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1. INTRODUCAO

Organismos aquaticos estdo constantemente em contato com poluentes e
contaminantes em decorréncia dos impactos causados por acdes antropicas. Um
destes poluentes € o Cobre (Cu), que em pequenas concentracdes atua como um
micronutriente essencial operando, por exemplo, no funcionamento de proteinas
como a Hemocianina (WHITE E RAINBOW, 1982) e na sinalizagdo hormonal (DANG
et al, 2000). Porem ZEBRAL et al (2018), demonstram que quando encontrado em
concentracdes elevadas nos tecidos do peixe Poecilia vivipara, o Cu torna-se toxico
e causa danos que incluem inibicdo da acdo de horménios e da sintese proteica,
levando a consequéncias como reduc¢do no tamanho corporal destes animais.

Poecilia vivipara (BLOCH & SCHNEIDER, 1801), (Teleostei: Poecilidae), € um
modelo utilizado para estudos ecotoxicolégicos, considerando sua vasta distribuicao
pela costa brasileira, facil manutencédo e reproducdo em cativeiro, além da sua
ampla tolerancia a variacbes ambientais, como salinidade.

Sabe-se que no ano de 2000, em regifes proximas a atividades portuarias ao
sul da Lagoa dos Patos, foram registradas concentracfes médias de Cu de 21,6ug/L
(BARBOSA, 2012), considerada acima dos niveis permitidos pelo Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA). Concentracbes como esta causam preocupacao
guanto ao equilibrio e sobrevivéncia das espécies aquaticas.

O cobre pode causar danos teciduais e celulares. Cavas et al (2005),
demonstraram que individuos de Carassius gibelio e Cyprinus carpio expostos a
0,25mg/L de Cu por 21 dias, apresentaram formacdo de micronucleo em células
eritrociticas e dos tecidos branquiais e hepaticos, além de lesfes visiveis no figado,
como mudanca na coloracdo e necrose. Micronucleos sdo alteracbes celulares
(Figura 1), caracterizadas por fragmentos do ndcleo que se separam do nucleo
principal durante a anafase na divisao celular, originando massas de cromatina no
citoplasma (CAVAS et al, 2005).

Sendo assim, a contagem de micronucleo € uma técnica amplamente utilizada
como um indicador de genotoxicidade, embora n&o seja muito eficaz para
exposicdes a longo prazo (>14 dias) por apresentar reducdo na formacdo das
alteracoes celulares ao longo do tempo (CAVAS et al, 2005).

Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo verificar a genotoxicidade do
metal Cobre através da técnica de contagem de microndcleos, utilizando individuos
do peixe Poecilia vivipara, expostos as concentragdes de 9ug/L e 20ug/L durante
96h.
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2. METODOLOGIA

ApOs a aclimatacdo em laboratério por 21 dias em 4gua a salinidade de 10ppm
e temperatura de 24°C, o ensaio consistiu em expor individuos de Poecilia vivipara a
duas concentracbes de Cobre (9ug/L e 20ug/L) mais o grupo controle, na
temperatura de 24°C pelo periodo total de 96h. O desenho experimental deu-se em
triplicatas. Inicialmente machos e fémeas foram selecionados aleatoriamente e
distribuidos pelas unidades experimentais (5 casais por caixa) previamente
contaminadas com CuCl, — Cloreto de Cobre anidro utilizando uma micropipeta.
Cada unidade formou-se por uma caixa plastica preenchida com 38L de agua a
salinidade 10ppm, um aquecedor com termostato e aeracdo constante.

Durante o periodo de exposi¢do, os animais ndo foram alimentados e houve
troca de agua de aproximadamente 90% do volume total diariamente a fim de
manter os niveis do contaminante constantes. A cada 24h foram coletadas amostras
d’agua para posterior verificagdo da quantidade de cobre total e dissolvido presentes
nas unidades experimentais bem como para determinar os niveis de qualidade da
agua em termos de pH e compostos nitrogenados, utilizando testes comerciais
(LabconTest).

Apo6s 96h de exposicdo, cada peixe foi individualmente anestesiado
(Benzocaina) para determinacdo do sexo, seguido por pesagem (g) e medida do
comprimento total (cm). Feito isso, ocorreu a coleta de sangue por seccédo do
pedunculo caudal, para confeccdo de extensdes sanguineas (3/peixe).

As laminas sanguineas foram fixadas por imersdao em Metanol (5 minutos) e
posteriormente coradas com Panotico (Instant-Prov). A contagem de micronucleo
deu-se pela andlise de 1000 eritrécitos (Cavas et al, 2005) por lamina, utilizando 4
laminas por tratamento. Ainda de acordo com Cavas et al (2005), os critérios para
determinacao de micronucleo foram: (a) Micronucleo claramente separado do nucleo
principal; (b) Nucleo principal e micronucleo apresentarem a mesma coloracdo e
mesmo plano focal.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com s resultados obtidos, evidenciamos que ndo houveram
diferencas significativas (Figura 2) entre os trés tratamentos na contagem de
micronucleos eritrocitarios. As médias + desvio padrdo para a presenca de
micronucleos foram 3,5+1,84; 3+1,47 e 4,25 +2,28, para 0s grupos controle, 9ug/L e
20ug/L, respectivamente.

O teste da andlise do micronucleo indica genotoxicidade a partir de perdas e
danos cromossomicos (WINTER et al, 2007) ou mudangcas em proteinas como
tubulinas, envolvidas com a segregacdo cromossdmica durante a mitose
(ZAFALON-SILVA et al, 2017).

Uma explicacdo para os resultados encontrados esté relacionada a atividade
mitética e a meia-vida dos tipos celulares. Eritrocitos, tem ciclos celulares mais
longos comparados aos de células branquiais, por exemplo, que por sua vez tem
taxas de renovacéo elevadas, como é pontuado por Arkhipchuk e Garanko (2005).
Dessa forma, a resposta a estressores ambientais em células sanguineas da-se de
maneira mais lenta. Também, Winter et al (2007) demonstraram que individuos de
Pimephales promelas tratados com injecdo de Mitomicina C, apresentam formacao
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de microndcleos em eritrocitos do baco, mas ndo no sangue periférico. O autor
sugere que o ciclo celular desempenhe um papel importante nos resultados.

Sendo assim, o0 tempo de exposicdo ao contaminante e o tecido a ser
analisado pode ter influéncia sobre os resultados. Arkhipchuk e Garanko (2005) néao
constataram valores significativos de microndcleos eritrocitarios apdés submeterem
individuos de Carassius auratus gibelio as concentracdes de 0,1mg/L e 2,5mg/L de
Cu pelo periodo de 2-5 dias. Embora Cavas et al (2005) tenha evidenciado presenca
significativa de micronucleo em eritrocitos de individuos de Carassius gibelio e
Cyprinus carpio expostos a 0,25mg/L de Cu durante 21 dias.

Figura 1: Micronucleo em eritrécito do peixe Poecilia vivipara. Lamina corada com
Panotico (Instant-Prov).
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Figura 2: Namero de micronucleos encontrados em eritrocitos do peixe Poecilia
vivipara ap0s exposicao por 96h as concentragdes de 9ug/L e 20ug/L de cobre.
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4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que a exposicdo aguda as
concetragoes de cobre testadas, ndao alteraram a frequencia de micronucleos
eritrocitarios em P. vivipara. Entretanto, os resultados apresentados nestre trabalho
sdo preliminares. Faz-se necessario uma nova analise utilizando um numero
amostral maior.
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