
preocupacao em diagnosticar € monitorar a poluicdo ambiental aquatica, uma vez que os
ecossistemas de agua doce, juntamente com os estudrios, fornecem os sistemas mais baratos e
convenientes para descarte de efluentes (ODUM, 1988).

A interven¢do humana pode ser considerada como a maior responsavel pela magnitude
e freqiiéncia da disposi¢ao de contaminantes, uma vez que a sua geracao e utilizacdo como
subproduto de atividades industriais ocorre em escala exponencial, gerando diversos impactos
em nivel local e global, levando a um estresse continuo da natureza e, conseqlientemente, a
efeitos agudos ou cronicos a satde dos ecossistemas € do homem (BRAYNER, 1998).

Nas ultimas décadas, a contaminagdo ambiental por metais pesados tem aumentado
significativamente, principalmente com o desenvolvimento da industria moderna
(STEINKELNNER et al., 1998). O problema da genotoxicidade causada por tais metais tem
adquirido novas dimensdes com o advento da era industrial. Estes metais chegam a biosfera
através do ar, da dgua e do solo. Sdo capazes de causar grandes impactos na estabilidade dos
ecossistemas, podendo até causar efeitos adversos aos seres humanos, uma vez que podem
provocar efeitos toxicos agudos e cancer em mamiferos, devido aos danos causados ao DNA
(MINISSI; LOMBI, 1997; STEINKELLNER et al., 1998; PATRA et al., 2004).

De acordo com a Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo - CETESB (2006), os
metais pesados surgem nas aguas naturais devido aos lancamentos de efluentes industriais tais
como os gerados em induUstrias extrativistas de metais, industrias de tinta e pigmentos e,
especialmente, as de galvanoplastia, que se espalham em grande nimero nas periferias das
grandes cidades. Além destas, os metais pesados podem ainda estar presentes em efluentes de
industrias quimicas, como as de formulacdo de compostos organicos, industria de couro, pele
e produtos similares, indistrias de ferro e ago, lavanderias e industrias de petroleo.

A importancia da preserva¢do dos recursos hidricos tem levado a necessidade de
monitorar e controlar a contaminagdo desses ambientes. Uma vez que, os metais pesados
estdo entre os contaminantes mais toxicos e persistentes, suas fontes, transporte e destino

precisam ser avaliados (CAMPOS, 2002).



Devido as baixas concentracdes em que alguns poluentes sdo encontrados no meio
ambiente, uma série de analises de genotoxicidade tem sido requerida na avaliagdo do
potencial danoso desses quimicos ambientais. Testes que avaliem a toxicidade e a
genotoxicidade sdo indispensaveis para se verificar as reagdes dos organismos vivos a
poluicdo e para indicar o possivel efeito sinergistico de varios poluentes, uma vez que,
analises fisicas e quimicas da agua indicam somente a presen¢a e a concentragdo de diferentes
poluentes (MATSUMOTO et al., 2006). Logo, a utilizagdo de organismos sensiveis, em
ensaios de curto prazo, tais como plantas e animais aquaticos, se fazem necessarios (MAJER
et al., 2005). Assim sendo, o teste do micronucleo, utilizando peixes, tem demonstrado ser
uma técnica in vivo util para testes de genotoxicidade e tem potencial para o0 monitoramento in
situ da qualidade da agua (KIM; HYUN, 2006).

Este teste detecta micronucleos resultantes de quebras cromossomicas durante a
divisdo celular e/ou eventos de perda cromossOmica resultantes de atrasos anafasicos
(KIRSCH-VOLDERS et al., 2003). Segundo Udroiu (2006), hd uma ampla utilizacdo deste
teste em sangue periférico de peixes, para estudos de exposi¢ao cronica a diferentes tipos de
poluentes ambientais, com propriedades clastogénicas e aneugénicas. Por meio deste teste,
utilizando eritrocitos de peixes, ¢ possivel ainda detectar a presenca de irregularidades na
morfologia nuclear dos eritrocitos, com mecanismos de formacdo ainda ndo esclarecidos.
Entretanto, de acordo com a literatura, essas irregularidades parecem estar relacionadas com
falhas na divisdo celular, processo de morte celular, genotoxicidade e/ou mutagenicidade
(CORMAK, 1991; FENECH, 2000), sendo, portanto, complementares na andalise de
micronucleos (SERRANO-GARCIA; MONTERO-MONTOYA, 2001; CAVAS; ERGENE-
GOZUKARA, 2005; SOUZA; FONTANETTI, 2007; HOSHINA et al., 2008).

Assim como o teste do micronucleo, o ensaio do cometa ¢ amplamente aceito pelas
agéncias internacionais como um método padrio para avaliar danos no DNA em células
individuais; tem sido usado em uma grande variedade de aplicagdes, incluindo o
biomonitoramento humano e ambiental e estudos de genotoxicidade (COLLINS, 2004). E
muito usado no campo da genética toxicologica, sendo utilizado em testes in vitro e in vivo
com células de animais e plantas (FAUST et al., 2004). Diversas pesquisas tém avaliado a
sensibilidade do ensaio do cometa nos estudos de monitoramento de agentes que causam
danos ao DNA de organismos marinhos ou de agua-doce (PANDRANGI et al., 1995; NACCI
et al., 1996; MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; BELPAEME et al., 1998; WILSON et al.,
1998; SUMATHI et al., 2001; CHRISTOFOLETTI, 2008; FRENZILLI et al., 2009). Ainda



de acordo com Frenzilli et al. (2009), o ensaio do cometa ¢ uma ferramenta amplamente
utilizada no diagnostico da genotoxicidade em ambientes aquaticos.

Esta técnica detecta quebras no DNA induzidas diretamente por agentes genotoxicos,
assim como fragmenta¢des no DNA, causadas pela morte celular (JALOSZYN’SKI et al.,
1998) e sitios alcali-labeis medindo-se a migracdo do DNA a partir de técnicas de eletroforese
(SINGH et al., 1988). De acordo com Singh et al. (1988), ¢ um método rapido e sensivel para
a quantificacdo de danos no DNA, em células individuais, induzidos por agentes genotoxicos.
Tem as vantagens de ter uma aplicagdo relativamente facil a qualquer tecido de interesse,
detectando multiplas classes de danos no DNA, gerando dados em nivel de uma tunica célula
(HARTMANN et al., 2003; CHRISTOFOLETTI et al., 2009).

Portanto, sendo o niquel um metal pesado de crescente importancia para a industria e,
tendo em vista o aumento de residuos contendo o metal, devido ao desenvolvimento e
crescimento da produgdo industrial, que poderdo causar a contamina¢cdo do meio ambiente,
fazem-se necessarios estudos que demonstrem a potencialidade de indu¢do de danos
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos pelo niquel, para que medidas cabiveis sejam

executadas diante de uma possivel situacdo de contaminagdo prejudicial a biota.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O Niquel como substancia toxica

O niquel (Ni) ¢ um metal pesado com peso atdmico de 58,71. Os componentes de
interesse predominante no niquel incluem o6xido de niquel (NiO), hidréxido de niquel
(Ni(OH),, sulfato de niquel (NiSO,) e cloreto de niquel (NiCl,). Os sais de niquel de acidos
organicos fortes sdo soluveis em agua, enquanto os sais de niquel de acidos inorganicos fracos
sdo insoluveis. O niquel ¢ resistente a corrosdo pelo ar, agua e por agentes alcalinos
(VILAPLANA etal., 1991).

O Ni é o0 24° metal em abundincia na crosta terrestre. As fontes mais importantes de
niquel sdo os minérios na forma de sulfeto de niquel. O processamento de minerais, assim
como a producdo e o uso do Ni tem causado contaminagdo ambiental por este metal
(MCGRATH; SMITH, 1990). Segundo Moore e Ramamoorthy (1984), o principal uso do Ni
¢ na producao de ligas, na industria de galvanoplastia, fabricacao de baterias (baterias de Ni-
Cd), produtos de petroleo, pigmentos e como catalisadores. Estima-se que aproximadamente
180.000 toneladas de Ni sdo geradas, por ano, pela queima de combustiveis fosseis e

processos industriais (IARC, 1990).



A Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC), concluiu em 1990, que os
componentes de Ni sdo carcinogénicos para os seres humanos, visto que a maioria dos
experimentos em animais in Vivo e os dados de genética toxicoldgica in vitro demonstraram
que as particulas de Ni insoluveis eram as mais carcinogénicas. Entretanto, os dados mais
recentes de epidemiologia humana e experimental sugerem que os compostos de Ni soluveis

podem representar um risco igual.

2.2. Especiacdo do niquel em agua doce

Apesar do niquel poder existir em qualquer um dos estados de oxidagao, ¢ o estado +2
o predominante nos ambientes naturais (NRIAGU, 1980). De acordo com a classificagdo de
metais de Nieboer e Richardson (1980), o niquel apresenta forte afinidade pelo oxigénio e
nitrogénio e pouca afinidade com o enxofre.

Em condig¢des de grande disponibilidade de oxigénio, o niquel apresenta-se como uma
espécie aquosa livre e os hidroxidos de Fe e Mn controlam a sua especiacdo. Ja em condigdes
de hipdxia ou anoxia, sulfetos controlam a especiagdo do niquel por meio da formacao de
compostos insoluveis. Em dguas com valores de pH correspondentes a condig¢do tipica da
maioria dos sistemas aquaticos, entre 5 e 9, o cation divalente de niquel, Ni™, é a espécie
dominante quando ocorre a auséncia de carbono organico dissolvido. Em niveis mais altos de
pH, as espécies de hidroxido de niquel dominam a especia¢do (PYLE; COUTURE, 2011).

Como outros metais, o niquel forma complexos com o carbonato, como NiCOs3; no
entanto, ao contrario de outros metais, as espécies de carbonato de niquel ndo possuem tanta
importancia em ecossistemas naturais. A formagao de espécies de carbonato por outros
metais, como Cu ou Pb, libera sitios de ligagdo em oxihidréxidos de Mn permitindo a
adsorcdo de Ni (RICHTER; THEIS, 1980). Conseqlientemente, embora as espécies de
carbonato de niquel desempenhem papéis relativamente menores na especiagdo do Ni, a
presenca de carbonatos dissolvidos representa um importante, embora indireto, papel na
especiagdo desse metal (GREEN-PEDERSEN et al., 1997).

Em 4guas doces naturais, 99% do Ni dissolvido estd associado & complexos organicos,
sendo a taxa de formacdo desses complexos muito lenta (XUE et al., 2001). A instabilidade
desses complexos ird depender da natureza da matéria organica e da quimica do meio aquoso
(MANDAL et al., 2000), de modo que, na 4gua do mar e em menor medida na dgua doce,
esses complexos costumam ser muito estaveis (NIMMO et al., 1989). Assim, o niquel ligado
a complexos organicos estaveis ndo poderd distribuir-se a todos os ligantes disponiveis no

sistema por um longo periodo de tempo (XUE et al., 2001).
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Dessa forma, em ambientes naturais, a distribuicdo de niquel nunca pode realmente
atingir o equilibrio. Isso ocorre porque, apos a entrada do Ni em um ecossistema aquatico,
este pode manter as suas especiagdes originais por um longo tempo, causando a interrupgao
da distribuigdo de Ni pré-existente no sistema. Além disso, o cation divalente Ni'* ao entrar
em sistema acido pode exigir longos periodos de tempo para formar complexos organicos.
Como resultado desse desequilibrio, o Ni*?, cation divalente mais toxico, pode persistir em um
sistema por um periodo muito maior do que outros metais sob as mesmas condi¢des (PYLE;

COUTURE, 2011).

2.3. Mecanismos de toxicidade aguda do niquel

Buhl e Hamilton (1991) classificaram o niquel como o quarto metal mais toxico dentre
oito metais testados, considerando a ordem do mais toxico para o menos toxico
Cd>Ag>Hg>Ni>Au>As>Se>Cr, em trés espécies de peixes.

A toxicidade do niquel ¢ influenciada pela dureza da agua, pH, solidos suspensos
totais, salinidade, espécies e grau de desenvolvimento dos peixes. Geralmente, a toxicidade
aguda (96h CLs), ou seja, concentracdo letal média (a concentracdo de um agente toxico
requerida para matar 50% dos animais de teste apds uma exposicdo de 96 horas) ¢ de
aproximadamente 4-14 mg L™ em 4gua mole e 24-44 mg L' em 4gua dura (BIRGE; BLACK,
1980). Essas faixas de concentracdo de toxicidade aguda sdo altas, considerando faixas
demarcadas por concentragdes de magnitude pg L exibidas por outros metais, como o Cd e
Hg. Dessa forma, a toxicidade aguda do niquel ¢ considerada relativamente baixa (PYLE;
COUTURE, 2011).

Além disso, segundo Hall e Anderson (1995), o niquel € mais téxico em agua doce do
que em ambientes salinos, provavelmente por causa da presenca de outros cations na agua

+ +2 +2 r r res . ~
salgada, como Na ', Ca “, Mg °, que competem com os ions niquel por sitios de ligagdo.

2.4. Efeitos genotoxicos e mutagénicos do niquel

Dados da genética toxicologica e molecular mostram que o NiCl, pode, de fato, ser
genotdxico e mutagénico, especialmente quando as células sdo expostas por longos periodos
(KLEIN; COSTA, 2007). De acordo com Grimsrud (2003) andlises recentes sobre a taxa de
mortalidade, por cancer, em trabalhadores de refinarias de Ni mudaram as opinides sobre o
efeito carcinogénico das diferentes espécies deste metal. As espécies de Ni mais potentes na
inducdo de cancer de pulmao, em seres humanos, parecem ser os sais soliveis em agua, como

0 NiCl; e 0 NiSO..
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Compostos de Ni sdo capazes de produzir quebras de fitas simples no DNA, bem
como aberragdes cromossOmicas e ligagdes cruzadas de proteina-DNA (ROBINSON et al.,
1982; PATIERNO; COSTA, 1985; MISRA et al., 1993). Entretanto, foi sugerido que o Ni ndo
estd diretamente envolvido na formagdo de pontes cruzadas DNA-proteina, mas atua como
agente catalisador desse processo através de mecanismos indiretos, que podem incluir a
formagao de radicais de oxigénio (KASPRZAK, 1991).

Um possivel modo de agdo para compostos soluveis de Ni causarem danos ao DNA ¢
por meio da inducdo da formacio de radicais OH (KLEIN et al., 1991). O Ni? pode ligar-se a
determinados ligantes na célula, tais como o nitrogénio imidazélico da histidina e, como
conseqiiéneia é oxidado em Ni™ por oxidantes fortes, tais como perdxido de hidrogénio e
organicos hidroperoxidos (DATTA et al., 1992). A transformacdo Ni%/Ni" resulta na
formacao de radicais de oxigénio, o que pode levar a oxidacao de bases do DNA ou aumentar
a peroxidag¢do lipidica (KLEIN et al., 1991). Desse modo, a carcinogénese pode ser induzida
diretamente pelo radical OH ou através da peroxidacao lipidica (SHI et al., 1998).

Estudos tém mostrado que os compostos de niquel soltiveis em agua, como o NiCly,,
mostraram-se mais potentes na indu¢do de danos no DNA e de estresse oxidativo (STINSON
et al., 1992; LYNN et al., 1997). Sunderman et al. (1985) relataram que o tratamento com
NiCl; induz a peroxidacdo lipidica. Ainda, segundo Sunderman et al. (1988), a exposicdo ao
Ni produziu efeitos hematologicos em animais e seres humanos. Em humanos, observou-se
um aumento transitério nos reticulocitos do sangue, apds o consumo de dgua contendo NiSOy
e NiCl,. Além disso, um estudo de Kawanishi et al. (1989) demonstrou que o Ni'* reage com
H,0, para a producao de espécies reativas de oxigénio capazes de causar danos ao DNA.

A toxicidade do Ni na biota aquatica varia amplamente e ¢ influenciada por fatores
como pH, oxigénio dissolvido, dentre outros fatores. Na dgua, o metal é toxico para plantas em
concentracdes de aproximadamente 500 pg.L™'; afeta a reprodugdo de crustaceos na dgua doce,
quando atinge cerca de 95 pg.L"'. Em concentracdes de 300 pg.L"' pode matar larvas de
moluscos marinhos e acima de 730 pg.L" é prejudicial a reproducio de pequenos peixes de
agua doce (ROEKENS, 1988; MARQUES, 1993).

Muitas investigacdes genotoxicas in vitro, examinaram o efeito do Ni utilizando o
ensaio do cometa. Entretanto, os estudos in Vvivo ainda sdo limitados e contraditorios
(DANADEVIA et al., 2004). Esses mesmos autores concluiram que o NiCl, € potencialmente
genotoxico, capaz de induzir danos ao DNA dos leucécitos de camundongos e que este ensaio

foi um método adequado para detectar tais danos.
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Entretanto, apesar dos compostos de Ni serem comprovadamente carcinogénicos seus
mecanismos de acdo ainda permanecem desconhecidos. Estudos realizados com Ni'* em
combinacdo com a luz UV demonstraram uma inibi¢do no reparo do DNA de células de
mamiferos em cultura. As possiveis razdes para a inibi¢do do reparo sao mudangas estruturais
do DNA ou intera¢des diretas com enzimas de reparo, promovidas pela competicdo do Ni
com fons metalicos essenciais, como Mg™* e Zn™. A interferéncia dos compostos de Ni em
processos de reparagao do DNA pode ser considerada um mecanismo importante, pois torna a
célula mais susceptivel a um amplo espectro de danos no DNA induzidos por fatores
endogenos ou exdgenos (HARTWIG et al., 1994).

Segundo Kasprzak et al. (2003), o amplo espectro dos efeitos epigenéticos do Ni inclui
alteracdo na expressao gé€nica resultando na hipermetilagdo do DNA, bem como a ativagao ou
silenciamento de determinados genes, além da transcrigdo de fatores, especialmente aqueles
envolvidos na resposta celular a hipoxia. Assim, as investigacdes da carcinogénese causada
pelo Ni devem ser destinadas ao desenvolvimento de tratamentos que possam inibir ou evitar
a interacdo de Ni'* com moléculas alvo ou fons de metais essenciais ¢ assim evitar adversos

para a saude do ser humano.

2.5. Oreochromis niloticus como bioindicador para o monitoramento ambiental

Os efeitos que os metais podem causar aos organismos podem ser observados através
do uso de bioindicadores, os quais sdo importantes no diagndstico dos efeitos que estes
elementos quimicos podem causar aos sistemas bioldgicos (MELA, 2004).

De acordo com Albuquerque (2007), o aumento da quantidade de contaminantes no
ecossistema aquatico necessita do entendimento do efeito biologico de xenobiontes na biota
aquatica. O reflexo do comprometimento ambiental de um ecossistema aquatico pode ser
evidenciado utilizando peixes, devido a seu alto nivel tréfico e a sua grande importancia na
dieta alimentar do ser humano. Estas caracteristicas contribuem para que os peixes sejam
espécies alvo para pesquisas de avaliagao de impactos no ambiente aquatico e/ou avaliagao de
risco, em que sdo utilizados como marcadores biologicos. Assim, peixes sdo intensamente
utilizados como bioindicadores em avaliagdes de contamina¢do ambiental.

A tilapia (Oreochromis sp) foi introduzida no Brasil, em Pentecoste (Ceara), pelo
Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS), no ano de 1971, procedente da
Costa do Marfim, Africa (CASTAGNOLLI, 1992). Por ser uma espécie riistica e precoce, ¢

muito cultivada nas regides nordeste, sul e sudeste.
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A espécie tilapia do Nilo (O. niloticus) ¢ originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da
Africa (CARVALHO, 2006). Pertencente a familia Cichlidae (SANTOS, 1977), apresenta
coloracdo cinza azulada, corpo curto e alto, cabeca e cauda pequenas (GALLI; TORLONI,
1984). A caracteristica principal que distingue O. niloticus ¢ a presenga de listras verticais por
todo comprimento da nadadeira caudal (COSTA-PIERCE, 2003).

E uma espécie de peixe cujo cultivo, bem como importancia, vem crescendo, sendo
atualmente uma das mais importantes aqiiiculturas do mundo, atras apenas da cultura de
carpas e salmonideos. Além disso, ¢ a espécie de tilapia cultivada mais importante,
representando mais de 80% da producdo total de tilapias (MOUSA; MOUSA, 1999; AL-
SHAMSI et al., 2006). Esta espécie, que € primariamente, porém ndo estritamente herbivora,
teve sua cultura favorecida em virtude de caracteristicas como rapido crescimento, grande
resisténcia as condicdes adversas e doencas, adaptabilidade a diversos tipos de meios e
ambientes, entre outros (CHARO-KARISA et al., 2006; PONCE-MARBAN et al., 2006).

Outra caracteristica que torna vantajosa a criagdo de tilapias é a capacidade do
organismo de obter um 6timo desenvolvimento em grandes concentragdes populacionais,
caracteristica que diminui o custo de manutengdo per capita (PONCE-MARBAN et al.,
2006). Ainda segundo Ponce-Marban et al. (2006), ha estudos que demonstram que a tilapia
possui uma grande resisténcia a a¢do de xenobidticos, podendo habitar diversos sitios
possivelmente contaminados por metais pesados. Alguns trabalhos demonstraram ainda uma
capacidade da tilapia em remover detritos e contaminantes organicos por meio de uma
acumulagao destes residuos.

Segundo Giron-Pérez et al. (2007), a tilapia do Nilo ¢ um 6timo modelo para avaliagao
do ecossistema aquatico e para realizagdo de estudos toxicologicos. Os peixes, como um todo,
sdo excelentes para este tipo de estudo, pois possuem a capacidade de retirar, estocar e
bioacumular compostos e/ou poluentes em seus organismos (STREIT, 1998).

Al-Sabti e Metcalfe (1995) afirmaram que peixes sdo amplamente utilizados em
avaliagdes ambientais, por apresentar, quando expostos a substancias quimicas perigosas,
metabolismo similar aos vertebrados superiores, devido a proximidade evolutiva que
possuem. Os resultados obtidos, por exemplo, em testes de teratogénese e carcinogénese,
podem ser utilizados como indicativos de efeitos semelhantes para outros vertebrados,

inclusive para humanos (HARSHBARGER; CLARK, 1990).
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2.6. Teste do micronucleo

O teste do micronticleo € um ensaio citogenético comumente usado em varios sistemas
biologicos, para o monitoramento de genotoxicidade ambiental (MERSCH; BEAUVAIS,
1997).

Para Heddle et al. (1983), uma das técnicas mais promissoras, baratas e rapidas para a
avaliagdo genotoxicoldgica ¢ o teste do micronucleo. Microntcleos sdo pequenas massas
intracitoplasmaticas de cromatina com aparéncia de um pequeno nucleo, resultantes de
quebras cromossdmicas e/ou aneuploidia durante a divisdo celular (HEDDLE et al., 1973;
AL-SABTI;, METCALFE, 1995; GRISOLIA; STARLING, 2001). Durante a telofase, o
envelope nuclear ¢ formado ao redor do cromossomo inteiro ou do fragmento cromossdmico
perdido, que se descondensa e, gradualmente vai assumindo a morfologia de um nucleo
interfasico, com exce¢do do tamanho, pois este ¢ bem menor que o nucleo principal, razao
pela qual ¢ chamado de microntcleo (FENECH, 2000).

Embora o micronucleo possa se originar espontaneamente, a sua indug¢do ¢ comumente
utilizada para se detectar danos no material genético, resultantes da exposicdo a um agente
mutagénico (HEDDLE et al., 1973). Logo, o teste do microntcleo tem se mostrado uma
técnica promissora in Vivo para avaliar a mutagenicidade e a qualidade da agua (AL-SABTI;
METCALFE, 1995; GRISOLIA; STARLING, 2001).

Virios estudos tém mostrado que eritrocitos de peixes tém alta incidéncia de
micronucleos, apos exposicao a diversos poluentes sobre condigdes de campo e de laboratorio
(MINISSI et al., 1996; RUSSO; ROCCO, 2004; MATSUMOTO et al., 2006). Na literatura,
consta que de maneira geral, para a realizagdo do ensaio do micronucleo, podem ser
amostradas células de varios tecidos como branquias, figado, rim e sangue periférico.

O teste do micronucleo ndo ¢ considerado uma técnica vantajosa apenas pela
simplicidade de andlise de resultados, mas também pela possibilidade de aplicagdo em
qualquer populagao celular, em proliferacdo, ndo sendo necessario o conhecimento cariotipico
prévio do organismo-teste empregado (HAYASHI et al., 1998). Desta forma, o teste do
microntcleo foi originalmente desenvolvido com a utilizagao de eritrécitos policromaticos de
medula 6ssea de roedores, por Maier e Schmid (1976), sendo mais tarde estendido para
eritrocitos circulantes (MAcGREGOR et al., 1980). Desde entdo, modificagdes no teste do
micronucleo tém sido realizadas com o intuito de aplica-lo aos mais diversos organismos-
teste.

O teste do microntcleo tem sido aplicado, também com sucesso, em eritrocitos de

peixes (HOSE et al., 1987; GRISOLIA; STARLING, 2001; SOUZA; FONTANETTI, 2006).
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Os eritrdcitos de peixes sao especialmente preferidos para este teste, pois sendo nucleados, os
microntcleos podem ser marcados facilmente como resultado de atividade clastogenica dos
contaminantes; assim sendo este teste pode ser considerado como um indicador bastante
sensivel da exposi¢cdo cronica a contaminantes aquaticos (AL-SABTI; METCLAFE, 1995;
LEMOS et al., 2005).

Concomitantemente ao teste do micronucleo, outras anormalidades nucleares podem
ser observadas e quantificadas. Alteragcdes morfoldgicas no envoltorio nuclear de eritrocitos
de peixe foram descritos por Carrasco et al. (1990) como “blebbed” (nucleos que apresentam
uma pequena evaginacdo nuclear, que parece conter cromatina), “lobed” (nucleo que
apresenta uma evaginacdo maior que os nucleos em “blebbed”) e “notched” (ntcleo que
apresenta uma invaginacdo pronunciada) e alteragdes nucleares como nucleos vacuolizados
(nucleo que apresenta uma regido desprovida de material genético — vacuolo).

Muitos estudos observaram variagdes na morfologia nuclear de eritrdcitos de peixes
(HOSE et al., 1987; SANCHEZ-GALAN et al., 1999), que foram interpretadas por Ayllon e
Garcia-Vasquez (2000) como lesdes nucleares andlogas aos micronucleos. Alguns autores
afirmam que essas anormalidades sdo induzidas por compostos genotoxicos (METCALFE,
1988; AYLLON; GARCIA-VASQUEZ; 2000). Contudo, ainda ndo ¢ totalmente esclarecido
o mecanismo de formagdo dessas alteracdes nucleares. Entretanto, mesmo assim, estudos
indicam que as anormalidades nucleares sdo induzidas em resposta a exposicdo a

contaminantes (PALHARES; GRISOLIA, 2002).

2.7. Ensaio do Cometa

Ostling e Johanson (1984) foram os primeiros a desenvolver uma técnica de
eletroforese em gel para detectar danos no DNA em células tnicas, o teste do cometa, que
também ¢ conhecido como SCGE (single cell gel electrophoresis). Essa técnica micro-
eletroforética permite a visualizagdo direta de danos no DNA em células individuais,
possibilitando assim a anélise do comportamento do DNA em cada célula e sua organizagao
dentro de cada nucledide.

O ensaio do cometa ¢ um teste utilizado com eficiéncia no biomonitoramento
ambiental. Permite a avaliagdo de danos em células em proliferagdo ou nao, in vivo ou in
vitro, além de ser um método de estudo genotoxicologico sensivel (MONTEITH;
VANSTONE, 1995). Este ensaio combina a simplicidade de técnicas bioquimicas para

deteccdo de quebras de fita simples de DNA e/ou sitios élcali-labeis com as abordagens
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tipicas dos ensaios citogenéticos em células (HARTMANN; SPEIT, 1997; SOUZA et al.,
2006).

O principio basico do teste do cometa ¢ a migragdo do DNA em uma matriz de
agarose sob condi¢des eletroforéticas. Quando observadas em microscopio, as células tém a
aparéncia de um cometa, com cabeca (regido nuclear) e uma cauda contendo os fragmentos de
DNA que migraram em dire¢ao ao polo positivo (HARTMANN et al., 2003). Dessa forma,
quanto maior a cauda do cometa maior foi o dano genético induzido no nucleoide. Portanto, o
ensaio do cometa ¢ capaz de detectar quebras no material genético das células (SINGH et al.,
1988), entretanto, essas lesdes sdo consideradas primarias e, dessa forma, sdo passiveis de
reparo. Assim, podem ou ndo resultar em alteracdes genéticas (COLLINS et al., 1997).

A analise do ensaio do cometa pode ser realizada visualmente ou por meio do uso de
programas especificos. Visualmente, as células podem ser classificadas de acordo com a
categoria de migrag¢ao da cauda em quatro classes (0, 1, 2 e 3), sendo que a classe 0 representa
nenhum ou minimo dano e a classe 3 representa maximo dano. E classificado em classe 0
quando nao ha migracao de fragmentos de material genético (cauda); em classe 1, quando o
tamanho da cauda do cometa ndo excede o didmetro da cabeca; em 2 quando o tamanho da
cauda ¢ entre um a duas vezes o tamanho da cabega e em classe 3, quando o tamanho da
cauda ¢ maior que duas vezes o tamanho da cabega (COLLINS et al., 1997).

E considerado um teste sensivel, rapido e eficiente. Quando comparado com outros
testes de genotoxicidade, as vantagens do ensaio do cometa consistem no requerimento de
pequeno numero de células para a deteccdo de pequenos danos no DNA, flexibilidade,
precisdo, facil aplicacao, reprodutibilidade e curto periodo de tempo para a realizacdo do
experimento (BELPAEME et al., 1998; TICE et al., 2000; BUCKER et al., 2006).

Dentre as inumeras aplicagdes do ensaio do cometa, a eficiéncia da técnica para a
deteccdo do potencial genotoxico de contaminantes aquaticos tem sido descrita por muitos
autores (KOSZ-VNENCHAK; ROKOSZ, 1997; SASAKI et al.,1997; AVISHAI et al., 2002,
MATSUMOTO et al., 2004). Dessa forma, o ensaio do cometa tem sido aplicado com sucesso
em eritrocitos de varias espécies de peixes para a avaliagdo da polui¢do ambiental,
destacando, assim, a sensibilidade das cé¢lulas sangiiineas destes animais aos efeitos
genotoxicos (PADRANGI et al., 1995; NACCI et al.,, 1996; BELPAEME et al., 1998;
GONTIO et al.,, 2003; MATSUMOTO et al., 2006; SOUZA; FONTANETTI, 2007,
VENTURA et al., 2008).

Mitchemore e Chipman (1998) listaram uma série de estudos desenvolvidos utilizando

o ensaio do cometa, em diferentes organismos aquaticos. Neste trabalho, os autores discutiram
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as vantagens e desvantagens da utilizagdo deste ensaio, comparando-o com outras técnicas
para detec¢do de quebras na fita de DNA, além de discutirem a aplicabilidade do ensaio em
estudos de monitoramento ambiental.

Segundo Lee e Steinert (2003), o ensaio do cometa foi considerado um teste eficiente
para a avaliagdo de danos no DNA promovidos por contaminantes ambientais, tanto em
peixes marinhos como dulcicolas.

Souza e Fontanetti (2007) através do ensaio, utilizando O. niloticus como organismo
teste, constataram comprometimento da agua em locais de despejo de efluentes de uma
refinaria de petréleo no rio Paraiba do Sul.

Maschio (2009) em um estudo para avaliar o possivel potencial mutagénico e
genotoxico dos quimicos contidos nos efluentes domésticos e urbanos despejados ao longo do
rio Preto, utilizando O. niloticus como organismo teste para a detecgdo de danos genotoxicos
e mutagénicos, descreveu o ensaio do cometa e o teste de anormalidades nucleares e

microndcleos como os mais sensiveis aos poluentes de amostras de dgua do rio.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral do projeto foi avaliar o potencial genotoxico e mutagénico do niquel
em eritrocitos de tilapias (Oreochromis niloticus).

Os objetivos especificos foram:

e Avaliar o potencial genotéxico do cloreto de niquel por meio do ensaio do
cometa e pela presenca de anormalidades nucleares em eritrocitos de tilapias,
pelo teste do micronticleo associado as anormalidades nucleares;

e Avaliar o potencial mutagénico do cloreto de niquel pela presenca de
eritrocitos micronucleados em tilépias, pelo teste do micronticleo.

e Comparar as concentragdes utilizadas do sal NiCl,, com a concentragdo limite
de niquel em corpos d’agua doce, estabelecida pelo Conselho Nacional do

Meio Ambiente (CONAMA).

4. MATERIAL E METODOS
Este projeto foi aprovado pelo “Comité de Etica de Uso Animal” do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — Campus de Rio

Claro, protocolo n® 4930 de 03.08.10.
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4.1. Material biologico

A espécie de peixe Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida
popularmente por tilapia do Nilo, foi utilizada neste trabalho como organismo teste. Foram
utilizados cinco espécimens em cada bioensaio, num total de 20 individuos, com tamanho
médio de 10 cm, para evitar diferengas intra-especificas relacionadas ao tamanho e idade dos
peixes. Os espécimes, oriundos de piscicultura, foram trazidos ao Departamento de Biologia,
UNESP — campus de Rio Claro, onde foram aclimatados em tanque, a temperatura média de

23°C, com sistemas de filtragem e aeracao.

4.2. Niguel como substéncia toxica

O toxico que foi utilizado ¢ caracterizado como metal pesado. Para a montagem dos
bioensaios foi utilizado o cloreto de niquel hexahidratado PA, da marca Synth, CAS number
C.1055.01.AF e peso molecular 237,70.

No Brasil ¢ utilizada a resolugdo do CONAMA, n° 357 de 25 de margo de 2005, para
controlar e taxar os limites maximos de contaminantes. Segundo essa resolucdo, o limite
maximo da concentragdo total de niquel permitida em corpos de dgua doce ¢ de 0,025 mg/L
Ni.

Assim, foram utilizadas trés concentracdes do sal cloreto de niquel (NiCl) nos
bioensaios com tildpias. A primeira de 0,0125 mg/L, ou seja, metade da concentracdo maxima
definida pelo CONAMA. A segunda concentragdo utilizada, 0,025 mg/L ¢é o proprio limite de
concentragdo estabelecido pela resolugdo. A terceira concentragdo ¢ 0,050 mg/L, que consiste

no dobro da concentragdo méxima total de niquel permitida em corpos de 4gua doce.

4.3. Bioensaios com O. niloticus

Para os bioensaios foram utilizados quatro aquarios, com capacidade de 40 L cada. Em
um deles, foi realizado o controle negativo, com 30 litros de agua de pogo artesiano. Os trés
aquarios restantes receberam 30 litros de 4gua cada um e, respectivamente, trés concentragdes
do sal NiCl,: a primeira foi 0,0125 mg/L, a segunda concentragdo utilizada foi 0,025 mg/L e a
terceira concentracdo foi 0,050 mg/L, baseadas na resolucdo do CONAMA para taxar o limite
maximo de niquel em corpos d’agua doce.

Os aquarios receberam aeracdo por 48 horas. Apds esse periodo, cinco peixes foram
colocados aleatoriamente em cada aquario, apds aclimatagcdo, onde permaneceram por 96

horas, a fim de que fossem estimados os efeitos do NiCl,.
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4.4. Metodologia

4.4.1. Teste do micronucleo e outras anormalidades nucleares com eritrocitos circulantes

Na confec¢do das ldminas para o teste do microntcleo associado as anormalidades
nucleares, foi retirado aproximadamente 0,3 cm® de sangue, de cada peixe vivo, por meio de
puncdo cardiaca, utilizando seringas heparinizadas. Apds a pungdo, a agulha foi limpa com
papel absorvente, a fim de se evitar a contaminacao do sangue com liquido corporal e/ou
muco. A primeira gota de sangue foi descartada, também para evitar a contaminagdo do
sangue, sendo utilizadas as gotas posteriores para a confec¢do das laminas, por meio da
técnica de esfregaco sanguineo (extensdes sanguineas).

Trés extensdes sangiiineas foram realizadas para cada individuo. As laminas foram
fixadas em etanol absoluto por 10 minutos e secas a temperatura ambiente. Para a coloracao
do material, as laminas foram submetidas a rea¢do de Feulgen, com uma hidrélise acida (HCI1
1 N) de 11 minutos, em banho-maria, a 60°C (MELLO; VIDAL, 1978), e posteriormente
colocadas em cubetas de vidro com reativo de Schiff durante 2 horas. Logo apds, as laminas
foram lavadas com agua destilada e secas a temperatura ambiente.

Para cada peixe foram analisados 3.000 eritrocitos, sob objetiva de imersdo, para a
determina¢do da freqiiéncia de células micronucleadas. Eritrocitos portadores de
micronticleos foram contabilizados para a avaliacdo do potencial mutagénico. Para a
identificacdo de micronucleos, alguns critérios foram adotados, segundo Huber et al. (1983):
boa preservagdo e coloracdo do citoplasma e do nucleo; microntcleo e o nucleo principal
dentro do mesmo citoplasma; auséncia de conexao entre nucleo ¢ micronucleo; o didmetro
maximo do micronucleo nao deve ultrapassar a metade do ntcleo (se for maior, a célula sera
considerada como binucleada); manutencao da esfericidade do ntcleo e micronucleo.

Na avaliagdo do potencial genotoxico, foram consideradas os eritrocitos portadores de
anormalidades nucleares, segundo a classificagdo de Carrasco et al. (1990) como: “blebbed
nuclei”, que corresponde a uma evaginacao relativamente pequena do envoltdrio nuclear, o
qual aparenta conter eucromatina ou, algumas vezes, heterocromatina; “lobed nuclei”,
correspondendo a nticleos com evaginagdes maiores que os “blebbeds”, mas sem a mesma
delimitagdo. Alteracdes morfoldgicas do ntcleo foram incluidas nesta categoria, por exemplo,
aumento da superficie nuclear, formando multiplos 16bulos, caracterizando um ntcleo
disforme; “notched nuclei”, descrito como uma invaginagdo da membrana. Ainda de acordo

com este autor, nucleos “notched” parecem nao conter material nuclear no local invaginado.
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Para o teste estatistico foi utilizado uma comparagdo dos resultados de cada grupo de

tratamento, por meio do teste de Kruskal-Wallis.

4.4.2. Ensaio do Cometa utilizando sangue periférico

Para o ensaio do cometa, a metodologia utilizada foi a técnica alcalina, baseada em
Singh et al. (1988) e Christofoletti et al. (2009). A principio, as laminas foram mergulhadas
em agarose normal (ponto de fusdo normal) 1,5% a 60°C, e posteriormente secas e
armazenadas. ApoOs a pungao cardiaca, com seringas devidamente heparinizadas, uma amostra
de 5 pL do sangue dos peixes foi diluida em 1.000 uL de PBS. As laminas pré-gelatinizadas
foram montadas com 10 uL da suspensdo celular + 120 pL de agarose de baixo ponto de
fusdo (0,5%) a 37°C. Foi adicionada uma laminula sobre cada lamina, levando-as a geladeira,
por 20 minutos, para solidificacido do gel. Decorrido este tempo, as laminulas foram
removidas e as laminas foram mantidas em solugdo de lise gelada e recém-preparada (1 mL
de triton X-100, 20 mL de DMSO e 79 mL de solugdo de lise estoque: NaCl 2,5M, EDTA
100mM, Tris 10mM, pH 10,0-10,5), em geladeira, por no minimo uma hora, protegidas da
luz.

A solucdo de lise possui propriedades detergentes e contem altas concentragdes de
sais, que promovem a desintegracdo das membranas celulares. Apds a lise, as 1aminas foram
transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese contendo tampdo alcalino (NaOH
300mM + EDTA 1mM, pH~13) a 4°C. A cuba foi disposta em um banho de gelo e a corrida
de eletroforese foi realizada com voltagem constante (25V) e amperagem de 280-300 mA, por
20 minutos. Durante o tratamento alcalino, ocorre o relaxamento e a desespiralizagao dos
sitios de rompimento da molécula de DNA. As laminas foram, entdo, neutralizadas com
tampao (Tris-HCI 0,4M, pH 7,5) por 15 minutos para a remog¢ao de sais e detergentes, secas a
temperatura ambiente e fixadas em etanol 100%, por 10 minutos, para precipitar o DNA e
secar a agarose. Toda a metodologia acima foi realizada na auséncia de luz.

As laminas ficaram acondicionadas a temperatura ambiente para a secagem e
estocadas a seguir. A coloracdo foi realizada com Gel Red no momento da analise.

Para cada peixe foram analisados aleatoriamente 100 nucleodides, num total de 500 por
tratamento, mais o controle. Para a analise, foi utilizado microscépio de fluorescéncia, filtro
B-3* (excitagdo: i=420-490 nM, barreira: I=520 nM), em objetiva de 40x.

Para a quantificacdo de migracdo e a andlise de distribuicdo dos cometas, dois
parametros de genotoxicidade foram utilizados: classificacdo visual dos cometas/nucleodides e

escore do dano (RIGONATO et al., 2005).
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De acordo com a migragao dos fragmentos de DNA, a classificacdo dos nucleoides

dar-se-a:
. Classe 0: nenhum dano aparente, ou seja, nucledides que ndo apresentam cauda;
o Classe 1: pequeno dano, ou seja, nucledides apresentando um tamanho de cauda

inferior ao didmetro da cabeca;

o Classe 2: dano médio, ou seja, com nucledides apresentando um tamanho de cauda
equivalente a uma ou duas vezes o tamanho do diametro da cabeca;

o Classe 3: dano grande, ou seja, com nucledides apresentando o tamanho da cauda
superior a duas vezes o didmetro da cabega.

O escore de cada tratamento foi verificado multiplicando-se o nimero dos nucledides
observados em cada classe de dano pelo valor da classe (0, 1, 2 e 3). Logo, os escores podem
variar de zero (todas as células sem dano — 0x100) a 300 (todas as células com dano méaximo
— 3x100). Os nucleoides totalmente fragmentados ndo foram considerados, pois representam
células em processo de morte celular (HARTMANN; SPEIT, 1997).

Os resultados foram apresentados como freqiiéncia de células com dano, distribui¢ao
de classes e o escore de dano. A andlise estatistica foi realizada pelo método de Kruskal-

Wallis, com p<0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados na forma de um artigo cientifico que serd submetido

a uma revista especializada da area.

- ARTIGO: Genotoxic and mutagenic effects of nickel in erythrocytes of Oreochromis

niloticus (Cichlidae)
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ARTIGO

Genotoxic and mutagenic effects of NiCl, in erythrocytes of Oreochromis niloticus
(Cichlidae)

Efeitos genotdxicos e mutagénicos do NiCl, em eritrocitos de Oreochromis niloticus
(Cichlidae)

Amanda Alfonso Batista', Cintya Aparecida Christofoletti?, Carmem S. Fontanetti’

Departamento de Biologia — Instituto de Biociéncias, Rio Claro, SP, Brasil.
Av. 24-A, n° 1515, CEP: 13506-900, Rio Claro, SP, Brasil.

1: amandaalfonso@hotmail.com; 2: cintyachris@gmail.com; 3: fontanet@rc.unesp.br

RESUMO

As implicacdes ambientais da contaminacdo dos ecossistemas naturais de dgua doce com
niquel ainda sdo mal compreendidas, entretanto, a demanda global por este metal e as
descargas antropicas provenientes do setor industrial em corpos d’agua s6 aumentam. O
niquel ¢ um metal bioacumulativo e, portanto, tem a capacidade de se perpetuar através da
cadeia trofica podendo causar danos aos peixes € a outros organismos. Assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o potencial genotdxico e mutagénico do metal pesado
niquel, em peixes da espécie Oreochromis niloticus (Cichlidae). Foram testadas trés
concentragdes de cloreto niquel diluido: 0,0125 mg/L, 0,025 mg/L e 0,05 mg/L, sendo 0,025
mg/L a concentragdo limite de niquel permitida para corpos d’agua doce pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), legislagdo vigente no Brasil. A exposi¢do dos
organismos-teste foi feita por 96 horas, e posteriormente, foi realizado o teste do micronucleo
e outras anormalidades nucleares e o ensaio do cometa com o objetivo de detectar possiveis
alteragdes no DNA nuclear dos eritrocitos. As trés concentragdes de NiCl, testadas foram
capazes de induzir danos genotoxicos nos eritrocitos de O. niloticus e, a maior concentragido

testada, também apresentou potencial mutagénico.

Palavras-chave: tilapia, teste do micronucleo, ensaio do cometa.
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INTRODUCAO

De acordo com a Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo - CETESB (2006), os
metais pesados surgem nas dguas naturais devido aos langamentos de efluentes industriais tais
como os gerados em industrias extrativistas de metais, industrias de tinta e pigmentos e,
especialmente, as de galvanoplastia. Estima-se que aproximadamente 180.000 toneladas de Ni
sdo geradas, por ano, pela queima de combustiveis fosseis e processos industriais (IARC,
1990). Ainda segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (1990), os
componentes do Ni podem ser carcinogénicos para os seres humanos.

A importancia da preservagdo dos recursos hidricos tem levado a necessidade de
monitorar ¢ controlar a contaminagdo desses ambientes. Uma vez que, os metais pesados
estdo entre os contaminantes mais toxicos e persistentes, suas fontes, transporte e destino
precisam ser avaliados (CAMPOS, 2002). Assim, testes que avaliem a toxicidade e a
genotoxicidade sdo indispensdveis para se verificar as reagdes dos organismos vivos a
poluicao, uma vez que, analises fisicas e quimicas da dgua indicam somente a presenca € a
concentracdo de diferentes poluentes (MATSUMOTO et al., 2006). Logo, ensaios de curto
prazo, com a utiliza¢do de organismos sensiveis, fazem-se necessarios (MAJER et al., 2005).
Segundo Girdn- Pérez et al. (2007), a tilapia do Nilo (O. niloticus) ¢ um 6timo modelo para
avaliacdo do ecossistema aquatico e para realizagdo de estudos toxicologicos. Os peixes,
como um todo, sdo excelentes para este tipo de estudo, pois possuem a capacidade de retirar,
estocar e bioacumular compostos e/ou poluentes em seus organismos (STREIT, 1998).

O teste do micronucleo e outras anormalidades nucleares em peixes tem demonstrado
ser uma técnica in vivo util para testes de mutagenicidade e, tem potencial para o
monitoramento in Situ da qualidade da agua (SERRANO-GARCIA; MONTERO-
MONTOYA, 2001; CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005; SOUZA; FONTANETTI,
2006; KIM; HYUN, 2006; HOSHINA et al., 2008). Este teste detecta microntcleos
resultantes de quebras cromossomicas durante a divisdo celular e/ou eventos de perda
cromossdmica resultantes de atrasos anafasicos (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003).

Assim como o teste do micronucleo, o ensaio do cometa ¢ amplamente aceito pelas
agéncias internacionais como um método padrdo para avaliar danos no DNA em células
individuais. Esta técnica detecta quebras no DNA induzidas diretamente por agentes
genotdxicos, assim como fragmentagdes no DNA, causadas pela morte celular
(JALOSZYN’SKI et al., 1998) e sitios alcali-labeis medindo-se a migracdo do DNA a partir

de técnicas de eletroforese (SINGH et al., 1988). Tem as vantagens de ter uma aplicacao



24

relativamente facil a qualquer tecido de interesse, detectando multiplas classes de danos no
DNA, gerando dados em nivel de uma unica célula (HARTMANN et al., 2003;
CHRISTOFOLETTI et al., 2009). Diversas pesquisas tém avaliado a sensibilidade do ensaio
do cometa nos estudos de monitoramento de agentes que causam danos ao DNA de
organismos marinhos ou de agua-doce (PANDRANGI et al., 1995; NACCI et al., 1996;
BELPAEME et al., 1998; WILSON et al, 1998; SUMATHI et al, 2001;
CHRISTOFOLETTI, 2008; FRENZILLI et al., 2009).

Portanto, sendo o niquel um metal pesado de crescente importancia para a industria e,
tendo em vista o aumento de residuos contendo o metal, devido ao desenvolvimento e
crescimento da produgdo industrial, que poderdo causar a contamina¢do do meio ambiente,
fazem-se necessarios estudos que demonstrem a potencialidade de inducdo de danos
genotoxicos e mutagénicos pelo niquel, para que medidas cabiveis sejam executadas diante de
uma possivel situacdo de contaminacgdo prejudicial a biota. Assim, este estudo teve como
objetivo avaliar a genotoxicidade e a mutagenicidade de um sal de niquel, o NiCl,, em peixes
da espécie Oreochromis niloticus através do teste do micronucleo e outras anormalidades
nucleares e do ensaio do cometa e, comparar as concentragdes de cloreto de niquel utilizadas
com a concentragdo limite de niquel permitida em corpos d’agua doce pelo CONAMA

(Conselho Nacional do Meio Ambiente).

MATERIAIS E METODOS

Material biologico

A espécie de peixe Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida
popularmente por tilapia do Nilo, foi utilizada como organismo teste. Foram utilizados cinco
espécimens em cada bioensaio, num total de 20 individuos, com tamanho médio de 10 cm,
para evitar diferencas intra-especificas relacionadas ao tamanho e idade dos peixes. Os
espécimes, oriundos de piscicultura, foram trazidos ao Departamento de Biologia, UNESP —
campus de Rio Claro, onde foram aclimatados em tanque, a temperatura média de 23°C, com
sistemas de filtragem e aeragdo. Este estudo foi aprovado pelo “Comité de Etica de Uso
Animal” do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita

Filho — Campus de Rio Claro, protocolo n® 4930 de 03.08.10.
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Composto testado

Para a montagem dos bioensaios foi utilizado o cloreto de niquel hexahidratado PA, da
marca Synth, CAS number C.1055.01. AF e peso molecular 237,70.

Segundo a resolugdo do CONAMA, n°® 357 de 25 de margo de 2005, o limite maximo
da concentragdo total de niquel permitida em corpos de agua doce € de 0,025 mg/L Ni. Assim,
as tilapias foram expostas a trés concentragdes de cloreto de niquel. A primeira de 0,0125
mg/L, metade da concentracdo maxima definida pelo CONAMA. A segunda concentragdo
utilizada, 0,025 mg/L corresponde ao proprio limite de concentracao estabelecido pela
resolugdo. Por fim, a terceira concentragdo foi de 0,050 mg/L, que consiste no dobro da

concentragdo maxima total de niquel permitida em corpos de agua doce.

Bioensaios

Para os bioensaios foram utilizados quatro aquarios, com capacidade de 40 L cada. Em
um deles, foi realizado o controle negativo, com 30 litros de dgua de poco artesiano. Os trés
aquarios restantes receberam 30 litros de agua cada um e, as trés concentragdes do sal NiCl,
descritas acima.

Os aquarios receberam aeracdo por 48 horas. Apos esse periodo, cinco peixes foram
colocados aleatoriamente em cada aquario, apds aclimatagdo, onde permaneceram por 96

horas, a fim de que fossem estimados os efeitos do NiCl,.

Teste do micronucleo e outras anormalidades nucleares

Aproximadamente 0,3 cm® de sangue foram retirados de cada peixe vivo, por meio de
pungao cardiaca, utilizando seringas heparinizadas. Foram entdo confeccionadas trés laminas
por individuo, por meio da técnica de esfregaco sanguineo (extensdes sanguineas). As laminas
foram fixadas em etanol absoluto por 10 minutos e, apds 24 horas, foram hidrosiladas em HCI
1 N por 11 minutos, em banho-maria, a 60°C (MELLO; VIDAL, 1978). Posteriormente, as
laminas foram lavadas com agua destilada e colocadas em cubetas de vidro com reativo de
Schiff durante 2 horas.

Para cada peixe foram analisados 3.000 eritrdcitos, sob objetiva de imersao (1000x).
Eritrécitos portadores de micronucleos foram contabilizados para a avaliagdo do potencial
mutagénico. Na avaliacdo do potencial genotoxico, foram consideradas os eritrdcitos com

anormalidades nucleares, como “blebbed nuclei”, “lobed nuclei”, “notched nuclei” e “broken-

egg” segundo a classificacdo de Carrasco et al. (1990). Foi realizada uma comparacdo dos
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valores de média e desvio padrdao dos resultados de cada grupo de tratamento, por meio do

teste estatistico de Kruskal-Wallis.

Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa foi realizado seguindo a metodologia da técnica alcalina, baseada
em Singh et al. (1988) e Christofoletti et al. (2009). A principio, as laminas foram
mergulhadas em agarose normal 1,5% a 60°C, e posteriormente secas e armazenadas. Apds a
pungao cardiaca, uma amostra de 5 pLL do sangue dos peixes foi diluida em 1.000 uL de PBS.
As laminas pré-gelatinizadas foram montadas com 10 pL da suspensdo celular + 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%) a 37°C. Foi adicionada uma laminula sobre cada
lamina, levando-as a geladeira, por 20 minutos, para solidificacdo do gel. Decorrido este
tempo, as laminulas foram removidas e as laminas foram mantidas em solucdo de lise gelada
e recém-preparada (1 mL de triton X-100, 20 mL de DMSO e 79 mL de solugdo de lise
estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, pH 10,0-10,5), em geladeira, por no
minimo uma hora. Apds a lise, as laminas foram transferidas para uma cuba horizontal de
eletroforese contendo tampao alcalino (NaOH 300mM + EDTA 1mM, pH~13) a 4°C. A cuba
foi disposta em um banho de gelo e a corrida de eletroforese foi realizada com voltagem
constante (25V) e amperagem de 280-300 mA, por 20 minutos. As laminas foram, entdo,
neutralizadas com tampao (Tris-HCl1 0,4M, pH 7,5) por 15 minutos e fixadas em etanol 100%,
por 10 minutos. Toda a metodologia acima foi realizada na auséncia de luz. A coloracao foi
realizada com Gel Red no momento da anélise.

Para cada peixe foram analisados aleatoriamente 100 nucleoides, num total de 500 por
tratamento, mais o controle. Para a analise, foi utilizado microscépio de fluorescéncia, filtro
B-3* (excitagdo: i=420-490 nM, barreira: I=520 nM), em objetiva de 40x. Para a quantificagio
de migragdo e a andlise de distribuicdo dos cometas foi realizada a classificagdo visual dos
cometas/nucledides e calculado o escore do dano (RIGONATO et al., 2005). Foi realizada
uma comparacao dos valores de média e desvio padrao dos resultados de cada grupo de

tratamento, por meio do teste estatistico de Kruskal-Wallis.
RESULTADOS
Teste do micronucleo

Os resultados da avaliacdo citotdxica, genotoxica e mutagénica, dos dois bioensaios

estdo apresentados na forma de média e desvio padrio nas tabelas 1 e 2.
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A andlise dos resultados do teste do micronucleo, aplicado em eritrécitos de O.
niloticus (Figura 1A), expostos as diferentes concentragdes de cloreto niquel, revelaram o
potencial genotoxico e mutagénico deste metal.

Foram encontrados valores estatisticamente significativos, para nlcleos do tipo
“notched” (Tabelas 1 e 2, Figura 1B) para as concentragdes de 0,025 mg/L e 0,05 mg/L de
ambos os biensaios. Nucleos “lobed” (Tabelas 1 e 2, Figura 1C) foram estatisticamente
significativos, com p<0,05, para a concentragdo de 0,0125 mg/L e, com p<0,01, para as
concentragdes de 0,025 mg/L e 0,05 mg/L para ambos os bioensaios. Nucleos tipo “blebbed”
(Tabelas 1 e 2, Figura 1D) foram estatisticamente significativos, com p<0,05, para a
concentragdo de 0,0125 mg/L de ambos os bioensaios; ja a concentragdo de 0,025 mg/L foi
estatisticamente significativa, com p<0,01, no primeiro bioensaio e, com p<0,05, no segundo
bioensaio, enquanto a concentracdo de 0,05 mg/L foi estatisticamente significativa com
p<0,05 no primeiro bioensaio e com p<0,01 no segundo bioensaio. A alteragdo nuclear tipo
“broken-egg” (Tabelas 1 e 2, Figura 1E) ndo foi estatisticamente significativa em nenhum dos
bioensaios realizados. As somatorias das anormalidades mostraram-se significativas, com
p<0,05, na concentracao de 0,0125 mg/L no primeiro bioensaio € na concentragdao de 0,025
mg/L no segundo bioensaio e, com p<0,01, para as concentragdes de 0,025 mg/L e 0,05 mg/L
no primeiro bioensaio e para a concentragdo de 0,05 mg/L no bioensaio de repeti¢ao.

Eritrdcitos micronucleados (Tabela 2, Figura 1F) foram estatisticamente significativos
na concentracdo mais alta de cloreto niquel testada, 0,05 mg/L, no segundo bioensaio

realizado.
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Tabela 1 — Valores de média e desvio padrao de microntcleos e anormalidades nucleares
observados em eritrocitos de O. niloticus, expostos ao cloreto de niquel durante o primeiro
bioensaio realizado.

Tratamento MN Notched Blebbed Lobed Broken- Somatoéria das
egg anormalidades

CN 0.6+0.54 20.2+7.46 13+6.89 3.2+£1.48 0.4+0.89 36.8+13.97

N1 0.8+0.83 23.249.39 37£17.39* 10.8+4.81*%  0.6+0.54 71.6+30.63*
N2 1.4+1.14 42.6+15.88* 37.6+11.17** 21.2+£8.49** 0.8+0.83 102,2+32.15**
N3 0.840.83 36.4+14.13* 50.8424.69*  22.4+7.79** 0.4+0.54 110+44.18**

MN: microntcleo; CN: controle negativo; N1: concentracdo de 0,0125 mg/L , de cloreto de
niquel; N2: concentracao de 0,025 mg/L, de cloreto de niquel; N3: concentracdo de 0,05
mg/L, de cloreto de niquel.

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05.

** valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,01.

Tabela 2 — Valores de média e desvio padrao de micronucleos e anormalidades nucleares
observados em eritrocitos de O. niloticus, expostos ao cloreto de niquel durante o segundo
bioensaio realizado.

Tratamento MN Notched Blebbed Lobed Broken- Somatoéria das
egyg anormalidades
CN 0.40+0.54 16.80+£10.08 10.80+6.30 2.40+1.14 0.20+0.44 30.60+15.35
N1 0.60+0.54 17.60+7.19 28.40+14.43* 6+£2.54* 0.4+0.54 51+25.50
N2 0.80+0.83 33.60+£13.86* 28.80£10.66* 14.20+6.53** (0.60+£0.54 77.60+£28.63*
N3 1.20+0.44* 33.80+12.91* 444+16.27** 19.80+£6.83**  (0.40+0.54 99+32.46%**

MN: micronucleo; CN: controle negativo; N1: concentragdo de 0,0125 mg/L , de cloreto de
niquel; N2: concentragdo de 0,025 mg/L, de cloreto de niquel; N3: concentracdo de 0,05
mg/L, de cloreto de niquel.

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05.

** valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,01.
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Figura 1: Eritrocitos de O. niloticus expostos a cloreto de niquel. A. Eritrocito normal; B.
Eritrocito com alteragcdo “notched”; C. Eritrécito com alteracdo “lobed”; D. Eritrocito com
alteragdo “blebbed”; E. Eritrocito com alteragdo “broken-egg”; F. Eritrocito com micronucleo
(seta).

Ensaio do Cometa

Os resultados obtidos nos dois bioensaios estdo apresentados na forma de média e
desvio padrao nas tabelas 3 e 4.

A analise dos resultados do ensaio do cometa, igualmente aplicado em eritrocitos de
O. niloticus, expostos as diferentes concentragdes de cloreto de niquel, revelaram o potencial
genotoxico deste metal, para ambos os bioensaios.

A freqiiéncia de nucledides em cada classe de migra¢do e o escore do dano foram
utilizados como pardmetros para a avaliagdo da genotoxicidade. Para esta avaliagdo foram
observadas todas as classes de migracao dos cometas (Figura 2).

No primeiro bioensaio, cometas de classe 3 (Tabela 3, Figura 2D) foram
estatisticamente significativos, com p<0,05, para a concentracao de 0,025 mg/L, enquanto no
bioensaio de repeticdo, os cometas de classe 3 (Tabela 4, Figura 2D) mostraram-se
estatisticamente significativos para a concentragao de 0,05 mg/L. Em ambos os bioensaios a
somatoéria das células com cometas e o escore de dano (Tabelas 3 e 4) da concentracao de
0,05 mg/L foram estatisticamente significativos, com p<0,05. Assim, em ambos o0s

bioensaios, observou-se que a concentracdo de 0,05 mg/L foi a que apresentou maior
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potencial genotoxico, com base nos valores obtidos pelos nucledides com cometa e pelo
escore de dano (Tabelas 3 e 4). Além disso, no bioensaio de repeticdo, cometas de classe 3
(Tabela 4, Figura 2D) também foram estatisticamente significativos em relagdo ao tratamento

com a menor concentragao de cloreto de niquel, 0,0125 mg/L.

Tabela 3 - Valores de média e desvio padrao de classe de cometas observados em eritrocitos
de O. niloticus, expostos ao cloreto de niquel durante o primeiro bioensaio realizado.

Tratamento  Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Com Score
cometa
CN 444+13.75 26+5.70 23.4+7.16 7.8+£3.96 57.2+11.96 96.2+22.46
N1 21+7.48 28.4+7.40 26.4+4.15 25.4+17.38 80.2+8.70 157.44+40.93
N2 22.6+9.65 29.843.27 19.845.44 30.8+8.04* 80.4+10.01 161.8+30.94
N3 17.8+10.13 33.2+8.10 26.2+5.80 27+9.69 86.4+9.12* 166,6+£30.93*

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis, com p<0,05, em
relagdo ao CN.

Tabela 4 - Valores de média e desvio padrao de classe de cometas observados em eritrocitos
de O. niloticus, expostos ao cloreto de niquel durante o segundo bioensaio realizado.

Tratamento  Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Com Score
cometa
CN 282+7.12  41.80+5.44 25.60+4.97 11+£3.93 78.40+8.56 126+18.23
N1 28.80+£5.63 45.40+8.08 22.40+8.26 11.80+3.70 79.60+9.86 125.60+£22.77
N2 22.80+6.72 37.60+5.72 23.60+6.58 26.40+3.36 87.60+3.97 164+11.57
N3 13.60+5.02 28.20+4.43 33.60+5.45 36.40+5.31*%" 98.20+£7.01% 204.60+17.30%*

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis, com p<0,05, em
relacdo ao tratamento CN.
! valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis, com p<0,05, em
relacdo ao tratamento N1.
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Figura 2: Classes de migracdo de cometas em nucledides de O. niloticus expostos a
diferentes concentragdes de cloreto de niquel. A. Nucleodide de classe 0 (sem dano aparente);
B. Nucleoide de classe 1 (pouco dano); C. Nucledide de classe 2 (médio dano); D. Nucleoide
de classe 3 (maximo dano).

DISCUSSAO

O niquel ¢ utilizado por muitos organismos nas atividades metabdlicas e organizagao
estrutural. E introduzido nos recursos hidricos pela descarga de efluentes domésticos e
industriais, mas também pela erosio do solo e de rochas (SAWASDEE; KOHLER, 2009).
Neste sentido, ¢ de grande importancia estudos de biomonitoramento ambiental, utilizando
bioindicadores ¢ biomarcadores sensiveis e eficientes na detec¢ao da contaminagao.

Muitos estudos mostram que os sais de niquel apresentam risco e s3o capazes de
produzir efeitos adversos e/ou carcinogenicidade em humanos e animais (COOGAN et al.,
1989; SUNDERMAN, 1989; OBONE et al., 1999). Seoane ¢ Dulout (2001) observaram que o
NiCl, aumenta a freqliéncia de micronucleos em fibroblastos humanos. Além disso,
porcentagens significativas de micronucleos foram encontradas na medula oOssea de
camundongos expostos a NiCl, (DHIR et al., 1991). Segundo Hauptman et al. (1993), o NiCl,
pode induzir lesdes oculares e malformacao da retina em embrides de Xenopus.

Na avalicao da genotoxocidade e mutagenicidade do cloreto de niquel, por meio do
teste do micronticleo e outras anormalidades nucleares, a quantidade de microntcleos
encontrados no bioensaio de repeticdo revelaram relevancia estatistica na concentracado mais
alta (0,5 mg/L) em relacdo ao controle negativo. Tal resultado indica que o NiCl, pode ser

uma substancia mutagénica, uma vez que, os micronucleos surgem de fragmentos de
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Cromossomos ou cromossomos inteiros que nao sao incorporados ao nucleo da célula filha por
ocasido da divisdo celular, o que poderia ocasionar a malformacao de células durante o ciclo
celular.

Além disso, alteragdes na morfologia nuclear dos eritrocitos de O. niloticus foram
freqlientemente observadas em todos os tratamentos dos bioensaios realizados. Nucleos do
tipo “notched”, “blebbled” e “lobed”, mostraram-se estatisticamente significativas em relagao
ao controle negativo, nos tratamentos com as duas concentragdes mais altas de cloreto de
niquel testada, 0,025 mg/L e 0,05 mg/L, nos dois bioensaios realizados. Desse modo, pode-se
inferir o potencial genotoxico do NiCl, em solug@o, em peixes da espécie O. niloticus.

De acordo com Grisolia (2005), essas anormalidades nucleares podem decorrer de
alteragdes na estrutura do DNA, como quebras de fita simples ou quebras de fita dupla e da
formacdo de adutos (ligacao covalente de um elemento ou composto quimico com as bases
nitrogenadas do DNA), entre outros. Ainda de acordo com esse mesmo autor, uma provavel
causa da iniciagdo do cancer pode ser a formacdo dessas anormalidades nucleares, como
resultado da interagdo de compostos genotoxicos com o DNA. Caso ndo ocorra o reparo desta
lesdo, esta pode ser propagada para as células filhas. Assim, estas células podem permanecer
latentes por muitos anos acumulando novos danos ou ainda sofrerem uma exposi¢ao posterior
a um agente promotor. Entretanto, em ambos os casos poderiam se desencadear um processo
de malignizagdo. Dessa maneira, as alteracdes nucleares encontradas nos tratamentos dos
bioensaios realizados, sdo consideradas genotdxicas e podem tornar-se mutagénicas, uma vez
que nao sejam eficientemente reparadas; segundo Heddle et al. (1973), nem sempre a
formacgdo de um micronucleo ocorre na primeira divisdo celular, pois um fragmento acéntrico
pode sobreviver, replicar e se transformar em microntcleo em divisdes subseqiientes. Além
disso, deve-se levar em conta que em um ambiente natural de um corpo d’agua contaminado
por niquel, a exposi¢cdo dos organismos torna-se cronica e bioacumulativa, o que agravaria o
quadro de contaminagdo e poderia prejudicar os mecanismos de reparo do DNA, pois, de
acordo com Hartwig et al. (1994), estudos realizados com Ni™ em combinaco com a luz UV
demonstraram uma inibi¢do no reparo do DNA de células de mamiferos em cultura. As
possiveis razdes para a inibicdo do reparo sdo mudangas estruturais do DNA ou interagdes
diretas com enzimas de reparo, promovidas pela competigdo do Ni com ions metalicos
essenciais, como Mg™ e Zn™. Assim, essa possivel inibi¢do do reparo do DNA causada pelo
Ni? deixaria as células mais susceptiveis a danos no DNA causados por fatores endogenos e

ex0ogenos.
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Durante a ultima década, o ensaio do cometa foi amplamente utilizado como uma
ferramenta bésica em muitas areas de pesquisa, sendo aplicado como metodologia de
biomonitoramento ambiental, avaliagdo dos efeitos da radiacdo sobre os organismos,
investigagdo de processos de reparo do DNA e ecotoxicologia genética.

Segundo Nanthawan et al. (2002), o ensaio do cometa ¢ uma técnica indicada para
detectar danos no DNA provocados por agentes quimicos presentes no ambiente aquatico.
Diferente das mutagdes, as lesdes detectadas com o teste do cometa sdao passiveis de corre¢ao
(GONTIO; TICE, 2003), constituindo, portanto, lesdes pré-mutagénicas (KAMMANN et al.,
2001). A partir da andlise dos dados nos dois bioensaios realizados, o ensaio do cometa
demonstrou um potencial genotoxico do cloreto de niquel nas concentragdes de 0,025 mg/L e
0,05 mg/L. Além disso, no segundo bioensaio realizado observou-se significancia estatistica
dos cometas de classe 3 em relagdo ao tratamento com concentracao de 0,0125 mg/L. Esse
fato aponta para a possibilidade de que a concentragdo mais baixa de cloreto de niquel nao
cause danos significativos as células ao nivel do DNA, de modo que, seu resultado seja muito
parecido com o tratamento controle.

De maneira geral, o cloreto de niquel foi capaz de induzir a formagdo de
anormalidades potencialmente genotoxicas mesmo em baixas concentragdes, inclusive na
concentragdo de 0,025 mg/L, que ¢ o maximo da concentracdo total de Ni permitida em
corpos de dgua doce no Brasil, segundo a resolu¢do do CONAMA, no 357 de 25 de margo de
2005. Além disso, também foi capaz de induzir danos potencialmente mutagénicos na maior
concentragdo testada, 0,05 mg/L. Tais resultados mostram-se preocupantes, uma vez que, o
niquel ¢ um metal bioacumulativo € o consumo de peixes de agua doce pela populagao

humana e outros organismos da cadeia trofica ¢ intenso.

AGRADECIMENTOS
As autoras agradecem ao suporte oferecido pelo Laboratéorio de Mutagénese
Ambiental da UNESP de Rio Claro e a FAPESP (Processo n° 2010/12391-6) e ao CNPq pelo

apoio financeiro.



34

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BELPAEME, K.; COOREMAN, K.; KIRSCH-VOLDERS, M. Development and validation
of the in vivo alkaline comet assay for detecting genomic damage in marine flatfish.
Mutation Research, v.415, p.167-184, 1998.

CAMPOS, M.L.A.M.; BRENDO, A.; VIEL, F.C. Métodos de baixo custo para purificagdo de
reagentes e controle de contaminagdo para a determinagdo de metais tracos em aguas naturais.
Quimica Nova, v.25, n.5, p.808, 2002.

CARRASCO, K.R.; TILBURY, K.L.; MAYERS, M.S. Assessment of the piscine micronuclei
test as in situ biological indicator of chemical contaminants effects. Canadian Jounal of
Fisheries and Aquatic Science, Ottawa, v.47, p. 2123-2136, 1990.

CETESB — Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo. Variaveis de qualidade das
aguas. Disponivel em http://www.cetesb.sp.gov.br/Agua/rios/variaveis.asp#cobre. Acessado
em: 21/11/2010.

CAVAS, T.; ERGENE-GOZUKARA, S. Induction of micronuclei and nuclear abnormalities
in Oreochromis niloticus following exposure to petroleum refinery and chromium processing
plant effluents. Aquatic Toxicology, v.74, p.264-271, 2005.

CHRISTOFOLETTI, C.A. Avaliacdo dos potenciais citotoxico, genotdxico e mutagénico
das aguas de um ambiente Iéntico, por meio dos sistema-teste de Allium cepa e
Oreochromis niloticus. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista - Instituto
de Biociéncias de Rio Claro, 2008.

CHRISTOFOLETTI, C.A.; DAVID, J.A.O.; FONTANETTI, C.S. Application of the comet
assay in erythrocytes of Oreochromis niloticus: a methodological comparions. Genetics and
Molecular Biology, v.32, p.155-159, 2009.

CONAMA - Conselho Nacional do Meio Ambiente. Resolugdo 357/2005. Disponivel em:
http://www.cetesb.sp.gov.br/Agua/praias/res_conama 357 05.pdf. Acessado em 03/12/2009.

COOGAN, T.P.; LATTA, D.M.; SNOW, E.T.; COSTA, M. Toxicity and carcinogenicity of
nickel compounds. Critical Reviews in Toxicology. v. 19, p. 341-384, 1989.

DHIR, H.; AGARWAL, K.; SHARMA, A.; TALUKDER, G. Modifying role of Phyllantus
emblica and ascorbic acid against nickel clastogenicity in mice. Cancer Letters, v.59, p.9—
18, 1991.

FRENZILLI, G.; NIGRO, M.; LYONS, B.P. The comet assay for the evaluation of genotoxic
impact in aquatic environments. Mutation Research, v.681, n.1, p.80-92, 2009.

GIRON-PEREZ, M. I.; SANTERRE, A.; GONZALEZJAIMEF.; CASAS-SOLIS, J.;
HERNANDEZ CORONADO, M.; PEREGRINA-SANDOVAL, J.; TAKEMURA, A
ZAITSEVA, G. Immunotoxicity and hepatic function evaluation in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) exposed to diazinon. Fish and Shellfish Immunology, London, v. 23, n. 4, p. 760-
769, 2007.



35

GONTIO, A. M. M. C.; TICE, R. Teste do cometa para a deteccdo de dano no DNA e reparo
em células individualizadas. In: RIBEIRO, L. R.; SALVADORI, D. M. F.; MARQUES, E. K.
(Org.). Mutagénese Ambiental. Canoas: Ulbra, p. 173-200, 2003.

GRISOLIA, C. K. Agrotoxicos Mutacgdes, Cancer e Reproducéo. Editora da UNB. Brasilia,
p. 392, 2005.

HARTMANN, A. et al. Recommendations for conducting the in vivo alkaline Comet assay.
4th International Comet Assay Workshop. Mutagenesis, Oxford, v. 18, n. 1, p. 45-51,
January 2003.

HARTWIG, A.; KRUGER, I.; BEYERSMANN, D. Mechanisms in nickel genotoxicity: the
significance of interactions with DNA repair. Toxicology Letters, v. 72, p.353-358, 1994.

HAUPTMAN, O.; ALBERT, D.M.; PLOWMAN, M.C.; HOPFER S.M.; SUDERMAN F.W
Jr. Ocular malformations of Xenopus laevis exposed to nickel during embryogenesis. Annals
of Clinical and Laboratory Science, v.23, n.6, p.397-406, 1993.

HEDDLE, J. A. A rapid in vivo test for chromosome damage. Mutation Research,
Amsterdam, v. 18, p. 187-192, 1973.

HOSHINA, M.M.; ANGELIS, D.F.; MARIN-MORALES, M.A. Induction of micronucleus
and nuclear alterations in fish (Oreochromis niloticus) by a petroleum refinery effluent.
Mutation Research, v. 656, p.44-48, 2008.

IARC - International Agency for Research on Cancer. Monograph on the Evaluation of
Carcinogenic Risks to Humans. Chromium, Nickel and Welding. Lyon, v.49, p.1-691,
1990.

JALOSZYN’SKI, P.; KUJAWSKI, M.; WA SOWICZ, M.; SZULC, R.; SZYFTER, K.
Genotoxicity of inhalation anesthetics halothane and isoflurane in human lymphocytes studied
in vitro using the comet assay. Mutation Research, v.439, p.199-206, 1998.

KAMMANN, U.; BUNKE, M.; STEINHART, H.; THEOBALD, N. A permanent fish cell
line (EPC) for genotoxicity testing of marine sediments with the comet assay. Mutation
Research, Amsterdam, v. 498, p. 61-77, 2001.

KIM, I; HYUN, C. Comparative evaluation of the alkaline comet assay with the
micronucleus test for genotoxicity monitoring using aquatic organisms. Ecotoxicology and
Environmental Safety, v.64, p.288-297, 2006.

KIRSCH-VOLDERS, M.; SOFUNI, T.; AARDEMA, M.; ALBERTINI, S.; EASTMOND,
D.; FENECH, M.; ISHIDATE Jr., M.; KIRCHNER, S.; LORGE, E.; MORITA, T.; NORPPA,
H.; SURRALLES, J.; VANHAUWAERT, A.; WAKATA, A. Report from the in vitro
micronucleus assay working group. Mutation Research, v.540, p.153-163, 2003.

MAIJER, B.J.; GRUMMT, T.; UHL, M.; KNASMULLER, S. Use of plant bioassays for the
detection of genotoxins in the aquatic environment. Acta Hydrochimica Hydrobiology,
v.33, p.45-55, 2005.



36

MATSUMOTO S.T.; MANTOVANI M.S.; MALAGUTTI M.LA. et al, Genotoxicity and
mutagenicity of water contaminated with tannery effluents, as evaluated by the micronucleus
test and comet assay using the fish Oreochromis niloticus and chromosome aberrations in
onion root-tips. Genetic and Molecular Biology, v. 29, p. 148-158, 2006.

MELLO, M.L.S.; VIDAL, B.C. A reacdo de Feulgen. Ciéncia e Cultura, v.30, p.665-676,
1978.

NACCI, D.F.; CAYULA, S.; JACKIM, F. Detection of DNA damage in individual cells from
marine organisms using the single cell gel assay. Aquatic Toxicology, v.35, p.197-210,
1996.

NANTHAWAN, A.; RABINOWITS, C.; MOISEEVA, E.; RINKEVICH, B. Genotoxicity of
Kishon River, Israel: the application of an in vitro cellular assay. Mutation Research, v. 518,
p- 21-37,2002.

OBONE, E.; CHAKRABARTI, S.K.; BAI, C.; MALICK, M.A.; LAMONTAGNE, L.;
SUBRAMANIAN, K.S. Toxicity and bioaccumulation of nickel sulfate in Sprague—Dawley
rats following 13 weeks of subchronic exposure. Journal of Toxicology Environmental
Health. v. 57, p. 379401, 1999.

PANDRANGI, R.; PETRAS, M.; RALPH, S.; VRZOC, M. Alkaline single cell gel (comet)
assay and genotoxicity monitoring using bulheads and carp. Environmental Molecular
Mutagenesis, v.26, p.345-356, 1995.

RIGONATO, J.; MANTOVANI, M.S.; JORDAO, B.Q. Comet assay comparison of different
Corbicula fluminea (Mollusca) tissues for the detection of genotoxicity. Genetics and
Molecular Biology, Ribeirdo Preto, v.28, n.3, p.464-468, 2005.

SERRANO-GARCIA, L.; MONTERO-MONTOYA, R. Micronuclei and chromatine buds are
related genotoxic events. Environmental and Molecular Mutagenesis, v.38, p.38-45, 2001.

SINGH, N.P.; McCOY, M.T.; TICE, R.R.; SCHEIDER, E.L. A simple technique for
quantification of low levels of DNA damage in individual cells. Experimental Cell Research,
v.175,n.1, p.184-191, 1988.

SOUZA, T.S.; FONTANETTI, C.S. Micronucleus test and observation of nuclear alterations in
erythrocytes of Nile tilapia exposed to waters affected by refinery effluent. Mutation Research,
v.605, p.87-93, 2006.

STREIT, B. Bioaccumulation of contaminants in fish. In: BRAUNBECK, T.; HINTON, D.E.;
STREIT, B. (Ed.). Fish ecotoxicology. Basel: Birkhauser, p. 353-387, 1998.

SEOANE, A.L; DULOUT, F.N. Genotoxic ability of cadmium, chromium and nickel salts
studied by kinetochore staining in the cytokinesis-blocked micronucleus assay. Mutation
Research, v.490, p.99-106, 2001.

SUMATHI, M.; KALAISELVI, K.; PALANIVEL, M.; RAJAGURU, P. Genotoxicity of
textile dye effluent on fish (Cyprinus carpio) measured using the comet assay.
Environmental Contamination Toxicology, v.66, p.407—414, 2001.



37

SUNDERMAN Jr. F.W.; DINGLE, B.; HOPFER, S.M.; SWIFT, T. Acute nickel toxicity in
electroplating workers who accidentally ingested a solution of nickel sulfate and nickel
chloride. American Journal of Industrial Medicine, v. 14, p. 257-266, 1989.

SWASDEE, B.; KOHLER, H. Embryo toxicity of pesticides and heavy metals to the
ramshorn snail, Marisa cornuarietis (Prosobranchia). Chemosphere, Oxford, v.75, p.1539-
1547, 20009.

WILSON, J.T.; PASCOE, P.L.; PARRY, J.M.; DIXON, D.R. Evaluation of the comet assay
as a method for the detection of DNA damage in the cells of a marine invertebrate, Mytilus
edulis L. (Mollusca: Pelecypoda). Mutation Research. v. 399, p. 87-95, 1998.



38

6. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos pelo teste do micronicleo e outras anormalidades em

eritrocitos circulantes e pelo ensaio do cometa em peixes da espécie O. niloticus, expostos a

trés diferentes concentracdes de cloreto de niquel, pode-se concluir que:

As trés concentracdes de NiCl, utilizadas apresentaram potencial genotoxico, frente as
diversas anormalidades nucleares observadas.

Os valores obtidos para eritrocitos micronucleados mostraram valores estatisticamente
significativos para a maior concentragdo de cloreto de niquel (0,05 mg/L) testada,
indicando um potencial mutagénico do NiCl, em solug¢ao.

O teste do microntcleo constituiu uma metodologia eficiente na detec¢do dos
potenciais genotoxico e mutagénico do NiCl,.

Oreochromis niloticus se mostrou um eficiente organismo teste para o
biomonitoramento de recursos hidricos contaminados por metais pesados.

O NiCl, foi capaz de induzir a formacao de anormalidades potencialmente genotoxicas
na concentracao de 0,025 mg/L, que ¢ o maximo da concentragdo total de Ni permitida
em corpos de agua doce segundo a resolucdo do CONAMA, no 357 de 25 de marco de
2005.
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