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RESUMO

Avaliacdo do potencial genotéxico do **Cr,0s, marcador de digestibilidade, por
meio da frequéncia de anormalidades nucleares em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus L.)

Tildpia € a denominacdo comum de um grande numero de espécies de peixes
ciclideos. Dentro da aquicultura, este € um dos peixes mais rentaveis, pois
apresenta conversao alimentar menor que os demais peixes. O 0xido de cromio tem
sido usado como marcador de digestibilidade por ser inerte e ndo alterar o processo
biologico de absorcdo alimentar. O uso da forma radioativa do crébmio como
marcador de digestibilidade economiza tempo e trabalho. O objetivo deste estudo
foi avaliar o potencial genotéxico do >'Cr,03, utilizado como marcador biolégico em
estudos de nutricéo e fisiologia, por meio da frequéncia de anormalidades nucleares.
Foram utilizadas 40 tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus L.) adultas, machos (01
animal/aquario), em um delineamento experimental casualizado. O periodo
experimental foi de 21 dias, sendo 14 dias para adaptacdo as instalacbes e
recebendo racdo encapsulada, isenta do marcador, com 30% de proteina bruta (PB)
e 2.800 Kg'Kcal de energia digestivel (ED)kg de racdo. Apds este periodo, foram
fornecidas diariamente duas capsulas contendo 6xido de cromio, >'Cr,0O; (forma
radioativa) (grupo experimental) e capsulas contendo a racdo sem o marcador até a
saciedade. Foram avaliados sete tempos amostrais. O marcador nao foi absorvido
significativamente pelo trato digestorio, porém o teste do micronucleo e a frequéncia
de anormalidades nucleares demonstraram que houve efeito genotédxico significante
sobre os eritrocitos de juvenis de tilapias do Nilo, expostos a concentracdo de 66
nCi.g™ de *'Cr, na forma de 6xido de crémio, para os sete tempos amostrais.

Palavras-chave: Micronucleo. Peixe. Radiacao. Crémio.



ABSTRACT

The evaluation of genotoxic potential of >'Cr,0s, a digestibility
marker, by the frequency of nuclear abnormalities in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus L.)

Tilapia is the common name of a large number of species of cichlid fish. In
aquaculture, this is one of the most profitable fish, since it presents lower feed
conversion than other fish. The chromium oxide has been used as a marker for
digestibility because it is inert and not alter the biological process of dietary intake.
The use of radioactive form of chromium as a marker of digestibility saves time and
labor. The aim of this study was to evaluate the genotoxic potential of >'Cr,O3, used
as a biological marker in studies of nutrition and physiology, through the frequency of
nuclear abnormalities. We used 40 adult, male Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.)
(01 animal / tank) in a randomized design. The experimental period lasted 21 days,
with 14 days to adapt to the installations and receiving encapsulated feed, free of the
marker, with 30% crude protein (CP) and 2,800 Kg'Kcal of digestible energy
(DE)/kg. After this period, two capsules containing chromium oxide, °'Cr,Os
(radioactive form), were provided daily (experimental group) and to satiety were
administered capsules containing the diet without the marker. We evaluated seven
times sampling. The marker was not significantly absorbed by the digestive tract, but
the micronucleus test and the frequency of nuclear abnormalities demonstrated that
there was significant genotoxic effect on the erythrocytes of juvenile Nile tilapia,
exposed to concentrations of 66uCi.g™” of *'Cr in the form of chromium oxide, for the
seven sampling times.

Key words: Micronucleus. Fish. Radiation. Chromium.



LISTA DE SIGLAS

°C - Graus centigrados
uCi - Unidade de medida nuclear usada para designar a desintegracéo
atémica por segundo 1uCi = 3.7 x 10* desintegrac&o por segundo.

Hg.Kg - Micro grama por quilo.

Mg.L - Micro grama por litro.

*ler - Forma radioativa do crémio

®ICR,0; - Oxido de crémio radioativo

AQ - Agua do aquério

cpm.g* - Medida de radoatividade - contagens por minuto por grama
cpom.mL? - Medida de radoatividade - contagens por minuto por mililitro
Cr - Crémio

Cr,03 - Oxido de crémio

CTD - Conteudo do trato digestorio

DNA - Acido desoxirribonucleico

ED - Energia digestivel

g - Grama

Kg - Quilograma

Kg*Kcal - Quilograma por quilocaloria

mg.g* - Miligrama por grama

mL.L? - Mililitro por litro

MN - Micronucleos

PB - Proteina Bruta

TH - Tecido hepético

TR - Tecido renal



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt ettt ne e eaens 11
1.1 Tilapia do Nilo (Oreochromis NIIOICUS L.) .....uuuuuueiiiie s 11
1.2 Marcadores de Digestibilidade ...........ooouuiiiiiiii s 12
I T 1 ] 1 0 o USRS 12
1.4 Crébmio Como Marcador de Digestibilidade...............oueiiiiiiiiiiiiiciee e 15
1.5 Mutagénese AMDIENTAL.............iii i 18
1.6 Testes de Mutagenicidade e Genotoxicidade............ccoeeevviiiiiieeiiiiii e, 20
1.7 Teste dO MICIONUCIEO ........oeveieiee e e e e e e e e eaaannes 22
1.8 AnOrmalidades NUCIEAIES .........oiiee e e e e e e e e e e e e e e e eeaaannes 24
2 OBUIETIVO ... 25
REFERENCIAS. ... .ottt sttt ettt ettt s s st s s eenens 26
A ARTIGO ... 33

ANEXO A — Aprovacéo do Trabalho pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE). .......ccoovviiiiiiiiiiineeeieeeeeiins 48

ANEXO B — Normas de Publicacdo da Revista Cientifica a Qual o Artigo Sera
101 o]0 11=3 1o o TP PPUPPPPPPPRPR PPN 49



11

1 INTRODUCAO

A falta de controle da densidade de peixes, o que é fundamental para
uma adequada exploracdo e expansdo da aquicultura, afetam de forma ampla a
producdo de peixes (GOMES; SCHLINDWEIN, 2000). Uma densidade de
estocagem 6tima é “representada pela maior quantidade de peixes produzida
eficientemente por unidade de area ou volume de um tanque” (GOMES;
SCHLINDWEIN, 2000, p.3).

Gomes e Schlindwein (2000, p.3), uma “producéo eficiente nao
significa necessariamente o0 peso maximo que pode ser produzido, mas sim o0 peso
que pode ser atingido com uma baixa conversdo alimentar, num periodo
razoavelmente curto e com um peso final aceito pelo mercado consumidor”.

Altas densidades de estocagem determinam maiores producdes e,
assim maior retorno sobre 0s investimentos em estruturas e equipamentos. A
determinacao da densidade de estocagem Gtima para uma espécie e/ou sistema de

cultivo pode ser um fator critico no sistema de producdao (MERENGONI, 2006).

1.1 Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus L.)

As tilapias pertencentes a ordem Perciformes, familia Cichlidae, sé&o
originarias do continente africano e sado encontradas principalmente nas bacias dos
rios Nilo, Niger, Tchade e nos lagos do centro—oeste. Foi introduzida em mais de
100 paises das regides tropicais e subtropicais, para melhorar a produtividade
pesqueira e auxiliar o desenvolvimento da aquicultura (GODOY, 2006;
MERENGONI, 2006).

A Tilapia rendalli (tilapia do Congo) foi a primeira espécie de tilapia
introduzida no Brasil, no Estado de S&o Paulo, em 1953. A Oreochromis niloticus
(tilapia do Nilo) e O. urolepis hornorum (tilapia de Zanzibar) foram introduzidas na
regido Nordeste, em 1971 (LOVSHIN, 2000).

Atualmente, no Brasil, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € a
espécie mais cultivada, perfazendo 40% do volume da aquicultura nacional. Isto
ocorre, pois a tilapia do Nilo apresenta boa aceitacdo e elevado valor comercial,
excelente conversdo alimentar e por isso custo de producado relativamente baixo
(MERENGONI, 2008).
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Além disso, o fato da tildpia do Nilo apresentar habito alimentar
onivoro, utilizando satisfatoriamente altos teores de proteina vegetal, desperta um
grande interesse dos paises desenvolvidos onde predominam o cultivo de espécies
carnivoras que sdo muito dependentes da farinha de pescado. Adapta-se facilmente
a praticas de manejo alimentar e tolera altas densidades de estocagem em sistemas
intensivos de criagdo (MERENGONI, 2006).

Entender os efeitos da alimentacdo sobre a tilapia e a sua fisiologia
digestiva tem como principal objetivo, melhorar o rendimento aquicola,

especialmente nos paises em desenvolvimento (GODOY, 2006).

1.2 Marcadores de Digestibilidade

Marcador é uma substancia presente no alimento (marcador interno) ou
adicionada a ele (marcador externo), cuja andlise de sua concentracdo no alimento
ou nas fezes permite calcular os coeficientes de digestibilidade de um nutriente e/ou
dieta (OETTING, 2002).

Os marcadores externos podem ser ministrados a ragdo ou por via oral
aos animais. Para que um elemento possa ser usado como marcador, ele deve
obedecer as seguintes especificagbes: ser indigerivel e inassimilavel pelo
organismo, nao possuir acdo farmacodinamica para o trato digestério, misturar-se
uniformemente com a digesta e ser facilmente avaliado analiticamente (OETTING,
2002).

Os coeficientes de digestibilidade sdo determinados através da relacao
entre a porcentagem de marcador encontrada na dieta e nas fezes (OETTING,
2002).

Um indicativo de confiabilidade de um marcador é sua porcentagem de
recuperacédo nas fezes (OETTING, 2002).

1.3 Crédmio
O cromo ou crémio (do grego "chréma", cor) € um elemento quimico

simbolo Cr, numero atbmico 24 (24 protons e 24 elétrons) e massa atbmica 52 u,
sélido em temperatura ambiente (ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999). Foi descoberto
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em 1797 por Louis Nicolas Vauquelin no mineral crocoita encontrado na RuUssia
(ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).

E um metal encontrado no grupo 6 (6B) da Classificacdo Periodica dos
Elementos, empregado especialmente em metalurgia em processos denominados
eletrodeposicdo. Alguns de seus 6xidos e cromatos sdo usados como corantes
(ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).

O crébmio, um metal encontrado na natureza, naturalmente em baixas
concentracfes (ug.L-! oupg.kg-1) no ar, agua, solo e essencialmente em materiais
bioldégicos (SASSON, 1966), na forma de oxido 0, +2, +3 e +6 sendo a forma
trivalente a mais estavel e encontrada em maior quantidade na natureza e esta
envolvido no metabolismo de lipidios, carboidratos e proteinas (MERTZ, 1992).
Considerado elemento essencial participa como fator de tolerancia a glicose (GTF)
como forma biologicamente ativa do crdbmio em uma molécula organica composta
por &cido nicotinico, glicina, acido glutamico, cisteina, célcio e cromio (MERTZ,
1993).

Geralmente, ndo se considera que o cromo metalico e 0s compostos
de cromo lll sejam, especialmente, um risco para a saude. Trata-se de um elemento
essencial para o ser humano, porém em altas concentragdes € toxico (ANDERSON,
1986).

Os compostos de cromo VI séo téxicos quando ingeridos, sendo a dose
letal de algumas gramas. Em niveis nédo letais, € carcindgeno, irrita os olhos, a pele
€ as mucosas e a exposicdo cronica aos seus compostos pode provocar danos
permanentes nos olhos (ANDERSON, 1986; ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 1988).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda desde 1958 uma
concentracdo maxima de 0.05 mg/litro de cromo VI na agua de consumo. Este valor
estd sendo revisado, havendo novos estudos sobre os seus efeitos a saude
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1988).

O cromo é um metal de transicdo, duro, fragil, de coloracdo cinza
semelhante ao aco. E muito resistente a corrosdo (ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).

Seu maior estado de oxidagdo € +6, ainda que estes compostos sejam
muito oxidantes. Os estados de oxidagcdo +4 e +5 sdo pouco frequentes, enquanto

gue os estados mais estaveis sao +2 e +3. Também é possivel obter-se compostos
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nos quais o cromo apresenta estados de oxidacdo mais baixos, porém sdo bastante
raros (ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).

S&0 encontrados trés is6topos estaveis na natureza: >“cromo, >>cromo
e >*cromo. O mais abundante é o *’cromo (83,789%). Se tem caracterizado 19
radiois6topos, sendo 0 mais estavel o cromo-50 com uma meia-vida de mais de 1,8
x 10'" anos, seguido do *'cromo com uma meia-vida de 27,7025 dias. Os demais
tem uma meia-vida de menos de 24 horas, e a maioria com menos de um minuto
(ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).

O *3cromo é um produto do decaimento do **manganés. Os contelidos
isotdpicos no cromo estdo relacionados com os de manganés, o que se aplica em
geologia. As relacdes isotdpicas de Manganés-Cromio (Mn-Cr) reforcam a evidéncia
de *aluminio e *°’paladio na origem do Sistema solar. As variacdes nas relacées de

53cromo/®?

cromo e Mn-Cr em alguns meteoritos indicam uma relagéo inicial de
>Mn/**Mn, sugerindo que as rela¢des isotdpicas Mn-Cr resultam do decaimento in
situ de **Mn em corpos planetarios diferenciados. Portanto, o **Cr d& uma evidéncia
adicional de processos nucleossintéticos anteriores a formacédo do Sistema Solar
(ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).

O peso atémico dos is6topos do cromo variam desde 43 u (**cromo)
até 67 u (°*’cromo). O principal modo de decaimento antes do is6topo estavel mais
abundante, o *’cromo, é a captura eletrdnica, enquanto os depois deste, é a
desintegracdo beta (ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).

Oxido de crémio (Il) é o composto inorganico de férmula Cr,Os. E um
dos principais 6xidos de cromo, € um precursor largamente utilizado para outros
compostos de cromo (HOLLEMAN; WIBERG, 2001). Tem massa molecular de
151.99 g/mol, densidade 5,22 g-cm® e é praticamente insolivel na &gua
(HOLLEMAN; WIBERG, 2001).

O Oxido de crébmio é usado na fabricacdo de materiais inoxidaveis
como o Aco Inox. Os materiais revestidos de Oxido de Cromo sdo largamente
utilizados em industrias de dessalinizacdo da agua do mar e em estruturas de metal
expostas a agua salgada, seja esta do mar ou produto de sal utilizado para derreter
gelo acumulado nas ruas de paises de clima gélido. Esse uso acontece porque 0s
ions do sal - NaCl - dissolvidos em agua se dissociam, permitindo a conducéo de
corrente elétrica pelo liquido. Assim, os atomos de Oxigénio existentes no ar entram

na agua e fazem contato com as partes metélicas da estrutura e, pelo elemento se


http://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_inorg%C3%A2nico�
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_qu%C3%ADmica�
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cromo�
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estabilizar com 8 elétrons em sua camada de valéncia, e ter apenas 6 em seu
estado natural, ele "rouba" elétrons do metal. Processo conhecido como oxidacao.
Assim, tais materiais sdo revestidos com uma fina pelicula de Oxido de Cromo a fim
de conferir uma maior resisténcia a corrosao (HOLLEMAN; WIBERG, 2001).

1.4 Crémio Como Marcador de Digestibilidade

Em funcéo de sua inércia quimica em sistemas digestoérios, o 6xido de
cromio (111), Cr,03, vem sendo empregado ha muito tempo como marcador biol6gico
em estudos de nutricdo, digestibilidade, farmacologia, producéo e transito fecal em
animais. O 6xido de crémio (lll) € o marcador mais comumente usado para estudos
de fluxo da digesta em trabalhos publicados no Journal of Animal Science entre
1986 e 1995: de 124 experimentos que Titgemeyer (1997) considera Uteis para
avaliar a variabilidade em estudos de fluxo, 90 usaram Cr,O3 como marcador da
digestao.

O oxido de crébmio (lll) € misturado nas racfes, encapsulado com
gelatina, suspenso em 0Oleos, como comprimidos farinaceos ou introduzido
diretamente no trato digestério superior dos animais através de sonda apropriada,
para posterior coleta das fezes e dosagem do conteddo do metal (KANE,
JACOBSON; MOORE, 1950; IRWIN; CRAMPTON, 1951; LLOYD; MAcCCAY, 1954;
CLANTON, 1962; FURUKAWA; TSUKAHARA, 1966; HAENLEIN; SMITH;
YOON, 1966; ITURBIDE, 1967; KOTB; LUCKEY, 1972; MACORIS, 1989). Os
autores de estudos nas areas de farmacologia, nutricdo e ciéncia animal tém
alertado para fatores bioldgicos que afetam o transito e a excrecdo do Cry0s,
sugerindo meios para diminuir ou controlar estes fatores e melhorar a recuperacéo
do cromio inicialmente fornecido (KAMEOKA; TAKAHASHI; MORIMOTO, 1956;
BALCH; REID; STROUD, 1957; CLANTON, 1962; ITURBIDE, 1967).

O crémio é um elemento de transicdo que pode ocorrer nos estados de
oxidacao de 0, 2+, 3+, e 6+ (HARTFORD, 1963) e na sua forma trivalente é o estado
mais estavel desse metal e predominante de ocorréncia nos materiais bioldégicos em
condigcbes normais (BOWEN, 1964; CHUECAS,; RILEY, 1966; MERTZ, 1969;
MERTZ; ROGINSKY, 1971). A estabilidade do crémio (Ill), acrescida da inércia do
oxido fornecido na forma de o6xido de créomio (lll) como marcador biolégico, em

quantidade muito superior a natural, atravessa os sistemas digestivos sem reagir,
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solubilizar-se ou sofrer absor¢céo, e é pratica e totalmente recuperada através das
fezes, inclusive sem ser afetado pelos teores comparativamente despreziveis do
crébmio natural (BOWEN, 1964; CHUECAS; RILEY, 1966; MERTZ, 1969; MERTZ,
ROGINSKY, 1971).

Deve-se ressaltar que o cromio normalmente encontrado nos alimentos
¢ um cation com numero de oxidacdo 3" [como no Oxido de crémio (lll)]. Sua
absorcédo s6 pode ocorrer se estiver numa forma soluvel (cloretos, sulfatos, nitratos),
nunca na forma insoltvel e estavel de Cr,0O3. A utilizagdo do 6xido de crémio (l1l) na
forma comercial como marcador, pode introduzir diminuta quantidade de formas
contaminantes e soluveis do metal que, sendo absorvidas pelos animais durante um
experimento, poderiam comprometer a interpretacdo dos resultados experimentais
(WHITBY; LANG, 1960; SASSON, 1966).

No meétodo indireto envolvendo o uso de indicador inerte na racao,
assume-se que a quantidade do mesmo, no alimento e nas fezes, permaneca
constante ao longo do periodo experimental e que todo o indicador ingerido deva
aparecer nas fezes (UTLEY etal.,, 1970; CHO; SLINGER; BAYLEY, 1982).
Entretanto, Brisson (1956) postula que o estado de equilibrio € um estado de
“saturacao” do trato digestério com o indicador.

Fatores como horério e tipo de alimentacdo, forma de dosificagéao,
densidade do 6xido de créomio (Ill), nimero de doses, método e hora de coleta da
amostra de fezes, periodo de adaptacao, periodo de coleta e método analitico, séo
citados como responsaveis pela variabilidade do teor de 6xido de crémio (lIl)
(HARDISON; REID, 1953; PIGDEN; BRISSON, 1956; BRISSON, 1956, 1960;
PUTMAN, 1962), porém, os resultados obtidos por Bremer Neto (1999) referentes ao
teor do marcador nas fezes ndo apresentaram essa variabilidade e estdo de acordo
com os de Corbett et al. (1960). Moore (1957) estudando as variacbes na
recuperacdo do 6xido de crémio (lIl), atribui a erros nas determinacdes quimicas as
baixas recuperagfes do indicador e assim, teoricamente, uma amostra seria
suficiente para efetuar as estimativas necessarias.

Devido a dificuldades da coleta das amostras fecais em experimentos
aquaticos, os marcadores ou sdo comumente incluidos nas ra¢cdes no comec¢o do
periodo de alimentacdo do experimento ou podem naturalmente estar associadas a
elas (WATANABE et al., 1983; YONG; TAKEUCHI; WATANABE, 1989). Quanto ao

oxido de crémio, os niveis atualmente empregados do marcador nas dietas
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experimentais variam de 0,01% até 3% (LIED et al., 1982; SILVA; PERERA, 1984;
LA NOUE; CHOUBERT, 1985; SHIAU; CHEN, 1993; DAVIS; ARNOLD, 1994;
RICHE; WHITE; BROWN, 1995; GAYLORD; GATLIN Ill, 1996; HILL et al., 1996;
GOMES; PENA, 1997; BREMER NETO, 1999) e, segundo alguns autores, este
marcador aumenta a utilizacdo da glicose e poderia, desta maneira, influenciar
significativamente os resultados em estudos de nutricAo de animais aquaticos
(SHIAU; HUANG, 1990; SHIAU; CHEN, 1993; SHIAU; LIN, 1993; SHIAU; SHY,
1998).

Este fato inviabilizaria a utilizagdo do oxido de crémio (llI) como
marcador, pois 0 mesmo, ao ser absorvido, acarretaria alteragdo nos parametros sob
investigacdo. Porém, os resultados encontrados por Utley et al. (1970) utilizando
6xido de cromio (lll) na forma radioativa (**Cr,O3), administrado por via oral, ndo
detectaram no sangue ou urina de novilhas, tracos de radiacdo apos a aplicacéo de
aproximadamente 146 uCi de is6topos de oxido de crémio (111).

O oxido de crédmio (Cr,0O3) por ser insoluvel e estavel (SASSON, 1966),
é utilizado como marcador bioldgico em estudos de nutricdo e fisiologia (KOTB,;
LUCKEY, 1972).

Harrison, Fraser e Mullan (1968) utilizaram o 6xido de cromio em sua
forma radioativa, **Cr,Os, em estudos de nutricdo, marcador biolégico, porém o >'Cr
€ um emissor de radiacdo gama ionizante tornando-o um potencial agente
mutagénico.

Isotopos radioativos aplicados aos estudos de digestibilidade sugerem
diminuicdo de tempo e trabalho, substituindo a leitura automética de amostras para o
ensaio quimico do Cr,0Og3, 0 qual é relativamente lento, e maior precisédo, reduzindo a
quantidade de erro associado com a analise quimica do Cr,O3 (KANE; JACOBSON,;
DAMEWOOD, 1959).

O tempo necessario para uma determinacdo quimica do oOxido de
cromio pelo método de Edin leva em média 1 hora (EDIN, 1918). O tempo
necessario para uma determinacdo de 6xido de crémio radioativo € de cerca de 10
minutos. Se as amostras sdo executados em triplicata ou quadruplicata, é evidente
gue o método de Oxido de crdbmio radioativo poupa tempo, trabalho e produtos
guimicos (KANE; JACOBSON; DAMEWOOQOD, 1959).

A utilizacdo do oxido de crémio na forma radioativa pode ser também

um agente mutagénico causador de mutacdo. Este tipo de elemento, emissor de
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radiacdo gama ionizante, pode levar a ejecdo de elétrons dos atomos, formando
ions eletricamente carregados. Quando estes ions estdo situados dentro ou
proximos de moléculas de DNA, podem promover reacdes quimicas que alteram as
bases do DNA. Alguns danos severos ao material genético, como rearranjos
assimeétricos com formacao de fragmentos, ndo disjuncédo e quebras podem ocorrer
(CARRANO, 1973). A exposicao de carpas prussianas (Carassius auratus gibelio) ao
cromio [Cr (VI) e Cr (lIl)], em varios niveis de concentracdo, levaram a um aumento
na frequéncia de micronudcleos, quando comparado com o grupo controle (AL-SABTI
et al., 1994).

1.5 Mutagénese Ambiental

Cerca de 10'° divisdes celulares ocorrem no corpo humano durante a
vida. As mutacdes irdo ocorrer espontaneamente a uma razéo estimada em cerca
de 10° mutacdes por gene por divisdo celular um valor estabelecido por limitages
na acuidade de replicacdo do DNA e reparo, mesmo em um ambiente livre de
mutagénicos. Assim, durante a vida, cada gene devera sofrer mutagdo em cerca de
10™ ocasifes independentes em qualquer ser humano e, deste modo, entre células
mutantes podera haver muitas que possuam disturbios nos genes envolvidos na
regulacéo da divisao celular (ALBERTS et al., 2004).

Danos oxidativos no DNA ocorrem numa alta escala em condicfes
metabolicas normais. E estimado que o DNA de cada célula do nosso corpo esteja
exposto a 10 situacdes oxidativos por dia, levando a uma formac&o de mais de 20
diferentes lesbes oxidativas no DNA. Ha um conjunto de enzimas de reparo de
DNA, tais como, as exonucleases, endonucleases e glicosilases especificas que
podem remover essas lesdes. No entanto, os sistemas de reparo ndo sao perfeitos;
embora eles possam reparar 99% das lesbes, o 1% restante leva a um acumulo
dessas lesbes com o tempo. Por consequéncia, os danos oxidativos no DNA e o
acumulo dessas lesbes com a idade, podem contribuir para a carcinogénese e
outras doencas degenerativas (RIBEIRO, 2003).

No préprio organismo humano, em condigdes normais, ha a formacao
de espécies reativas de oxigénio; as moléculas de oxigénio que restam da cadeia
respiratéria mitocondrial sdo reduzidas a anion superéxido (0%7) (KEHRER, 1993).

Essas moléculas sdo assim caracterizadas pela presenca de um elétron néo
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pareado; esse elétron busca outro elétron para parear e, deste modo, forma um
composto que ndo é um radical. No entanto, a adicdo de um terceiro elétron neste
composto leva a formacdo de um radical mais reativo e mais agressivo que 0
primeiro (PRYOR; PRIER; CHURCH, 1983; CHURCH; PRYOR, 1985).

A mutacao e a cancerizagao estéo estreitamente associadas, uma vez
que ambas representam alteracdes abruptas em uma Unica célula, sao
permanentes e herdadas pelas células - filhas (RABELLO-GAY, 1991). O céancer
pode ser por causa de uma alteracdo na sequéncia do DNA da célula ou uma
mudanc¢a no padréo da expressao génica sem a alteracdo citada (ALBERTS et al.,
2004). Ele ndo € resultado de uma Unica mutagdo em uma célula e sim da
ocorréncia de varios eventos independentes com efeitos cumulativos. E
praticamente impossivel ocorrer duas mutagcdes sucessivas no mesmo ponto do
DNA de uma célula de um individuo e, portanto, supde-se se isto ocorrer, uma
dessas mutacgOes seja herdada de um de seus genitores e a outra, seja resultado da
associacdo entre a predisposicdo geneética e fatores ambientais a que esteja
submetido.

A carcinogénese ou oncogénese é um processo anormal, nao
controlado, da diferenciacao e proliferagcéo celular, de inicio localizado, mas pode se
disseminar pelo organismo e pode levar a sua morte. Este processo pode ser
identificado desde o inicio, quando alteragcdes moleculares séo identificadas no
DNA, sendo sucedidas por alteracdes bioquimicas e fenotipicas das células,
continuamente em direcdo a malignidade (WEINSTEIN, 1988).

Pela frequéncia com que 0s agentes carcinogénicos fazem parte do
nosso dia a dia e por seus efeitos prejudiciais em nosso material genético, é
importante que existam técnicas laboratoriais que permitam uma sensivel deteccao
de danos no DNA e reparos. Os danos induzidos no DNA sé&o, frequentemente,
especificos no nivel tecidual e celular. Uma técnica, para ser considerada
“apropriada”, deve ter o poder de detectar danos e reparos no DNA em células
individuais, que forem submetidas a uma variedade de condi¢cdes experimentais
(TICE, 1995).

O interesse crescente na genotoxicidade por poluentes potenciais tem
gerado o desenvolvimento de varios testes bioldgicos para deteccao e identificacédo
de genotoxicantes no ar, na agua e no solo. Peixes forneceram um modelo

adequado para o monitoramento de genotoxicidade aquatica e qualidade da agua de
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descarte pela sua capacidade de metabolizar xenobi6ticos e acumular poluentes. O
método de micronucleos tem sido utilizado com sucesso em varias espécies de
peixes para realizar esta analise (AL-SABTI, 1994; AL-SABTI; METCLAFE, 1995;
MINISSI; CICCOTTI; RIZZONI, 1996).

O desenvolvimento de um programa de biomonitoramento em peixes
requer conhecimento da cinética do ciclo de vida dos eritrécitos e inducdo de
micronucleos. A frequéncia da formacédo espontanea e inducdo de micronucleos
acima do normal necessitam ser determinada para confirmar o monitoramento desta
espécie através deste método. No corpo dos peixes o0 sitio hematopoiético
significativo esta localizado na cabeca do figado, porém, o método de micronucleo
em eritrocitos de sangue periférico vem sendo eleito por diferentes autores como
significado de ponto final (KLIGERMAN; BLOOM; HOWELL, 1975; HOOFTMAN; DE
RAAT, 1982).

1.6 Testes de Mutagenicidade e Genotoxicidade

Mutacao é toda alteracdo do material genético de uma célula que néo
resulta de segregacao ou de recombinagédo, podendo ser espontanea ou induzida
por agentes fisicos, quimicos ou biologicos. Se a alteragdo incidir sobre células
somaticas pode levar a um processo carcinogénico no individuo, se ocorrer em
células germinativas podem produzir doencas ou mau formacdes nas geracdes
futuras (RABELLO-GAY, 1991). As mutacbes génicas, ou de ponto, sao
modificagbes de um ou de poucos nucleotideos. As alteragbes cromossomicas
consistem em mudancas que afetam segmentos relativamente extensos do genoma
e causam as modificacdes estruturais e numéricas (ALBERTS et al., 2004).

As substancias que induzem diferentes efeitos na morfo-fisiologia
celular sdo agrupadas em duas categorias principais: as genotoxicas e as
citotoxicas ou cicloativas. As genotoxicas alteram o funcionamento ou estrutura
normal do material genético e podem causar mutacbes génicas e alteracoes
cromossOmicas. As citotoxicas causam modificagbes do aparelho mitético ou
deprimem a sintese de macromoléculas essenciais a vida celular e, como
consequéncia, causam diminuicdo ou atraso da divisdo celular ou morte celular
(RIBEIRO, 2003).

Os agentes, o0s clastogénicos causam quebras cromossomicas
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interferindo na localizagdo e no numero de genes, sendo que inversbes e
translocacbes sdao mudancas na localizagdo dos genes nos cromossomos e,
deficiéncias e duplicacdes consistem em alteracbes no namero dos genes dos
mesmos (RIBEIRO, 2003).

As mutagdes contribuem de forma significativa para o estabelecimento
das doencas humanas e mas formagfes congénitas, embora a extensdo desta
contribuicdo seja desconhecida (RIBEIRO, 2003).

Testes de genotoxicidade dispdem de diversas metodologias que os
tornam importantes para pesquisa e avaliagdo de toxicidade celular podendo
identificar potenciais carcinogénicos e mutagenicidade. Os testes atuam em um
sistema experimental, divididos em quatro niveis, onde o primeiro nivel engloba
ensaios moleculares e em bactérias (avaliacdo de mutacdo em gene bacteriano); o
segundo nivel consiste em provas in vitro em células de cultivo (avaliacdo de
aberracdes cromossomicas); o terceiro nivel compreende analises in vivo (avaliacdo
de mutacdes génicas em células de mamiferos); o quarto e ultimo nivel corresponde
aos estudos em populacdes expostas a materiais genotoxicos (CRUZ; FREITAS,
2010).

Varias técnicas podem ser utilizadas para testes, tais como: coeficiente
DNA/proteina, atividade de enzimas mitocondriais, proliferacdo celular, quebras e
reparo de DNA, indices mitéticos, identificacdo de danos, aberracbes
cromossOmicas, ndo disjuncdes, deteccdo de apoptose e necrose (CRUZ; FREITAS,
2010). Dentre os principais testes estao:

1. Teste de Ames (teste de mutagenicidade com Salmonella
typhimurium): este teste fundamenta-se na restauragcdo ou
compensacdo de um defeito genético especifico que causa
exigéncia a um determinado nutriente. A frequéncia de mutacao
reversa é facilmente medida pela contagem do nimero de colbnias
gue crescem em meio minimo apos exposi¢cado de uma populacao a
um agente mutagénico. Este teste permite a monitorizacdo da acéo
direta sobre o material genético e a verificagdo da atividade positiva
e ou negativa de metabdlitos apds biotransformacgéo, semelhante ao
0 que ocorreria nos figados dos mamiferos (CRUZ; FREITAS,
2010);
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2. Eletroforese para célula uUnica em gel (SCGE) ou “Teste do
Cometa”: consiste na quantificacdo de danos em DNA de células
embebidas em gel de agarose, permite a deteccdo de danos e
reparos em uma unica célula. Suas vias de reparo de DNA podem
ocorrer das seguintes formas: reversdo da lesdo, reparo por
excisao, reparo recombinacional e tolerancia a lesbes (CRUZ;
FREITAS, 2010);

3. Teste do microndcleo: o micronucleo é um nucleo adicional e
separado do nucleo principal de uma célula durante a divisdo
celular por cromossomos ou seus fragmentos que se atrasam em
relacdo aos demais. Resulta de alteracbes estruturais
cromossOmicas espontaneas ou experimentais induzidas ou ainda,
falhas no fuso celular, sendo, portanto, excluido do novo nucleo
formado na teléfase (RAMIREZ; SALDANHA, 1998; RIBEIRO,
2003).

1.7 Teste do Micronucleo

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

O teste do Micronucleo € utilizado para avaliar os efeitos genotoxicos,
produzidos por baixas doses de carcinogénicos quimicos ou fisicos, em tecidos de
mamiferos. Os micronlcleos sdo formados de fragmentos cromossdmicos ou
cromatidicos acéntricos e de cromossomos que se atrasam, em relacado aos demais,
em sua migracao para os poélos do fuso na anafase; neste caso, sao excluidos do
novo nucleo formado na tel6fase. Estes microndcleos sao corpusculos contendo
DNA Feulgen - positivo no citoplasma, sem qualquer conexao estrutural com o
nacleo principal, podendo haver um ou mais por célula. Sua freqiéncia aparece
aumentada em tecidos expostos a agentes carcinogénicos bem antes de qualquer
sintoma clinico. O teste do Micronucleo pode ser aplicado a qualquer populacéo de

células humanas esfoliadas, tais como, do tecido da mucosa bucal, da bexiga, do
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ureter, dos brénquios e da cérvix (RIBEIRO, 2003). A sensibilidade deste teste é
comparavel aquela da andlise de quebras e trocas cromatidicas (RIBEIRO, 2003).

O teste do microndcleo detecta substancias mutagénicas que quebram
0S cromossomos (substancias clastogénicas) ou que interferem na formacao do fuso
mitético, alterando a distribuicdo equitativa dos cromossomos durante a divisdo
celular (Figura) (RIBEIRO, 2003; FLORES; YAMAGUCHI, 2008).

Figura — Formacéo de uma célula micronucleada (RIBEIRO, 2003).
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Evans et al. (1959, apud HEDDLE et al., 1983) usaram a frequéncia de
micronudcleos para medir o dano citogenético induzido em células de raizes de Vicia
fasba por raio néutrons e gama na presenca e auséncia de oxigénio. Heddle, em
1973, e Schmid, em 1975 (apud AL-SABTI, 1994), recomendaram o uso de células
da medula 6ssea de camundongos para detectar danos causados por mutdgenos
quimicos e demonstraram uma conexao entre frequéncia de microndcleos e danos
citogenéticos.

Os agentes clastogénicos podem ser detectados, em uma primeira
abordagem, pelo teste do micronucleo, realizados em mamiferos "in vivo". As
substancias a serem testadas sao geralmente administradas a roedores e o efeito
verificado em esfregacos de medula éssea. O ensaio serve como um primeiro
passo no estudo de compostos mutagénicos. Desta forma, constitui — se num
parametro bem oportuno para a avaliagéo de populagbes expostas (HEDDLE et al.,
1983; FENECH; MORLEY, 1985; SARTO et al., 1987). Alguns danos severos ao
material genético, como rearranjos assimétricos com fragmentos, néo disjuncao e

quebras, que embora possam ser visiveis como aberracdes cromossémicas em
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metafases, geralmente ndo permitem que a célula se divida (CARRANO, 1973), o
gue € necessario para expressar micronucleos.

Os métodos de avaliacdo de micronucleos apresentam as vantagens
de serem simples, de curta duracéo, de baixo custo e por permitirem uma analise
rapida de um elevado niamero de células, quando comparados a outros ensaios.
Além disso, podem ser aplicados praticamente a qualquer populacdo de células
gque estejam em constante divisdo celular (in vivo ou in vitro), durante exposicao a

agentes genotoxicos, clastogénicos, ambos ou aneugénicos (RIBEIRO, 2003).

1.8 Anormalidades Nucleares

Os eventos genotdxicos podem induzir ainda diversos outros estados
nucleares como a formacéo de células binucleadas ou nucleos do tipo broken egg.
Uma outra situacdo de defesa celular contra o dano genético é a apoptose. Em
regras gerais, a apoptose representa a morte celular programada por genes
especificos. A apoptose também pode produzir ndcleo picndtico, cromatina
condensada e cariorréxis (TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992).

Além da avaliacdo dos micronucleos estd proposta também a
avaliacdo das seguintes anormalidades nucleares na quantificagdo do dano
genético (TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992):

1. cariorréxis, cromatina condensada e pichose: associadas a

citotoxicidade (necrose) e genotoxicidade (apoptose);
cariolise: associada a necrose;

3. binucleacdo: provavelmente associada a estagios tardios da

diviséo celular;

4. broken-eggs: descrito primeiramente por Sarto et al. (1987), mas

de origem e significados desconhecidos.

Diante do exposto, e sabendo-se que o Oxido de cromio radioativo
pode otimizar a avaliagdo da digestibilidade em peixes, € importante que se avalie a

possibilidade deste composto ser genotoxico.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial genotdxico do *'Cr,Os,
um marcador bioldgico para estudos de nutricdo e fisiologia, por meio da frequéncia
de anormalidades nucleares em eritrocitos de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus
L.).
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RESUMO

Avaliou-se o potencial genotéxico do *'Cr,03, utilizado como marcador biolégico em
estudos de nutricdo e fisiologia, por meio da frequéncia de anormalidades nucleares.
Foram utilizadas 40 tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus L.) adultas e machos (01
animal/aquario), em um delineamento experimental casualizado. O periodo
experimental foi de 21 dias, sendo 14 dias para adaptagdo as instalacdes e
recebendo racdo encapsulada, isenta do marcador, com 30% de proteina bruta (PB)
e 2.800 Kg'Kcal de energia digestivel (ED)kg de racéo. Apds este periodo, foram
fornecidas diariamente duas capsulas contendo 6xido de cromio, >*Cr,0; (forma
radioativa) (grupo experimental) e cdpsulas contendo a ragcdo sem o marcador até a
saciedade. Foram avaliados sete tempos amostrais. O marcador nao foi absorvido
significativamente pelo trato digestorio, porém o teste do microndcleo e a frequéncia
de anormalidades nucleares demonstraram que houve efeito genotéxico significante
sobre os eritrocitos de juvenis de tilapias do Nilo, expostos a concentracdo de 66
nCi.g™ de *'Cr, na forma de 6xido de cromio, para os sete tempos amostrais.

Palavras-chave: Teste de Micronucleo, peixe, radiacdo, cromio, dano de DNA,

genotoxicidade.

SUMMARY

The genotoxic potential of >'Cr,Os, used as a biological marker in studies of nutrition
and physiology, was evaluated through the frequency of nuclear abnormalities. We
used 40 adult, male Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) (01 animal / tank) in a
randomized design. The experimental period lasted 21 days, with 14 days to adapt to
the installations and receiving encapsulated feed, free of the marker, with 30% crude
protein (CP) and 2,800 KgKcal of digestible energy (DE)/kg. After this period, two
capsules containing chromium oxide, >'Cr,Oj3 (radioactive form), were provided daily
(experimental group) and to satiety were administered capsules containing the diet
without the marker. We evaluated seven times sampling. The marker was not
significantly absorbed by the digestive tract, but the micronucleus test and the
frequency of nuclear abnormalities demonstrated that there was significant genotoxic
effect on the erythrocytes of juvenile Nile tilapia, exposed to concentrations of
66uCi.g™ of ®'Cr in the form of chromium oxide, for the seven sampling times.

Key words: Micronucleus test, fish, radiation, chromium, DNA damage, genotoxicity.
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INTRODUCAO

As tilapias pertencem a ordem Perciformes, familia Cichlidae, s&o
originarias do continente africanas e encontradas principalmente nas bacias dos rios
Nilo, Niger, Tchade e nos lagos do centro—oeste (Merengoni, 2006).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie mais cultivada em
paises da zona tropical. Isto ocorre, pois apresenta boa aceitacdo e elevado valor
comercial, excelente conversdo alimentar e por isso custo de producéo
relativamente baixo (Merengoni, 2006). A energia utilizada para o crescimento das
tilapias do Nilo é influenciada pela composi¢cdo de micronutrientes em sua dieta.
(Schrama et al., 2011). Peixes em criadouro comem frequentemente uma
quantidade pré-determinada de um uanico tipo de comida. Assim 0s peixes podem
ndo compensar a eventual falta de um nutriente e do conteddo energético o qual
pode levar a perda de peso. Predizer a propor¢cdo alimentar proxima a ingesta
alimentar voluntaria do peixe é essencial para maximizar a taxa de crescimento e
minimizar o desperdicio de comida no ambiente aquatico (Subramanian et al, 2012).

Entender os efeitos da alimentacdo sobre a tilapia e a sua fisiologia
digestiva tem como principal objetivo, melhorar o rendimento aquicola,
especialmente nos paises em desenvolvimento (De Silva et al., 1990). Para esta
avaliacao da fisiologia digestiva sdo usados diversos tipos de marcadores bioldgicos,
entre eles, o cromio (Ajakaiyne et al, 2003).

O cromio € um metal que ocorre naturalmente em baixas
concentracfes (ug.L™ ou pg.kg™) no ar, agua, solo e essencialmente em materiais
bioldgicos. Na forma de Oxido de crédmio (Cr,O3) € insoluvel e estavel (Sasson,
1966), sendo utilizado como marcador bioldgico em estudos de nutricdo e fisiologia
(Kotb and Luckey, 1972).

Harrison et al. (1968) utilizaram o 6xido de crédmio em sua forma
radioativa, >'Cr,0Os, em estudos de nutricdo, como marcador biolégico. A utilizacdo
do is6topo radioativo *'Cr, na forma de *'Cr,O3; com pureza de 99,99%, permite uma
leitura, direta simples, sensivel e precisa do elemento nas amostras do material,
reduzindo o viés associado com a analise quimica, especialmente em estudos de
digestibilidade e recuperacéo completa (Kane et al., 1959; Krawielitzki et al.,1987).
Isotopos radioativos aplicados aos estudos de digestibilidade sugerem diminuicédo de

tempo e trabalho, substituindo a leitura automatica de amostras para 0 ensaio
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quimico do Cr,O3, 0 qual é relativamente lento, e maior precisdo, reduzindo a
guantidade de erro associado com a analise quimica do Cr,O3 (Kane et al., 1959;
Krawielitzki et al.,1987). O tempo necessario para uma determinacdo quimica do
oxido de crémio pelo método de Edin leva em média 1 hora. O tempo necessario
para uma determinacdo de oxido de crémio radioativo é de cerca de 10 minutos. Se
as amostras sdo executados em triplicata ou quadruplicata, é evidente que o método
de Oxido de crémio radioativo poupa tempo, trabalho e produtos quimicos (Kane et
al., 1959; Krawielitzki et al.,1987).

O crébmio VI é considerado um carcinégeno para seres humanos e
ratos, havendo evidencias que este cause danos oxidativos e adutos de DNA
(McCarroll et al.,2010). O >'Cr é um emissor de radiacdo gama e pode levar & ejecédo
de elétrons dos atomos e de ions eletricamente carregados quando estdo situadas
dentro ou préximo de moléculas de DNA (Kane et al., 1959). O *'Cr pode promover
reacfes quimicas que alteram as bases do DNA, podendo causar graves danos ao
material genético, como rearranjos assimétricos com formacéao de fragmentos, néo-
disjuncao e quebra cromossémica (Kirsch-Volders; Fenech, 2001).

Danos no DNA podem ser avaliados utilizando o teste de microndcleo,
pois este teste € potencialmente sensivel em varias espécies (Fenech, 2000), bem
como nos peixes (Al-Sabtl et al., 1994).

Outras anormalidades nucleares nas células também séo indicadoras
de mutagenicidade, tais como células disformes, broken-eggs, picnose, binucleacao
e degeneragdo, sendo que estas anormalidades correspondem a diferentes
processos biologicos (Tolbert et al, 1991). O registro da ocorréncia de
anormalidades nucleares tem sido considerado como uma abordagem confiavel dos
efeitos genotdxicos e citotéxicos em organismos aquaticos (Russo et al., 2004).

Diante do exposto, e sabendo-se que o Oxido de créomio radioativo
pode otimizar a avaliacdo da digestibilidade em peixes e que ndo ha estudos na
literature sobre sua aplicacdo na avaliacdo da digestibilidade de peixes, € importante
que se avalie a possibilidade deste composto ser genotoxico.

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial genotéxico do *'Cr,0s,
um marcador biolégico para estudos de nutricdo e fisiologia, por meio da frequéncia
de anormalidade nucleares em eritrcitos de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus
L.).
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 40 tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus L.), adultas,
do sexo masculino, pesando 672,97 + 10,819, selecionados aleatoriamente de um
grupo original de 300 peixes, 0s quais estavam estocados em 70 aquarios de
plastico de 85L, suprido com sistemas de aeragdo e linha de agua, independentes.
Apés a selecdo, os 40 animais foram separados um por tanque. Os seguintes
parametros de qualidade da agua foram monitorados uma vez ao dia com o kit de
analise de agua HACH FF-02 Fish Farmer's water quality test kit (Hach Company,
Loveland, EUA): temperatura, pH e concentragdes de nitrito, amodnia total e oxigénio
dissolvido.

Os peixes foram aclimatados as condi¢cbes laboratoriais durante 14
dias e alimentados a vontade, com dieta basal contendo 30% de proteina bruta (PB)
e 2.800 Kg™'Kcal de energia digestivel (ED)/kg de racdo (AOAC, 1990; NRC, 1993).
Amido de milho (Amilogill 2100; Cargill Agr. SA, Uberlandia, MG, Brasil) foi
adicionado a dieta (40%) como fonte de carboidratos.

Foi realizada uma pré-mistura de 20g de dieta basal com 0,0074g de
*1Cr,0; (emissdo gama; meia-vida de 27,8 dias) (Anderson, 1981). A 117,59 de dieta
basal foi adicionada a pré-mistura, sendo cuidadosamente homogeneizadas e o
produto final foi denominado de dieta experimental. As dietas basal e experimental
foram incluidas em capsulas gelatinosas de 0,5g. A medida radioativa média de
cada capsula apresentava atividade especifica de 66 uCi (2.442 MBQ) [pureza de
99,99% (Krawielitzki et al.,1987), Instituto de Pesquisa de Energia Nuclear - IPEN,
Séo Paulo, Brasil], e 0,00635g Cr,03 (99,99% pureza; Aldrich Chemical Company,
Inc.), com concentracdo total do marcador de 100 mg.g™ (Krawielitzki et al.,1987). A
atividade especifica de 66 uCi é considerada baixa para rejeito sélido (<50uCi /kg.h)
(Resolucdo CNEN-NE-6.05, novembro de 1985).

Trinta e cinco peixes foram alimentados com duas capsulas da dieta
experimental mais capsulas contendo a dieta basal até saciedade aparente (grupo
experimental). Os peixes do grupo controle (n=5) foram alimentados com capsulas
contendo dieta basal somente. Os peixes foram escolhidos ao acaso, foram

anestesiados com 1,0g de benzocaina a 100mg.L-1 (Merck, EUA), dissolvido em
alcool e apos este procedimento foram sacrificados (Sudagara et al., 2009). Foram
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coletadas separadamente amostras de sangue por puncao intracardiaca, utilizando-
se um tubo vacutainer heparinizado, com capacidade para 10 mL. O primeiro grupo
de peixes foi avaliado no tempo 0, antes do inicio da dieta experimental (Grupo
controle).

Dos peixes do grupo experimental foram coletadas amostras de tecido
renal (TR), tecido hepéatico (TH), do conteudo do trato digestério (CTD) e da agua do
aquario (AQ), além de sangue (Spyridakis et al., 1989), com 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias
de dieta.

Testes Anormalidades Nucleares

Foram feitos dois esfregacos sanguineos por animal das amostras
colhidas de sangue, fixados em metanol absoluto e apds 24 horas, corados com
Giemsa (Dolles, Sdo Paulo, Brasil) a 5% por 30 minutos. Foram analisadas 1000
células por lamina/ animal/dia. A andlise das laminas foi feita de acordo com Fenech
et al. (2003). A frequéncia de micronucleos (MN), células deformadas, broken-eggs,
picnose, células binucleadas e células degeneradas obtidas para cada tempo de
exposicdo foram confrontadas a do grupo controle, comparando as meédias usando
0, teste T para duas amostras independentes (Pimentel-Gomes, 2000). A analise

das laminas foi cega e realizada por um Unico avaliador.

Determinacéo do *'Cr, na forma de *'Cr,0;

A atividade especifica foi determinada em todas as amostras. As
leituras da atividade do °'Cr (contagens por minuto) foram transformados
logaritmicamente [log10 (cpm.g™ ou cpm.mL™ + 10)], montadas em curvas de
regressdo e comparadas atraves dos coeficientes angulares e de linearidade
(Pimentel-Gomes, 2000).

Descarte dos residuos radioativos

Residuos radioativos foram descartados de acordo com normativas do
Conselho Nacional de Energia Nuclear Brasileiro (CNEN-NE-6.05, novembro de
1985), 0 quela segue a regulamentagé&o internacional.
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Aprovacao pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade do Oeste Paulista (CEUA/UNOESTE - Protocolo n°. 551/2010).

RESULTADOS

Durante o periodo de coleta, foram encontrados os seguintes valores
médios dos parametros da qualidade da &gua: temperatura (28,0 + 0,2°C), oxigénio
dissolvido (4,6 + 0,1 mg.L™"), pH (6,6 + 0,1), aménia (0,13 + 0,01 mg.L™) e nitrito
(0,05 mg.L™).

A leitura da atividade especifica do *'Cr nas amostras de sangue, no
tecido renal e hepatico dos animais do grupo experimental, apos transformacao
logaritmica, foram comparadas através de regressdo simples, através dos
coeficientes angular e linear das mesmas e ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa entre os tempos estudados (p>0.05). Quando estas regressdes foram
comparadas com as ajustadas as amostras da agua do aquario e do conteudo do
trato digestorio dos peixes que receberam o marcador biolégico >'Cr,O3; contendo
atividade radioativa, verificou-se que houve um aumento linear significativo ao longo
dos dias (p<0.05) (Figura 1).
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Figura 1. Estimativas da radiacdo, apos transformacdo logaritmica, em funcdo do

tempo (dias) de coleta, para cada amostra do grupo experimental (n=35).

A frequéncia de micronucleos variou consideravelmente de um
individuo para outro (0.03% a 0.47%), sendo que entre individuos no dia 0 (controle)
foi de 0.23 £+ 0.15%, assim como as demais alteracdes celulares: células disformes —
0.31 + 0.56%, broken-eggs 0.29 + 0.35%, picnose 0.29 + 0.25%, binucleac¢&o 0.19 +
0.33% e degeneracao 0.24 + 0.44% (Tabela 1).

A amostragem dos peixes, através da coleta de sangue para a
realizacdo dos testes de micronacleos (MN) e das demais anormalidades celulares
em eritrocitos de peixes foram realizados em sete momentos apds o inicio do
tratamento e houve um aumento significativo das alteracfes (p<0.05) até o sétimo

dia amostrado (Tabela 1).
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Tabela 1. Frequéncia de caracteristicas nucleares (%o) em eritrocitos de tilapias do

Nilo (Oreochromis niloticus L.) expostas 7 dias ao >*Cr,03, como marcador biolégico”

(n=40).
Frequéncia de anormalidades nucleares (por mil)
Exposica
o (dias) MN _Celulas Broken- Picnose Binucleaca DegeNne-
disformes eggs o] racao
# 0.23 + a 029+ 0.29 + 0.19 + 0.24 +
0 0150 0-31#056% 435 0.25° 0.33 0.44°
L 0.38 + 0.31+ 0.33+ 0.30 + 0.24 + 0.25 +
0.27%° 0.42%° 0.37% 0.26% 0.36%" 0.49°
5 0.60 + 0.41+ 0.40 + 0.45 + 0.34 + 0.32+
0.34 0.20%° 0.15" R 0.24%° 0.19°
3 0.78 + 0.50 + 0.41+ 0.47 + 0.51 + 0.44 +
0.43% 0.30 0.30 0.32%¢ 0.29% 0.12°
4 0.90 + 0.52 + 0.47 + 0.55 + 0.57 + 0.55 +
0.11¢ 0.46" 0.25" 0.36" 0.39¢ 0.45"
0.93 + ¢ 048+ 0.57 + 0.57 + 0.57 +
> 0.15¢ 0-95%025" 55k 0.14% 0.32¢ 0.14°
1.01 + ¢ 053+ 0.58 + 0.65 + 0.59 +
6 0.16% 0610427 4 oan 0.20 0.55¢ 0.21°
1.11 + c c ¢ 067+ 0.69 +
7 0pe  0-67+0.55° 0.57+0.33° 0.60 +0.53 0.450 0.57°

"Médias das frequéncias de anormalidades nucleares + desvio padrdo. “grupo controle. Resultados

em coluna com diferentes sobrescritos diferem significativamente (p < 0.05).

DISCUSSAO

As caracteristicas fisicas e quimicas da agua monitorada durante o

periodo experimental ndo apresentaram variacdes significativas entre os tratamentos

e foram consideradas apropriadas para a vida dos peixes e 0 seu desenvolvimento

natural (Boyd, 1990).

O cromo tende a acumular-se no figado, rins, pancreas e bago, em vez

de no sangue, musculos, coracdo e pulmdes (Pechova and Pavlata, 2007), por esta

razdo, este estudo utilizou amostras de figado e tecido renal de peixe para

avaliacéo.

As leituras da atividade do *'Cr das amostras do grupo experimental,

transformada logaritmicamente e ajustado em relacdo ao tempo de exposicao,

utilizando os coeficientes de regressao linear e angulares ajustados, ndo mostrou
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aumento significativo, indicando que o >*Cr sob a forma de *Cr,03 ndo foi absorvida.
Estes dados confirmam os resultados obtidos por Utley et al. (1970), que utilizando
oxido de crémio radioativo administrado por via oral para bovinos, ndo detectou
tracos de radiacdo no sangue ou na urina das novilhas.

As amostras de agua do aquario e os conteudos do trato digestorio,
através das regressdes angulares e lineares ajustadas, tiveram um aumento
significativo durante a exposicdo em relacdo a amostra do primeiro dia, indicando
que o marcador até ao sétimo dia aumentou a sua concentracao no trato digestorio
dos peixes e a sua excre¢cdo aumentou a concentragdo de crémio radioativo na agua
do aquario.

Como emissor de radiacdo gama ionizante, o °!Cr torna-se um
potencial agente genotdxico. A espécie de peixe Oreochromis niloticus L., tilapia do
Nilo, se presta adequadamente ao biomonitoramento, pois responde de maneira
completamente diferente a cada agente genotoéxico, variando a frequéncia das taxas
de micronucleos. Esta frequéncia variada provavelmente esteja relacionada com a
farmacocinética do agente usado e a velocidade do ciclo hematopoiético (AL-SABTI;
METCALFE, 1995). Neste estudo, a frequéncia de micronucleos e demais
anormalidades nucleares variaram consideravelmente de um individuo para outro no
mesmo tempo de sacrificio, apesar de serem da mesma desova e do mesmo sexo.
Estas diferencas dependem ndo somente da alimentacdo e a idade, mais também
de fatores genéticos e ambientais (Pastor et al., 2002).

O teste do micronucleo e das demais anormalidades nucleares nos
eritrocitos das tilapias do Nilo foram realizados em sete tempos durante a exposicéo,
tornando assim possivel acompanhar mudanca nas frequéncias das alteracdes,
conforme preconizado por Titenko et al. (1994).

Estudos sobre as taxas de micronucleos induzidas por diferentes
agentes quimicos mutagénicos em varias espécies de peixes demonstraram que
estes geralmente apresentam pico entre o primeiro e o quinto dia ap6s o inicio da
exposicao (Grisolia and Cordeiro, 2000), porém neste estudo houve um aumento
significativo até o sétimo dia amostrado. Isto pode ter ocorrido, pois no presente
estudo utilizou-se um agente fisico radioativo.

As alteracdes nucleares geralmente sédo formadas devido a exposicéo
a substancias clastogénicas e/ou aneugénicas e a taxa destas alteracbes pode

depender da espécie, do gendtipo, dos mecanismos de reparo do DNA, da
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segregacao cromossomal deficiente, do estado imune, do sexo e da idade do
individuo (Zuniga-Gonzales, 2001).

Os resultados das analises citoldgicas, nos diferentes tipos de
anormalidades nucleares, a medida que os peixes foram sendo expostos a radiacéo
gama proveniente do *'Cr,Os3, indicaram que este é indutor de alteracdes que podem
ter ocorrido durante a formacdo das células avaliadas. Ainda, as alteracfes
morfologicas nucleares podem ser devidas as células que se duplicaram, mas nao
completaram a citocinese, ou amplificacdo génica que sera eliminada através de
brotamentos ou divisdo mitética incompleta (Fenech and Neville, 1992; AL-SABTI;
METCALFE, 1995). A presenca de eritrocitos bilobulados (em divisdo mitética) no
sangue periférico pode estar associada com aumento provisorio da capacidade de
transporte de oxigénio, ou ainda com uma forma de senescéncia celular (Houston
and Murad, 1995).

Embora n&o tenha ocorrido absor¢édo do 6xido de crémio radioativo, as
alteracdes nucleares e a frequéncia de micronucleos aumentaram significativamente
até o final do experimento. Isto pode ter ocorrido devido ao acumulo de material
radioativo disperso na agua ou saturacdo do trato digestério pelo *'Cr, na forma de
oxido de crémio.

Estudos mostram que minhocas sobrevivem em solo contaminado com
elevados niveis de matais radioativos, como o arsénio, cadmio, chumbo e cromio,
embora uma certa quantidade de radionuclideos fique acumulada em seus corpos
(Mrdakovic et al., 2012). Assim a hipétese de saturacdo do trato digestério € a mais
plausivel para explicar o efeito genotoxico do oOxido de crédmio radioativo, pois
embora ndo tenha sido absorvido, a presenca deste no trato digestério mantém a

emissao da radiacédo dentro do organismo.

CONCLUSAO

O o6xido de crémio radioativo demonstrou ndo ser absorvido pelo trato
digestério, porém o teste do microndcleo e a frequéncia de anormalidades nucleares
demonstraram que houve efeito genotoxico significante sobre os eritrocitos de
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus L.), expostos & concentracéo de 66 pCi.g™ de

*1Cr, na forma de !Cr,03, para os sete tempos amostrais.
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