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RESUMO

Entre as abordagens para avaliar a genotoxicidade de ambientes aquaticos, peixes vém sendo utilizados como biomonitores por
reagirem sensivelmente a quaisquer alteragcdes no meio, caracterizando-se como organismos sentinelas para biomonitoramento
de rios e lagos. Os biomarcadores que refletem danos ao material genético dos peixes podem ser detectados pelo Ensaio Cometa
(EC) ¢ analise de Microntcleos (MN), causados por diferentes agentes quimicos e/ou fatores estressantes, como os originados
por captura, manuseio ¢ estocagem. Nesse estudo os métodos de tarrafa e pesca elétrica foram adotados para a captura,
visando avaliar sua influéncia sobre a expressdo dos biomarcadores utilizados em tecidos como sangue, branquias e figado.
Individuos da espécie Astyanax fasciatus (Characidae) foram amostrados na lagoa dos Quadros — RS, considerada local livre
de contaminag¢@o industrial, apresentando boa qualidade fisico-quimica. Os resultados para o teste do MN, que reflete efeitos
clastogénicos ¢ aneugénicos, nao mostraram diferenca significante entre os métodos de captura avaliados, possivelmente por
ndo haver tempo suficiente para a ocorréncia de divisdo celular, necessaria para a formagdo de microntcleos. Para o EC, que
detecta quebras diretas a0 DNA, houve diferenca significante para indice de Danos (ID) e Percentual de Danos (%D) entre os
métodos de captura em todos os tecidos analisados (p < 0.001), indicando efeito da eletricidade nos organismos coletados.

Palavras-chave: pesca elétrica, pesca de tarrafa, estresse, genotoxicidade, micronticleos, ensaio cometa.

ABSTRACT

Influence of Fish Capture Methods on Genotoxic Assessment in
Different Tissues of Astyanax fasciatus (Osteichthyes, Characidae)

Among the approaches to evaluate genotoxicity of aquatic environments, fish are being used as biomonitors due to their
sensitivity to any changes in the environment, characterizing it as sentinel organisms for the biomonitoring of rivers and
lakes. Biomarkers that reflect damage to genetic material of fish are detected by the Comet Assay (EC) and through analysis
of Micronucleus (MN) produced by different chemical agents and/or stressor factors due to capture, handling and keeping.
Cast net and electric fishing were used for capture in this study, aiming to evaluate the influence of these methods on the
analyzed biomarkers in different tissues, such as blood, gills and liver. Astyanax fasciatus (Characidae) individuals were
captured in Quadros lagoon — RS, Brazil, site considered free on industrial contamination, showing a good physico-chemical
quality. Results of MN test, which reflect clastogenic and aneugenic effects, presented no significant difference between the
catch methods used, possibly because there was not enough time for cell division that is necessary for micronucleus forming.
EC, which detects direct DNA brakeage, showed significant differences in Damage Index (ID) and Damage Percentage (%D)
between capture methods in all tissues examined (p < 0.001), indicating an effect of electricity on organisms collected.
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INTRODUCAO

A avaliag@o de genotoxicidade em ambientes aquaticos
poluidos utilizando peixes como biomonitores, vem sendo
amplamente utilizada em monitoramento ambiental. Estes estudos
tém demonstrado a sensibilidade desses organismos na detec¢ao
de efeitos adversos provocados por contribui¢des antropicas
diversas (Andrade, et al., 2004; Lemos et al., 2007).

Peixes sdo excelentes organismos sentinelas no
biomonitoramento de rios e lagos, pois estdo diretamente
expostos aos agressores deste compartimento ambiental, reagindo
sensivelmente a quaisquer alteragdes no meio (Lemos ef al.,
2007). Apesar da dificuldade em se estabelecer ligagdes diretas
entre efeitos ecoldgicos e a saide humana, o uso de espécies
da fauna nativa como sentinelas de problemas ambientais ¢ a
base conceitual para esta conexao (Silva et al., 2003).

Astyanax fasciatus (Osteichthyes, Characidae) ¢ uma das
espécies popularmente chamada como lambari, mostrando-se
frequente em rios ¢ lagos do Rio Grande do Sul (Schulz &
Martins, 2001), tolerando inclusive, areas com alteragdes
significativas. Esta espécie vem se mostrando sensivel em
estudos genotoxicos (Lemos et al., 2008).

Os biomarcadores de genotoxicidade detectados pelo Ensaio
Cometa (EC) e analise de Micronticleos (MN), refletem danos
no material genético que podem ser induzidos pelos agentes
quimicos presentes nas areas estudadas (Tice, 1995).

A frequéncia de micronucleos vem sendo usada como
indicagdo rapida e sensivel tanto de aberragdes devido a quebras,
como de perdas que levam a anormalidades cromossomicas
numéricas (Heddle e al., 1991; Mateuca et al., 2006). O objetivo do
teste do micronticleo ¢ a avaliagdo do potencial que as substancias
tém de causar danos cromossdmicos estruturais e/ou numérico
em células em estagio de divisdo. Esses danos cromossomicos,
geralmente estdo associados com o aparecimento e/ou progressao
de tumores, e com efeitos reprodutivos adversos (Ribeiro et al.,
2003), o que torna importante sua deteccao precoce. Dentre as
principais vantagens na utilizacdo desta metodologia estdo a
simplicidade, sensibilidade e rapidez de resposta, comparando-se
a outros ensaios de avalia¢do citogenética durante a metafase
(Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Ayllon & Garcia-Vazquez, 2000;
Russo et al., 2004; Lemos et al., 2007).

Outro método de abordagem para avaliagdo genotoxica
¢ 0 ensaio cometa, capaz de detectar danos no DNA induzidos
por agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes, danos
esses, possiveis de serem reparados. Esse ensaio pode ser
realizado tanto em animais como em plantas, demonstrando
grande sensibilidade e rapidez de resultados em estudos de
genotoxicidade. Ribeiro ef al. (2003) salientam que esse ensaio
¢ uma boa opc¢ao para ser utilizado em testes rotineiros in vitro e
in vivo para fins de regulamentagao de produtos quimicos. Nos
ultimos anos, diversos estudos tém mostrado que micronticleos
e Anormalidades Nucleares (AN) vém sendo usados para avaliar
efeitos genotoxicas (Ayllon & Garcia-Vazquez, 2000; Cavas
& Ergene-Goziikara, 2003). As anormalidades nucleares em
geral, complementam os resultados de MN em pesquisas de
genotoxicidade (Cavas ef al., 2005).
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A bibliografia tem mostrado que, alguns biomarcadores
de genotoxicidade podem ter seu resultado influenciado pelo
estresse causado nos organismos pelo manuseio (Lemos et al.,
2001, 2007), ou sua captura (Tavares-Dias & Moraes, 2004).
No estudo de populagdes naturais de peixes, diretamente
expostas ao agressor ambiental, é necessario empregar métodos
de captura utilizando diferentes meios que poderiam provocar
estresse no individuo.

Os métodos de coleta mais comuns sdo redes de espera e
tarrafas, sendo que esse ultimo tem sido a opgao em diversos
trabalhos, por permitirem uma retirada mais rapida dos individuos
amostrados. O uso da pesca elétrica ¢ uma alternativa importante,
pois nesse tipo de captura ¢ utilizado um campo elétrico,
permitindo amostragens mais eficientes e menos agressivas
aos organismos deixando-os por menor tempo em contato
com a malha de pesca e, indicadas também, para locais onde
o uso de redes e tarrafas ¢ improprio. Torna-se indispensavel,
portanto, avaliar o efeito dessa varidvel sobre a indugdo dos
biomarcadores de dano genotoxicos utilizados.

Sendo assim, esse estudo objetiva avaliar a influéncia
dos métodos de captura sobre a detec¢ao de genotoxicidade
em individuos da espécie A. fasciatus, utilizando para analise
os biomarcadores Micronucleos em sangue e Ensaio Cometa
em diferentes tecidos como sangue, branquias e figado.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na lagoa dos Quadros, situada no litoral
Norte do Rio Grande do Sul (29° 38°59” S e 50° 02° 52” W), e
pertencente a bacia hidrografica do rio Tramandai no municipio
de Terra de Areia (Figura 1). E uma das maiores lagoas costeiras
do Estado, com area de 119 km?, profundidade média de 4,22 m.
Ventos frequentes sdo caracteristicos da regido da lagoa, causando
circulagdes diarias no corpo d’agua resultando em niveis altos
de oxigénio (Petry & Schulz, 2000).

A escolha desse local foi motivada pelo fato de apresentar
otima qualidade fisico-quimica (FEPAM, 2000). Essas aguas
estdo enquadradas em classe 1, destinadas ao abastecimento
para consumo humano, apds tratamento simplificado, a protecao
das comunidades aquaticas e recreagdo de contato primario,
conforme resolugdo CONAMA 357/2005 (CONAMA, 2005).
Essas caracteristicas evitam outras influéncias nos resultados
dos testes, que ndo as devidas aos métodos de captura.

Foram realizados dois esfor¢cos amostrais nos meses de
julho e agosto de 2007, sendo o primeiro utilizando apenas o
método de tarrafa, e no segundo, a pesca elétrica. A captura dos
peixes realizada por tarrafas empregou malha de 3 cm e, com
o método da pesca elétrica, utilizou-se um gerador de corrente
continua modelo FEG 800 (EFKO, Alemanha), a 750 V, com
uma amperagem maxima de 10 A. O procedimento ¢ efetuado
por no minimo 3 (trés) pessoas vestidas com macacdes de
borracha e luvas, evitando desta maneira o contato com a
eletricidade, onde 2 (duas) pessoas transportam os pug¢as de
captura e um conduz o cabo que leva a energia do gerador aos
pugds, executando movimentos de vai e vem lateral.

O tempo de transporte e de repouso dos peixes nos baldes,
até a realizacdo dos ensaios, foi controlado, ndo ultrapassando
2 horas para o transporte e 12 horas de aclimatagéo, possibilitando
as mesmas condi¢des nas duas metodologias.
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Figura 1 — Area do estudo.

Anadlise da frequéncia de Micronuicleos (MN)

O teste do micronucleo seguiu basicamente a metodologia
descrita por Lemos et al. (2001). As Anormalidades Nucleares
(AN) foram identificadas seguindo os critérios de Carrasco et al.
(1990) (Figura 2A-E), enquanto os MNs (Figura 2F) seguindo
o critério proposto por Fenech ef al. (2003).

O preparo das laminas foi feito através de esfregago
continuo de sangue obtido apds secgdo cefalica e foi realizada
aproximadamente entre 11 ¢ 18 horas apos a captura. As laminas
foram fixadas em metanol absoluto e coradas com Giemsa 10%,
por 10 minutos. Foram analisadas 2000 células por peixe em
aumento 100x. Na analise estatistica, foi utilizado o Teste Z
(Zar, 1996) para a comparagdo dos totais de microntcleos, e
Kruskall-Wallis para as frequéncias de AN consideradas em
conjunto. O nivel de significagao foi fixado em 5%.

Ensaio Cometa (EC)

Foi utilizada a versao alcalina do Ensaio Cometa, modificada
a partir de Singh & Stephens (1997), que permite a detecgdo
de quebras simples de DNA, adutos de DNA e crosslinks. O
sangue € coletado através de seccgdo cefalica, por pungdo com
anticoagulante heparina. O figado e a branquia sdo extraidos
com auxilio de um bisturi e uma pinga, logo macerados para a
obtengdo das células. Imediatamente ap6s esses procedimentos,
utiliza-se 5 pL de tecido diluido em 300 pL de meio RPMI-1640
a 37 °C. Apos o preparo, as laminas sdo mergulhadas em uma
solugdo salina contendo 20% de DMSO, com o objetivo de
romper a membrana plasmatica da célula, devendo remanescer
sobre a lamina apenas o ntcleo para exposicao as condi¢des de
eletroforese alcalina conduzida em pH 12,6, 15 V e 270 mA,
durante 20 minutos. Neutralizada em solug@o tampao neutra
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(pH 7.,5), utilizando-se trés banhos de 5 minutos cada. As
laminas séo coradas com 50 puL de brometo de etideo a 20 pg. L.
Os danos foram identificados em microscopio optico de
fluorescéncia, com aumento de 200 X, e classificados em cinco
tipos, de acordo com a distancia da migragao do DNA rompido
(classificados de TO = célula normal, sem dano a T4 = dano
maximo). Quanto maior for a distancia da migragdo do DNA,
maior a extensdo do dano (Figura 3).

Foram analisadas cem células por peixe para o calculo
da Porcentagem e indice de Dano (%D e ID). Os parimetros
sd0 obtidos através das equagdes: [%D = 100 — nimero de
células normais] e [ID = (TO x 0) + (T1 x 1) + (T2 x 2) +
(T3 x 3) + (T4 x 4)]. Para analise estatistica foi usado o teste
Kruskal-Wallis. O resultado ¢ considerado positivo se observado
diferenca significante de no minimo p < 0,05 entre os grupos
estudados.

RESULTADOS

Os resultados da analise dos biomarcadores utilizados
nesse estudo (MN e AN) s@o apresentados na Tabela 1. Foram
avaliados um total de 43 individuos, sendo 20 capturados por
tarrafa e 23 por pesca elétrica.
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As frequéncias de MN em eritrdcitos de peixes coletados
através dos dois métodos de pesca (tarrafa=4,7 x 10*#/eritrocito
e pesca elétrica = 3,3 x 10/eritrdcito) ndo apresentaram
diferencgas significativas (p > 0,05), embora tenha ocorrido
um suave predominio nos individuos coletados com tarrafa
(Figura 4a). Portanto, o nivel basal de MN apresentado por essa
populagdo de 4. fasciatus considerando o total de individuos
capturados foi de 4 + 10%/célula.

Considerando o total de Anormalidades Nucleares (AN),
compilando todos os tipos avaliados, verificou-se que as frequéncias
ndo diferiram significantemente (p > 0,05) entre individuos
capturados pelos dois métodos utilizados (Figura 4b).

No Ensaio Cometa (EC) os peixes coletados utilizando o
método de pesca elétrica (Figura 5a e b) apresentaram respostas
mais elevadas para ID e %D (p <0,001), em todos os tecidos
analisados (sangue, branquia e figado).

DISCUSSAO

Intimeros testes tém sido desenvolvidos com organismos
aquaticos visando sua utilizagio para avaliar os efeitos de substancias
quimicas genotoxicas (Heddle et al., 1991; Al-Sabti & Metcalfe,

Figura 2 — Eritrocitos de peixe com presenga de anormalidades nucleares (a, b, ¢, d, €) e microntcleos (f), seguindo Carrasco et al. (1990).

Tabela 1 — Dados gerais sobre o niimero de peixes, totais e frequéncias de MN e AN verificados nos dois métodos de captura utilizados no estudo.

Método Peixes (n) Comprimento (cm) MN Total MN (x 10™*)/eritrécito AN Total AN (x 10™*)/eritrocito
Pesca tarrafa 20 8,3+2,1 19 4,7 903 225,7
Pesca elétrica 23 7,11 £ 0,48 15 3,3 1025 222,8
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Figura 3 — Classes de danos variando de 0 (auséncia de dano) a 4 (dano maximo).
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Figura 4 — Frequéncias de MN/eritrocito (a) e AN/eritrocito (b) observadas
em peixes capturados através de dois métodos de pesca.

1995; Lemos et al., 2007, 2008). Segundo Sanchez-Galan et al.
(1998), os peixes sdo considerados 6timos indicadores para a
detec¢do de contaminagdo de recursos hidricos por substancias
genotoxicas. Eritrocitos de sangue periférico sdo comumente usados
para a aplicagdo do Ensaio do Cometa em conjunto com o Teste
do MN, utilizando peixes como bioindicadores para avaliagdo
ambiental de contaminacdo genotoxica (Belpaeme ef al., 1996;
Silva et al., 2002; Buschini et al., 2004; Russo et al., 2004). Tendo
em vista que, para a avaliagdo ambiental utilizando populagdes
nativas de peixes, expostas in loco a agressores ambientais, a
primeira etapa de trabalho ¢ sua captura adequada, fez-se necessaria
a avaliagdo da influéncia desta variavel nos resultados finais do
estudo. Os biomarcadores, Microntcleos e danos detectados pelo
Ensaio Cometa foram utilizados neste trabalho como ferramenta
de analise genotoxica cujos resultados poderiam ser influenciados
uma vez que, 0 manuseio, captura, estoque e transporte podem
causar estresse nos individuos induzindo danos genotoxicos
(Lemos et al., 2001, 2007) e fisiologicos (Tavares-Dias &
Moraes, 2004). Nesta avaliagdo, comparou-se dois métodos de
pesca, visando aplicé-los em biomonitoramento de mananciais
de 4gua com a essa espécie de lambaris.
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Figura 5 — Resultados do Ensaio Cometa (indice de dano (a) e Percentual
de dano (b)) em células de diferentes tecidos de peixes coletados por meio
de tarrafa e pesca elétrica. *** p < 0,001.

Os resultados apresentados para o Teste do MN mostraram
que nao houve diferenca estatistica (p < 0,05) entre os dois
métodos de captura sobre a indugdo de MN. Este fato poderia
ser atribuido ao mecanismo de formagao dos micronticleos, que
dependem da ocorréncia da divisdo celular apds a exposi¢ao
ao agente genotoxico. O tempo necessario para a ocorréncia
da divisao celular ¢ dependente do tipo de tecido, da espécie
que esta sendo utilizada para o teste ¢ de condigdes ambientais
(Al-Sabti & Metcalfe, 1995). Neste trabalho os autores reportam
que, em 56 estudos de exposigdo a agentes genotoxicos, a
duragdo dos testes variou de 1-58 dias, sendo que a maior
expressao de MN ocorreu entre um e cinco dias. Portanto, nas
condi¢des do presente estudo com a espécie A. fasciatus, o
tempo transcorrido entre a coleta dos individuos e a elaboragao
dos esfregacos sanguineos foi insuficiente para a formagao de
micronucleos.

A baixa frequéncia de microntcleos (4 x 10 /eritrocito)
encontrados na populagdo estudada estd dentro da faixa
encontrada em outros estudos com peixes que relatam o nivel
basal de danos apresentado por diferentes espécies (Al-Sabti &



6 J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 5,n. 1,2010

Metcalfe, 1995). Provavelmente essas variagdes sejam reflexos
diretos da sensibilidade, do comportamento e do nicho de cada
espécie (Gustavino et al., 2001).

Outro biomarcador utilizado nesse estudo, a frequéncia de
AN, ndo mostrou diferencas estatisticas significantes (p <0,05)
entre os métodos de captura. Carrasco ef al. (1990), em seus
estudos com peixes, verificaram que existiam estruturas
nucleares supernumerarias no citoplasma dos eritrocitos.
Para tanto, classificaram as alteragdes nos eritrocitos como
Anormalidades Nucleares (AN). Estas estruturas podem estar
relacionadas a efeitos citotoxicos (Cavas et al., 2005). Efeitos
agudos, como a indugdo de eletricidade através da pesca elétrica,
podem fragilizar a membrana celular dos peixes (Tavares-Dias
& Moraes, 2004). De forma similar a formagao de MN, ha a
dependéncia de um ciclo celular completo apds a ocorréncia
do evento estressor para a detec¢ao desse biomarcador (AN),
ndo tendo havido tempo suficiente para o desenvolvimento
do mesmo.

Em uma revisdo publicada por Lee & Steinert (2003),
o Ensaio Cometa demonstrou-se vantajoso na avaliacdo de
danos no DNA em peixes. A simplicidade e sensibilidade fazem
dele um sistema adequado de teste para biomonitoramento a
niveis agudos e cronicos de exposi¢do, podendo ser utilizado
em inumeras analises onde se podem avaliar células viaveis
(Belpaeme et al.,1998). Além das vantagens citadas e do
relativo baixo custo, difere-se de outros ensaios que detectam
danos no DNA por ndo requerer células em divisdo, permitindo
assim, sua aplicagao a qualquer tipo de tecido dos quais células
vivas possam ser obtidas (Collins et al., 1997; Ribeiro et al.,
2003).

Concordando com estudos anteriores, neste trabalho,
o Ensaio do Cometa apresentou sensibilidade, diferenciando
os danos entre os dois métodos de captura em todos tecidos
analisados (sangue, branquias e figado), apresentando diferencas
significativas (p < 0.001). Esses resultados refletem um efeito
da eletricidade conduzida por corrente continua utilizada na
pesca elétrica configurando-se em um agente estressor capaz de
induzir danos detectaveis pelo ensaio utilizado. Outros agentes
como o confinamento, o transporte ¢ o0 manejo inadequado, sdo
alguns dos fatores citados que podem produzir estresse nos
organismos (Barton & Dwyer, 1997), e estes fatores foram
controlados para ndo influenciar na comparagao metodologica.
Qualquer que seja o agente indutor, as respostas a tais estimulos
sdo considerados alteracdes do equilibrio organico que
colocam em risco a saude desses individuos, tornando-os mais
susceptiveis a infecgdes causadas por um aumento nas taxas de
cortisol. Estudos apresentam o cortisol plasmatico como um
indicador de estresse em peixes em qualquer que seja o estagio
de desenvolvimento. A elevag@o desse hormoénio induzido por
sua captura, que ¢ mensurado nas branquias, intestino, e figado
refletindo altera¢des no controle do balango hidromineral, do
metabolismo energético (Lima et al., 2006), além de reduzir as
taxas de crescimento e suprimir as fungdes imune e reprodutiva
(Wendelaar-Bonga, 1997). Estas constatagdes fisiologicas
confirmam efeitos do estresse provocado pela captura sobre
os tecidos analisados nesse estudo.
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Em mamiferos o estresse pode induzir adutos de DNA,
aberragdes cromossomicas e microntcleos (Ingel et al., 1993).
No presente estudo esses danos s6 foram detectados pelo
Ensaio Cometa, podendo estar refletindo danos que podem
ainda ser restaurados.

Um intervalo de tempo maior apds a captura até a realizagéo
dos ensaios permitiria avaliar a detec¢do de microntcleos ou a
eliminagdo de respostas pelo ensaio cometa. Esse procedimento
permitiria a evolug@o das necessarias divisdes celulares para
manifestagdo de MN, AN e a confirmag¢ao dos danos, caso nao
reparaveis, através do Ensaio Cometa. Estudos futuros devem
contemplar esta possibilidade para confirmar a nao influéncia
da pesca elétrica na inducao de MN e para que se verifique o
tempo necessario para possivel reparagao dos danos detectados
pelo Ensaio Cometa. Essas informagdes sao importantes, pois o
método de captura de peixes utilizando eletricidade pode permitir
a amostragem em locais onde ndo ¢ apropriado o uso de redes
e tarrafas, além de ter uma eficiéncia em campo comprovada.
Pelo observado no presente estudo, recomenda-se que, para
avaliacdes genotoxicas de locais com diferentes contribuigdes,
um unico método de captura seja empregado, uniformizando
os efeitos dessa variavel.
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