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RESUMO

A poluicdo do meio ambiente por metais pesados apresenta um problema grave
devido a sua alta toxicidade e a capacidade de bioacumulagdo. Tendo em vista o vasto uso
do sulfato de cobre em algumas industrias e nas lavouras do Rio Grande do Sul, ¢ a
importancia de se avaliar possiveis danos causados nos seres vivos, o objetivo deste
trabalho foi determinar o potencial toxico do sulfato de cobre em Planaria e verificar a
utilidade deste organismo para biomonitoramento ambiental.

O sulfato de cobre induziu dano dose-dependente no DNA apds exposicdo aguda e
cronica, sendo que o efeito observado ¢ a primeira evidéncia da genotoxicidade do cobre
detectada com o Teste Cometa. A interferéncia dos ions de cobre com o processo de reparo
do dano no DNA induzido pelo MMS sugere que o cobre poderia modular os efeitos
genotoxicos associados com a exposi¢do as misturas complexas no meio ambiente.
Monitoramento da cinética do reparo no DNA em planarias mostrou reparo mais lento in
vivo em comparacao aos dados obtidos em cultura de células, acentuando a importancia dos
testes in vivo na avaliagdo do risco associado com a exposicao adversa.

O contetdo da proteina hsp60 em planaria Dugesia schubarti ndo foi alterado em
resultado da exposi¢do ao cobre, mostrando que ndo ¢ um parametro adequado para
avaliagdo da contaminacdo quimica. Animais ndo tratados apresentaram quantidades
detectaveis de proteina hsp60, revelando um alto nivel basal de expressao desta proteina
que poderia mascarar possivel inducdo em resultado da exposi¢ao quimica. Contudo,

inducgdo da hsp60 foi observada apos choque térmico.



A atividade da catalase em plandria foi significativamente induzida apos exposi¢ao
as baixas concentragdes de sulfato de cobre, mostrando-se um indicador sensivel para
exposicao aguda ao cobre e sugerindo possivel uso deste ensaio em estudos com outros
agentes oxidantes. A atividade relativamente alta da catalase, detectada nas planarias nao
tratadas, provavelmente estd relacionada com o alto nivel de oxigénio dissolvido no seu
habitat.

A exposigao das planarias ao mutagénico conhecido MMS, in vivo, induziu quebras
no DNA, de maneira dose-dependente, em concentra¢des similares com as da referéncia em
células de mamiferos, comprovando a sensibilidade do sistema utilizado. A planaria se
mostrou também um organismo bastante apropriado para a deteccdo de danos no DNA
utilizando-se o Teste Cometa, sugerindo que poderia ser util para o monitoromento de
efeitos genotoxicos induzidos por agentes quimicos no ambiente aquatico.

Os resultados apresentados neste estudo revelam o potencial toxico e genotoxico do
sulfato de cobre em planarias e também sugerem que este organismo-teste pode ser
considerado um sistema valioso para avaliagdo da contaminagdo quimica em estudos

ambientais.
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ABSTRACT

The environmental pollution by heavy metals is a serious problem due to its high
toxicity and capacity of bioaccumulation. Having in mind that the copper sulphate is widely
used in some industries and as agrochemical in grape-growing areas for control of mildew
and other fungal diseases in the State of Rio Grande do Sul, as well as the importance of
evaluation the possible harmful effects to human health, the aim of this study was to
determine the toxic potential of copper sulphate in Planarian and the usefulness of this
organism for environmental biomonitoring.

The copper sulphate induced dose-dependent damage to DNA as a result of acute
and chronic exposure. This observation is the first evidence for copper genotoxicity
detected with the Comet Assay. The inhibition effect of copper ions on repair of MMS-
induced DNA damage suggests that copper could modulate the genotoxic effects associated
with complex mixture exposure in the environment. The results of repair kinetic studies in
Planarian in vivo were in agreement with previous data that showed reduced repair capacity
of differentiated or non-dividing cells and reinforce the importance of in vivo studies in risk
assessment.

No difference in the hsp60 expression between copper exposed and control animals
was found, suggesting that hsp60 content in D. schubarti cannot be considered as a
valuable biomarker of copper exposure. Untreated animals showed detectable quantity of
hsp60, which can mask the response to chemical exposure; however, induction of hsp60

was observed after heat shock treatment.
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Catalase activity in D. schubarti was a very sensitive indicator for acute copper
exposure. This high sensitivity suggests the possible use of catalase as a biomarker of toxic
exposure to heavy metals in planarians. The high catalase activity in untreated animals of
Planarian D. schubarti can be explained with the high levels of dissolved oxygen in the
inhabiting cold stream water.

The exposure of planarians to well known mutagen MMS induced DNA-breaks in
dose-dependent manner at concentrations similar of these used in mammalian cell-culture
studies, confirming the sensitivity of the test-system. Our results demonstrated that
planarians are suitable organisms for detection of DNA damage by Comet assay and can be
used for monitoring of chemical exposure in aquatic ecosystems.

The present results showed the toxic and genotoxic effects of copper sulphate and
suggest the usefulness of planarians as a test-system for evaluating the adverse exposure in

environmental studies.
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Introducao 1

I-INTRODUCAO

1. Metais Pesados e o Risco a Satide Humana

A poluicdo do meio ambiente por metais pesados apresenta um problema grave
devido a sua alta toxicidade e a capacidade de bioacumulagdo. O ambiente aquatico merece
atencao especial em relacdo a possiveis efeitos da contaminacao por metais pesados sobre
0s organismos aquaticos € o risco potencial para a saude humana associado com o uso
destas aguas. Estudos recentes mostraram que metais como ferro, cobre, cromo e vanadio
sdo capazes de catalisar o inicio de ciclo redox dentro da célula (pela reagao de Fenton),
gerando Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) ou radicais livres, enquanto cadmio,
mercurio, niquel e chumbo, reduzem o nivel da glutationa e dos grupamentos -SH
protéicos. Como conseqiiéncia disto ocorrem peroxidagdo lipidica, danos no DNA e
alteragdes na homeostase do calcio e dos grupamentos sulfidrila (Stohs e Bagchi, 1995;
Britton, 1996; Halliwell e Guteridge, 1999). Os macréfagos sdo outras fontes importantes
de ERO em resposta aos metais pesados (Stohs e Bagchi, 1995). Existem dados, também,
que ions dos metais podem elevar a produg¢do do Fator de Necrose Tumoral a (TNF a) e
ativar a proteina quinase C, assim como induzir a producdo de proteinas de estresse e
apoptose (revisado por Stohs e Bagchi, 1995; Ma et al., 1998). Desta maneira, alguns dos
mecanismos associados com a toxicidade dos metais sdo similares aos efeitos produzidos
por muitos dos xenobioticos organicos (Fig. 1). As diferencas especificas na toxicidade dos
ions de metais podem estar relacionadas com as diferencas de solubilidade, absorc¢do,
transporte, reatividade quimica e formagdo de compostos complexos dentro do organismo

(Stohs e Bagchi, 1995; Mason e Jenkins, 1996).
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Figura 1.Esquema das interagdes que envolvem ERO, causando

dano aos tecidos (adaptado de Stohs e Bagchi, 1995).
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A genotoxicidade causada por ions de metais pesados ¢ decorrente de dois
mecanismos predominantes: geracdo de danos oxidativos, direto ou via ERO, e
interferéncia com o reparo e replicagdo do DNA (Hartwig, 1995; Porter et al., 1997; Reid et
al., 1994; Ueda et al., 1998; Kasprzak et al, 1999). Estas lesdes sdo continuamente
reparadas pelas células, porém, algumas permanecem ou sdo incorretamente reparadas, e ha
evidéncias de que o acumulo de danos oxidativos ao DNA possa ser a principal causa de
doengas como artrite reumatodide, esclerose amiolateral, doencas neuro-degenerativas
(como a doenga de Alzheimer e o mal de Parkinson), problemas cardiacos e cancer, além
de participar no processo de envelhecimento. A maioria dos metais carcinogénicos provoca
aumento dos efeitos citotoxico e mutagénico em sistemas bacterianos e em células de
mamiferos em combinagdo com diferentes tipos de agentes que danificam o DNA (Snow,
1992; Rossman, 1995). No caso de As(III), Ni(Il), Cd(II), Co(II) e Pb(Il) estes efeitos sdo
diretamente relacionados ao interagdo com o processo de reparo no DNA (revisado por

Hartwig, 1995; Kasprzak et al., 1999).
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2. Radicais Livres e Sistemas Bioldgicos

Os radicais livres sdo conceitualmente denominados como atomos ou moléculas
com um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital mais externo, sendo assim
extremamente reativos e capazes de se difundir pelo sistema (Halliwell e Gutteridge, 1999).
O termo ERO — espécies reativas do oxigénio — abrange coletivamente os radicais de
oxigénio (O,", radical superoxido; OH’, radical hidroxil; RO,’, radical peroxil; RO,
radical alcoxil) e os derivados nao radicais potencialmente oxidantes (H,O,, perdxido de
hidrogénio; ozoénio; HOCI; oxigénio singlet) (Boveris, 1998). As ERO sdo produzidas
normalmente nos seres vivos como conseqiiéncia de diversos processos metabdlicos que
envolvem reagdes de transferéncia de elétrons. Elas também podem ser geradas através da
autoxidagdo de pequenas moléculas tais como hidroquinonas, leucoflavinas, catecolaminas,
influenciada pela presenca de ions de metais de transicao, levando a produgdo de anion
superoxido.

As ERO, uma vez formadas, sdo capazes de reagir com quase todas as
biomoléculas, através de oxidoredugdo, causando modificagdes, inativacdo de enzimas,
agregacdo ou fragmentacdo de proteinas, danos a molécula de DNA e em lipidios de
membrana (Fridovich, 1998). A peroxidagdo dos lipideos da membrana inicia-se com a
subtragdo de ions de hidrogénio do grupo metileno dos fosfolipidios, com posterior
producao de dienos conjugados, hidroperéxidos e formacao de outras espécies reativas mais
deletérias a célula, como o radical alcoxil e peroxil. A lesdo na membrana altera a sua
fluidez, aumenta a sua permeabilidade, alterando as trocas idnicas e acarretando o influxo
excessivo de calcio. Isso leva a ativacao das enzimas autoliticas, provocando protedlise e

morte celular. A cisdo do anel da deoxiribose dos acidos nucléicos pelos radicais livres
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promove mutagdes e inibicdo da sintese protéica.

Os radicais livres podem promover diversas alteragdes na estrutura das proteinas
através de modificagdes em seus aminodcidos ou promovendo alteragdes conformacionais,
na atividade enzimdtica, ¢ mesmo a quebra de ligagdes peptidicas. A oxidacdo de
lipoproteinas plasmaticas de baixa densidade (LDL) por radicais livres ¢ um fendmeno

importante na etiologia da arteriosclerose.

2.1. Radical Superéxido (0;,")

O radical superoxido ¢ o mais comum e abundante na célula, que pode ser gerado
em eventos de transporte de elétrons nas mitocondrias, cloroplastos e microssomos do
reticulo endoplasmatico ou por autoxidacao do oxigénio molecular (Boveris, 1998). Além
destes, o radical superéxido pode ser formado por algumas células especializadas na
produc¢do de ERO como, por exemplo, os macrofagos que produzem O, e perdxido de

hidrogénio (H,O,) para defesa bactericida (Henriques et al., 2001).

2.2. Peroxido de Hidrogénio (H,0,)

A membrana da mitocdndria, considerada a maior fonte de O, ", é impermeavel ao
mesmo (Boveris, 1998). Porém, o O, ¢é dismutado pela enzima superoxido dismutase
(SOD) para H,0O, que por ser uma molécula neutra atravessa membranas com relativa
facilidade. Perdxido de hidrogénio também ¢ formado por fagdcitos e apesar de ndo ser um
radical ¢ um intermediario reativo do oxigénio que se torna perigoso pelo seu alcance. Por
nao reagir imediatamente, o H,O, pode migrar pela célula e atingir alvos distantes do local

de sua formagao.
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2.3. Radical Hidroxila (OH")

Na presenca de ions de ferro e cobre na forma reduzida o H,O, pode originar um
dos intermediarios mais reativos do oxigénio, o radical hidroxila através da reacdao de
Fenton (Halliwell e Gutteridge, 1999, ver Fig. 2). O radical OH" tem uma meia vida
curtissima e sua difus@o ¢ limitada pela sua velocidade de reacdo (Czapski, 1984). Por isto,
a melhor defesa que a célula tem contra este radical € preventiva: evitar que seja gerado. Na
auséncia da catalise pelos ions metélicos, a reacdo de Fenton ocorreria de forma muito
lenta, caso realmente acontecesse (Gralla ¢ Kosman, 1992). Por esta razao, a célula mantém
um rigido controle da homeostase metélica. O transporte de metais ¢ altamente regulado
(Eide, 1998) e os ions de metais de transicdo sdo mantidos em sua valéncia mais alta ou
estdo de alguma forma complexados a proteinas e enzimas onde sdo armazenados ou fazem

parte funcional das mesmas.

2.4. Danos oxidativos ao DNA

Os radicais livres produzem uma série de lesdes ao DNA, danificando bases,
deoxiriboses, causando quebras simples de cadeia, criando sitios apurinicos e apirimidicos
(sitios AP) e ligacdes cruzadas entre DNA e proteinas por uma série de mecanismos
(revisado por Dizdaroglu, 1993). Sabe-se que nem o radical superoxido nem o peroxido de
hidrogénio atacam o DNA diretamente. O radical superoxido, por sua natureza bioquimica,
seria antes um redutor que um oxidante, enquanto que o peroxido de hirogénio, que ndo ¢
um radical, é oxidante forte ¢ eficiente do ponto de vista cinético. De fato, o nivel de O,
correlaciona-se com o estresse oxidativo, o que pode ser explicado pelas reacdes de Haber-
Weiss/Fenton (Fig. 2). Dentre as ERO que lesionam o DNA diretamente estdo radical

hidroxila (OH") e o oxigénio singlet (Fridovich, 1998, Cadet et al., 1999).
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Reacido de Haber-Weiss
(Fe'/Cu®) + 0,7 = (F/Cu) + 0O,

metal oxidado metal reduzido

Reacao de Fenton

(Fe*'/Cu")y + H,0, = (F¥'/Cu®™) + OH" + OH

metal reduzido metal oxidado

Somando as reacoes acima, temos a de Haber-Weiss/Fenton

catalisador
0,”” + H,0, — O, + OH" + OH
metalico
Superoxido Dismutase —SOD Catalase— CAT
0, + HO0 = HO, 2H, 0, = 2H,0 + O,

Figura 2. Representa¢do da formacgdo do radical OH ° pelas reagdes de Haber-
Weiss/Fenton e a detoxificagio de O, e o H,O, pelas enzimas

superoxido dismutase e catalase (adaptado de Henriques et al., 2001).
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O radical OH" reage com todas as quatro bases do DNA, produzindo principalmente
bases modificadas, além de causar quebras de cadeias do DNA e sitios AP (Cadet et al.,
1999). Do ataque a pirimidinas podem resultar os glicois da timina ou citosina, entre outros
(Fig. 3a). O ataque as purinas provoca a formacdo de 8-hidroxipurinas, formamido-
pirimidinas e outros (revisado por Cadet et al., 1997, ver Fig. 3b). Porém, uma das mais
importantes modificacdes de base geradas por radicais hidroxila e oxigénio singlet, ¢ a 8-
hidroxiguanina (8-OHG), que ¢ uma guanina com substituicao do hidrogénio do C8 por um
grupo —OH (Dizdaroglu 1991, Fig. 3c). A 8-OHG emparelha com a adenina ao invés da
citosina e causa a transversdo de G-C para T-A, apds um ciclo de replicagio do DNA
(Brozmanova et al., 2001).

As riboses também sdo alvo do radical hidroxila, formando radicais que em reacdes
subseqiientes podem levar a quebras simples de cadeia, deixando sitios AP e sitios alcali-

labeis (Dizdaroglu, 1993; Halliwell e Gutteridge, 1999).
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Figura 3. Danos oxidativos as bases do DNA: (a) formagao de timina glicol pelo
ataque do radical hidroxila a timina; (b) abertura do anel imidazdlico e
(c) formagdao de 8-hidroxiguanina, apds ataque de radicais livres a

guanina (adaptado de Friedberg et al., 1995).
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3. Defesas antioxidantes

A produgdo constante de ERO durante o metabolismo basal das células aerdbicas
normais tem sido acompanhada pela continua inativacdo destas formas reativas pelos
sistemas antioxidantes, que conseguem manter as concentragdes de ERO em niveis
compativeis com as fungdes celulares. A producdo excessiva de ERO ou a diminuic¢ao das
defesas antioxidantes provoca um desequilibrio no estado redox celular conhecido como
estresse oxidativo. Os radicais livres podem ser provenientes da reoxigenacdo de tecidos
isquémicos, dos processos inflamatdrios agudos e cronicos, da radiagdo ionizante, da lesdo
causada por substincias quimicas e da reacdo com metais. Segundo Sies (1993, 1997), as
defesas antioxidantes que protegem os sistemas bioldgicos de danos provocados por ERO,

compreendem trés etapas:

(a) prevencdo: protecdo contra a formacdo de ERO (sistemas de homeostase

metalica na preven¢ao do estresse oxidativo);

(b) intercepgdo: através de sistemas antioxidantes enzimaticos ou ndo enzimaticos,

interceptando as ERO e impedindo a continuacgdo das reagdes em cadeia;
(c) reparo: uma vez ocorrido algum dano, existem sistemas capazes de repara-lo.

Os antioxidantes podem ser definidos como “qualquer substincia que, quando
presente em baixa concentracdo com relagdo a de um substrato oxidavel retarda,
significativamente, ou previne a oxidacdo deste substrato” (Halliwell e Gutteridge, 1999).
Podem ser divididos em antioxidantes naturais, normalmente presentes no organismo e
compostos sintéticos com atividade antioxidante. De acordo com seu mecanismo de agdo os

antioxidantes podem ser divididos em: (1) enzimas antioxidantes; (2) antioxidantes
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preventivos; (3) antioxidantes seqiiestradores e estabilizadores (Maxwell, 1995, ver Fig. 4).

Metais de
transicao

RN

elétron
nao pareado

®
N

Radi(_:al livre

Reduzido

Intacto

geracio de radicais livres

: Antioxidantes
‘ preventivos

Enzimas

" hntioxidantes

Antioxidantes
sacrificiais

Antixid ante

Radicais
relativamente
nao reativos

Oxidado

Figura 4. Mecanismos de a¢do dos antioxidantes (adaptado de Maxwell, 1995).
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Como os metais essenciais em elevados niveis tornam-se toxicos, as células
possuem sistemas interligados que controlam a homeostase metélica ou a detoxificacdo de
ions e as defesas contra ERO. No plasma humano, a maior defesa preventiva contra
oxidacdes parece ser o aprisionamento de ions metdlicos que participam de reacdes
formadoras de radicais como os ions de ferro e cobre. Ceruloplasmina, transferrina-
lactoferrina, albumina, haptoglobina-hemoperoxima, provavelmente atuam como
antioxidantes preventivos que seqiiestram estes metais (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Entre as principais enzimas antioxidantes destacam-se a superoxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX), as quais catalisam a redu¢do dos
oxidantes primariamente no meio intracelular (Maxwell, 1995). As SOD sdo metalo-
enzimas abundantes em células aerdbicas, € que agem sobre o radical O, , dismutando-o a
H,0, . Em células eucarioticas, existem varias isoenzimas do tipo SOD, geralmente
responsaveis por compartimentos celulares distintos, podendo conter cobre, zinco, ferro ou
manganés em seus sitios ativos (Fridovich, 1998). A catalase ¢ uma ferro-hemoenzima,
presente nos peroxissomas, onde existem muitas moléculas geradoras de perdxido de
hidrogénio. Ela ¢ responsavel pela conversao do H,O, a H,O e O, e ajuda a regular a
geragdo de H,O, pela acdo de oxidases presentes nestas organelas (Aruoma, 1997). Na
mitocondria de mamiferos, a glutationa peroxidase ¢ a principal defesa contra o H,O,, j&
que de maneira geral, estas organelas nao possuem CAT (Fernandez-Checa, 1998). Ela ¢
uma seleno-enzima, cuja acdo ¢ baseada na oxidagdo da glutationa (GSH) ao dissulfeto

correspondente (GSSG) (Fridovich, 1998).



Introducao 13

Os antioxidantes ndo-enzimaticos sdo moléculas que podem interceptar as ERO,
atuando num processo de desativacdo do poder lesivo que as ERO provocam nas
biomoléculas. Existem trés mecanismos basicos da atividade antioxidante ndo-enzimatica —
seqiiestradora, estabilizadora e quelante de metais (Maxwell, 1995). Os antioxidantes do
tipo seqiiestradores de radicais ou de quebra de reacdo em cadeia (“scavengers” ou “chain-
breaking”) reagem preferencialmente com ERO antes que elas possam lesar as
biomoléculas (Maxwell, 1995). A abstragdo de elétrons pelos radicais, normalmente forma
outro radical que, teoricamente, poderd causar reacdes em cadeia. Os antioxidantes de
quebra de reacdo em cadeia sdo oxidados a produtos que apresentam uma reatividade
insuficiente para propagar a reacdo em cadeia estabelecida pelos radicais, que desta forma ¢

interrompida (Maxwell, 1995, ver Fig. 4).
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4. O cobre

O cobre tem sido reconhecido como elemento traco essencial para os organismos
vivos desde a metade da década de 1930 (Linder, 2001). As necessidades diarias para o
homem s3o de 2 a 3 mg (Linder, 2001). Existem evidéncias que dietas pobres em cobre
levam a alteracdes na pressdo arterial e no metabolismo do colesterol e glicose, podendo
causar osteoporose e isquemia cardiaca (Klevay, 1998). As principais fontes de cobre sdo
frutos do mar, cereais integrais, trigo mourisco, figado, feijoes e frutas secas. Também pode
provir da 4gua bebida, panelas e fungicidas. A sua concentragdo no habitat aquatico ¢
baixa, portanto, a sua acumulagdo em células vivas exige transporte ativo. O ion Cu*t &
toxico, mesmo em concentracdes baixas, razdo pela qual o transporte dentro dos
organismos ¢ efetuado somente na forma de complexo, normalmente com proteinas
(Malsrom e Leckner, 1998; Huffman e Halloran, 2001). A ceruloplasmina, por exemplo,
transporta cerca de 90% do cobre plasmatico (Halliwell e Gutteridge, 1999). A albumina,
apesar da sua baixa capacidade de ligar cobre, pode limitar a formacdo de ERO catalisada
por residuos ativos de cobre e contribui para a atividade de quebra de cadeia por ser o
maior componente do plasma em grupamentos tidis (Maxwell, 1995).

As fungdes biologicas do cobre estdo intimamente relacionadas com as suas
propriedades de metal de transicdo. Os metais de transi¢do podem ser classificados como
radicais livres, por possuirem elétrons desemparelhados no seu ultimo orbital, e exercem
papel principal na biologia por existirem em multiplos estados de oxidacdo in vivo
(Harrison et al., 2000). O cobre ¢ um dos metais de transicdo mais predominantes na célula,
superado somente pelo ferro. Em condigdes fisiologicas ele existe na forma de ion cuprico -

Cu(I) e cuproso - Cu(l).
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Nas células, o cobre ¢ utilizado como elemento estrutural de proteinas reguladoras,
e sua quimica ¢ utilizada em reagdes de transferéncia de um elétron. A importancia do
cobre como co-fator de varias enzimas ¢ bem estabelecida (Linder, 2001), incluindo
citocromo c¢ oxidase (a enzima terminal na cadeia respiratoria), Cu/Zn superoxido
dismutase e ceruloplasmina (que eliminam o radical O, e outros radicais potencialmente
toxicos), assim como a tirosinase (atuando na sintese da melanina), dopamina-
monoxigenase (necessaria para a sintese da catecolamina), e peptidil-glicina monoxigenase
(atuando na modificagcdo dos hormonios neuropeptidicos).

Contudo, as propriedades do cobre que o fazem elemento essencial para os sistemas
biologicos, também contribuem para a sua toxicidade quando em excesso (Harrison ef al.,
2000). O ciclo redox que ocorre entre Cu(Il) e Cu(I) pode catalisar a producao do radical
hidroxila que ¢ altamente toxico para a célula (Malsrém e Leckner, 1998). Em presenga de
redutores celulares disponiveis, o ferro e o cobre ligados com moléculas de baixo peso
molecular podem atuar como catalisadores na formagao de radicais livres comprometendo
0s processos fisiologicos e a integridade das células (revizado por Britton, 1996). As
reagoes em cadeia de um radical com um nao radical levam a formacao de outros radicais
diferentes (Tabela 1). Esta cadeia de reagdes se amplifica e inimeras moléculas podem ser

oxidadas no processo (Fridovich, 1998). Isto ocorre com proteinas, carboidratos, acidos
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nucléicos e principalmente com lipideos polinsaturados, abundantes nas membranas
celulares (Britton, 1996).

Alguns complexos do Cu(Il) reagem com redutores celulares (acido ascoérbico,
glutationa, acetilcisteina, etc.) gerando radical hidroxila em condi¢des aerdbias, causando
quebras no DNA (Ueda et al., 1998). Hiraku et al. (1995) mostraram que na presenca de
cobre alguns metabdlitos do triptofano produzem ERO em células de cultura, causando
quebras de fita simples e dupla no DNA. Misturas de Cu(Il) e H,O, em pH 7.4 provocaram
dano maior as bases do DNA que o dano causado por misturas de Fe(Ill)/H,0,, sendo que
os produtos da reagdo sdo tipicos resultantes do ataque dos radicais hidroxila sobre as bases
de DNA, tais como glicois da citosina e timina, 8-hidroxiadenina e especialmente 8-
hidroxiguanina (Aruoma et al., 1991). A formag¢ao de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina em DNA
de esperma de salmao e quebras de fita simples e dupla em plasmideo pBluescript K+ sdo
detectadas como resultado de reacdes do tipo Fenton apds exposicdo ao perdxido de
hidrogénio e cobre (II) (Lloid et al., 1998). Dano oxidativo as bases do DNA resultando em
indugdo de apoptose foi observado em cultura de células humanas apo6s tratamento com
nitriloacetato de cobre (Ma et al., 1998). Existem também evidéncias de relacdo entre a
exposicdo ao cobre e o desenvolvimento de cancer (Overvad et al., 1993; Anderson et al.,

1994).
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Tabela 1. Papel dos metais de transi¢do na conversdo das espécies menos reativas as

espécies mais reativas.*

Espécies mais reativas

Agente inicial produzidas na presenca enltf/l(ﬁtvz;:io Comentario
de ions metalicos
H,0, (20;7) OH’ (e provavelmente Fe/Cu Conversdo Fe/Cu-dependente
espécies reativas 0xo- do H,0O, a OH’ e outras
metal) espécies oxidantes (e.g. ferril)
HOCI OH’ Fe Fe(Il) reage com HOCI para
formar CI” e OH’
Peroxidos lipidicos | Radicais peroxil, Fe/Cu
alcoxil, aldeidos
citotoxicos
Tiodis (R-SH) 0,",H,0,, RS’, OH’ Fe/Cu | Oxidagao de tiois, como GSH

gera radicais tiil e radicais de
oxigeénio

NAD(P)H NAD(P)", O,", OH’ Fe,especial- | Os radicais NAD(P)' reduzem
mente Cu |0, a O,

Acido ascorbico OH’, possivelmente Fe,especial- | Oxidagao do ascorbato gera
0, radical semi- mente Cu | espécies citotoxicas
dehidroascorbato

Aloxano, OH’", O, ,outros Fe, Cu, Mn, | Maioria das “autoxidagdes”

adrenalina, DOPA, |radicais centrados no | outros depende da presenga de tragos

dopamina, carbono ou radicais metais de ions dos metais de transi¢dao
dihidroxifumarato, |derivados de toxinas

tetrahidrofolatos, 6-

hidroxidopamina,

outros compostos

“autoxidaveis”

Peroxinitrito NO," Fe/Cu Metais de transi¢ao e algumas

(ONOO) metaloproteinas (incluindo

CuZnSOD) aceleram nitratagao
dos compostos aromaticos
adicionando ONOO",
possivelmente facilitando a sua
decomposi¢do a espécies como
NO,", fon nitronio

* Adaptado de Halliwel ¢ Gutteridge, 1999.
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Alteracdes no metabolismo do cobre estdo relacionadas com processos de
inflamacao, arteriosclerose, anemia, desenvolvimento de cancer, e também com as doencgas
genéticas como Sindrome de Menke (deficiéncia de cobre) e Doenca de Wilson (acimulo
de cobre) (revisado por Linder e Hazegh-Azam, 1996; Strausak et al., 2001). Apesar dos
fenotipos clinicos distintos destas doengas, ambas sdo causadas por defeito em proteinas
ATPase do tipo P, membros da familia das transportadoras de cations (Harris, 2000). O alto
grau de conservagdo destas proteinas na escala evolutiva em bactérias, leveduras, plantas e
mamiferos revela o papel fundamental desta estrutura, essencial para a excre¢do do cobre
em todas as formas vivas (Harris e Gitlin, 1996).

A Doenga de Wilson ¢ causada pela auséncia ou mau funcionamento de uma
ATPase expressa no aparelho de Golgi dos hepatdcitos, que transporta o cobre para ser
incorporado a ceruloplasmina ou para excre¢do via duto biliar (Fig. 5). Em condi¢des
fisiologicas, a excre¢do biliar representa o Unico mecanismo de eliminagdo do cobre.
Assim, nos individuos afetados, ocorre acumulacdo progressiva do cobre no figado
(Loudianos e Gitlin, 2000). Quando a capacidade de estocamento hepatico for excedida,
ocorre morte celular com liberacdo do cobre no plasma e hemdlise. Em ratos da linhagem
Long-Evans Cinnamon (com defeito no gene homologo da ATPase do Wilson) o aciimulo
persistente de cobre apds necrose toxica dos tubulos ¢ a principal causa da ocorréncia
espontanea de cancer renal (Kitaura et al., 1999).

O defeito no transporte do cobre na Sindrome de Menke resulta em severa
deficiéncia de cobre nos tecidos. Os pacientes com esta doenca apresentam uma série de
problemas, incluindo defeitos esqueléticos, aneurismas e degeneracdo do sistema nervoso.
A deficiéncia de cobre também pode levar a dano oxidativo, diminuindo os niveis da

ceruloplasmina e a atividade da CuZnSOD (Halliwell e Gutteridge, 1999).
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Hepatocyte

1 Producio de proteina com defeito
2 Defeito no processamento

3 Defeito no transporte

4 Defeito no trafico intracelular

5 Defeito na interacdo com chaperonas

Figura 5. Mecanismos de patogénese celular em Doenca de Wilson. O modelo
mostra os multiplos mecanismos moleculares que podem levar a
distarbios em homeostase do cobre em hepatocitos expressando
mutacoes em ATPase da Doenca de Wilson (adaptado de Strausak et al.,

2001).

Existem evidéncias que ions do cobre exercem papel importante na biologia das
doengas causadas por prion. A forma normal do prion (PrP) contém cobre, enquanto a
forma patogénica desta proteina (PrP®) ndo contém cobre. Acredita-se que a forma normal
¢ uma glicoproteina Cu-dependente de superficie, com configuracdo predominante de a-
hélice (revisado por Sorenson, 2001). A fun¢do sugerida para esta proteina em condi¢des
fisiologicas ¢ internalizagdo do cobre presente no meio extracelular. A proteina anormal

(que ndo contém cobre) possui estrutura B-pregueada e ¢ apontada como responsavel por
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uma série de doencas neuro-degenerativas, conhecidas como “doengas induzidas por
prion”. Entretanto, a etiologia destas doengas, assim como o papel da proteina Prp*
permanecem desconhecidos (Sorenson, 2001).

Em organismos aquaticos, os efeitos toxicos do cobre provocam alteragdes no
crescimento e reproducdo, assim como disturbios em véarios processos fisiologicos (Sanders
et al., 1991). O cobre mostrou efeito imunomodulador em mexilhdo Mytilus edulis, o que
pode levar a maior suscetibilidade a outros poluentes do meio ambiente (Pipe ef al., 1999).
Exposi¢@o ao cobre em marisco Adamussium colbecki resulta na redugdo da estabilidade da
membrana plasmatica e alteracdes morfologicas graves, como perda de lisossomas.
Também foram detectadas deple¢do da glutationa e atividade reduzida das enzimas catalase
e glutationa-S-transferase (Regoli ef al., 1998). Em resposta de exposi¢do ao cobre em
molusco Tapes philippinarum, foram observados desestabilizacdo dos lisossomas, reducao
na atividade da SOD, e aumento na atividade do citocromo oxidase (Matozzo et al., 2001).
Em salmdo, que habitava areas poluidas, foi detectado acimulo de cobre no figado,
acompanhado de alteracdo nos pardmetros bioquimicos e hematoldgicos (Dethloff et al.,
2001). Em planaria Polycelis felina o cobre causou distirbio na diferenciacdo dos
neoblastos, anomalias morfoldgicas e mudangas no comportamento (Damjan et al., 2000).

Pré-exposicao as baixas concentragdes de cobre tem efeito protetor contra o dano
oxidativo causado por endosulfan em figado de peixe (Pandey et al., 2001). Em mexilhao
de 4gua salgada Mytilus galloprovincialis o cobre provoca aumento no nivel das glioxilases
(enzimas que detoxificam os O-cetoaldeidos formados por estresse oxidativo na célula),
além de diminui¢ao do nivel da glutationa e redugdo na atividade da catalase (Regoli e

Principato, 1995). Reducao do nivel da glutationa e atividade da catalase foram observadas
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também em figado de carpo Cyprinus carpio L. apds exposi¢do ao cobre (Varanka et al.,
2001). O cobre provoca aumento do nivel da metionina em mexilhdo de 4gua doce
Dreissena polymorpha (Lafontaine et al., 2000), e diminuicdo do nivel da glutationa
reduzida, acompanhada pela deplecdo das defesas antioxidantes, em Unio tumidus (Doyotte
et al., 1997). A deplegdo da glutationa em Crassostrea virginica potencializa a resposta
celular ao estresse oxidativo induzido pelo cobre (Conners e Ringwood, 2000). O cobre

induziu a catalase em planta aquatica Lemna minor L. apds exposi¢do aguda (Teisseire et

al., 1998).
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5. Biomonitoramento

E dificil avaliar o impacto ecolédgico e o risco para a satide humana associados com
a exposi¢do aos poluentes do meio ambiente. As técnicas analiticas sdo de grande valor
para identificar as espécies poluentes presentes, mas ndo informam sobre o efeito bioldgico
de misturas complexas, nem suas interagdes potenciais e efeitos bioldgicos associados
(Bolognesi et al., 1999). Os estudos epidemioldgicos também possuem valor limitado na
prevengdo dos efeitos maléficos da exposi¢cdo nas areas poluidas devido a insuficiéncia no
tamanho da amostra, incorreta defini¢do da exposicdo e longo periodo lag que antecede a
manifestagdo de algumas doencas como cancer (Bolognesi et al., 1999). Uma outra
alternativa para a abordagem deste assunto envolve biomonitoramento, ou avaliagdo da
toxicidade e genotoxicidade em organismos que estdo em contato direto com a area

contaminada (sedimento, dgua, ar).

Os biomonitores, também conhecidos por organismos sentinela, vém sendo
utilizados ha muito tempo no que diz respeito em alertar as pessoas sobre ambientes
perigosos. A observacdo de animais selvagens ou domésticos envenenados pode ser
considerada como indicador inicial da potencialidade do ambiente em causar danos a satde
humana (Backer, 1995). A principal vantagem de se utilizar organismos sentinela para
monitoramento ambiental comparado ao método tradicional fisico-quimico, ¢ a informacao
que ele pode dar em relagdo a exposi¢ao cumulativa em organismos e populagdes sobre a
resposta de letalidade e subletalidade, além de detectar efeitos indiretos (Bromenshenk et
al., 1995).

Para deteccdo de dano genotoxico, um organismo sentinela deve ser capaz de

detectar muitas classes de danos e em diversos tipos de células, além de ser sensivel e de
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facil acesso. Muitos tipos de organismos sdo utilizados como sentinelas para se avaliar
possiveis efeitos de riscos naturais ou de origem antropogénica. Entre estes incluem-se
organismos aquaticos, pois os reservatorios de dgua recebem e muitas vezes concentram as
subtancias do seu meio (Petras et al., 1995); plantas (Ma, 1995); e diversas espécies de
mamiferos que vivem proximas ao homem (Tice, 1995).

O sulfato de cobre ¢ um agrotoxico inorganico muito utilizado nas lavouras no
estado de Rio Grande do Sul, que tem o destino final nas 4guas. No ambiente aquético o
cobre ¢ altamente acumulado por vérios organismos nos diferentes niveis troficos (Klerks e
Weis, 1987; Duquesne et al., 2000).

As substancias contendo cobre sdo testadas para toxicidade e genotoxicidade em
varios organismos. Por causa da contradicdo nos resultados ndo se tem ainda uma resposta
clara sobre o potencial mutagénico do cobre. O sulfato de cobre causou aumento dose-
dependente na incidéncia de micronucleos (MN) (Bhunya e Pati, 1987) e aumento na
freqiiéncia de aberragcdes cromossdmicas (Agarval et al., 1990) em medula 6ssea de
camundongo albino Sui¢o, mas ndo induziu a incidéncia de MN em medula 6ssea de
camundongo CBA (Tinwell e Ashby, 1990). O cobre foi detectado como genotdxico pelas
testes microbianos Mutatox'™ e SOS, e nio se mostrou mutagénico em Teste de
Salmonella/microssoma e E.coli WP2 test (Codina et al., 1995). O potencial clastogénico
de sulfato de cobre foi observado em cultura de células de galinha in vivo (Bhunya e Jena,
1996). Cu(Il) ndo se mostrou mutagénico em ensaios com plantas (Steinkellner et al.,
1998). Aumento dose-dependente na incidéncia de MN e em quebras no DNA foram

observados em mexilhdo tratado com Cu(Il) (Bolognesi et al., 1999).
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6. As planarias como organismos-teste

As planarias sdo organismos multicelulares complexos, com diferenciacdo de
orgios e tecidos (Fig. 6). Pertencem ao Filo Platyhelmintes, classe Turbellaria, ordem
Seriata. Existem espécies terrestres, dulciaqiiilocas, e marinhas, todas de vida livre. As
planarias aquaticas pertencem a subordem Tricladida, infra-ordem Paludicola, de 4gua

doce, que representa o grupo mais avan¢ado dentro dos tricladidos.

Fig. 6. Planaria Digésia sp.

As espécies autdctones do Rio Grande do Sul sdo incluidas na familia Dugesidae,
género Dugesia (Wirth e Hauser, 1990), a qual pertence Dugesia schubarti, espécie
empregada neste estudo. Elas vivem em rios e lagoas, debaixo de pedras, entre raizes e
folhas de plantas aquéticas ou mesmo no fundo das dguas. Sdo consideradas consumidoras
de terceira ordem, alimentando-se com espécies concentradoras de substancias presentes no
meio como larvas, insetos (mosquitos e borrachudos), moluscos, anelideos, zooplancton

(cladoceros e rotiferos). Podem ser sexuadas ou assexuadas, multiplicando-se por
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fissiparidade. As planarias sexuadas do Sul do Brasil sdo hermafroditas, realizando sempre
fecundagao cruzada.

As espécies Dugesia schubarti e Dugesia tigrina, endémicas do Sul do Brasil,
mostraram-se bioindicadoras naturais da qualidade da 4gua. A Dugesia schubarti ¢ muito
sensivel a poluicdo organica, encontrada exclusivamente em aguas correntes, limpas, e
bastante oxigenadas. Dugesia tigrina ¢ mais resistente a polui¢do, sendo encontrada em
aguas paradas e pantanosas. Elas sdo facilmente cultivadas e a sua vasta distribui¢ao natural
permite a realizacdo de testes em laboratorio e in situ.

A relativa simplicidade das planarias, a sua plasticidade de desenvolvimento, e
posi¢do na escala evolutiva, faz deste organismo um sistema muito atrativo para estudos
basicos de processos bioldgicos. Apesar da pesquisa ainda insuficiente sobre as planarias,
varios motivos relacionados com as suas caracteristicas biologicas tornam-as especialmente
recomendadas como organismo-teste para avaliacdes da genotoxicidade de substancias
quimicas e amostras ambientais.

As planarias de dgua doce possuem habilidade extraordinaria de regeneragdo, que
faz deste organismo modelo classico para estudo deste fenomeno (revisado por Alvarado e
Newmark, 1998). Elas foram utilizadas também com sucesso em estudos de toxicidade
(Johnson et al., 1994; Hutchinson et al., 1997; Inderberg et al., 1999; Kalafatic e
Tomaskovic, 2000), carcinogénese e teratogénese (revisado em Best e Morita, 1991;
Schaffer, 1994), assim como em estudos ecotoxicologicos (Villar et al., 1993; Hansen et
al., 1993; Ugazio et al., 1997). No Brasil, Safadi (1993) empregou Dugesia tigrina para
avaliar o grau de regeneracdo, capacidade de reacdo ao toque e morte apds exposi¢do aguda
a compostos metalicos (mercurio, cobre, cddmio, cromo e zinco) e Preza e Smith (2001)

estudaram a toxicidade aguda do dicromato de potéssio utilizando a mesma espécie. Lau
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(1998) testou a resposta das espécies Dugesia tigrina € Dugesia schubarti a agentes fisicos
e quimicos. Nelson et al. (1994) verificaram a suscetibilidade de Dugesia tigrina a
pesticidas sob condi¢des de campo, em relacdo ao uso desta espécie para biocontrole de
larvas de mosquitos. Recentemente a plandria tem sido empregada em estudos de
neurotransmissores € de biologia molecular (Itoh e Igarashi, 2000; Cebria et al., 2002;

Asada et al., 2002).
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7. Metodologias utilizadas neste estudo

7.1. Teste Cometa

O Teste Cometa ou Eletroforese em Gel de Célula Unica (SCGE - Single Cell Gel
Electrophoresis test) ¢ um teste de genotoxicidade muito apropriado para detec¢ao de danos
no DNA em organismos sentinela por apresentar algumas vantagens: detecta muitos tipos
de danos em varios tipos de células, fornece dados a nivel celular, ¢ simples, rapido,
sensivel e de baixo custo (Tice, 1995). O Ensaio Cometa apresenta ainda outras vantagens
sobre os testes bioquimicos e citogenéticos, entre estes a necessidade de somente um
pequeno numero de células e ndo ser necessario a presenca de células em divisdo.

Existem dois tipos de protocolos para este teste: (a) tratamento neutro, que detecta
quebra dupla no DNA, e (b) tratamento alcalino, que detecta quebras simples de cadeia
(SSB - Single Strand Breaks), diretas ou induzidas por lesdes nas bases do DNA (como
oxidacdo, metilagdo e outros adutos), cujo procedimento transforma essas anomalias em
lesdes alcali-labeis (Fairbairn ef al., 1995). O Teste Cometa permite ainda estudos de reparo
(Collins et al., 1995; Hartmann e Speit, 1996) e detec¢do de diferentes tipos de poluentes
genotoxicos utilizando enzimas de reparo especificas para diferentes tipos de dano no DNA
(Collins et al., 1993; Duthie ¢ Collins, 1997).

Durante o teste, as células sdo englobadas em gel de agorose sobre uma lamina para
microscopia e submetidas a uma corrente elétrica, que faz migrar para fora do nucleo os
segmentos de DNA livres, resultantes de quebras (Singh et al., 1988). Apds a coloragao
com brometo de etidio, as ladminas sdo observadas no microscépio de fluorescéncia. Os
nucleos intactos aparecem redondos (Fig. 7). Ja nas células lesadas, o DNA livre migra do

nicleo em diregdo ao dnodo, mostrando uma “cauda” de fragmentos, semelhante a um
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cometa. Estes fragmentos podem se apresentar em diferentes tamanhos, e ainda estar
associados ao nucleo por uma cadeia simples (Farbairn et al., 1995). Para alguns autores o
tamanho da cauda ¢ proporcional ao dano que foi causado (McKelvey-Martin et al., 1993),
mas somente ¢ consenso que a visualizacdo do "cometa", significa dano ao nivel do DNA,
podendo ser quebra simples, duplas e/ou lesdes alcali-labeis (McKelvey-Martin et al.,

1993; Fairbairn, 1995; Tice, 1995).

Figura 7. Imagens de diferentes classes de dano (0 — IV) em células de Planaria no

Teste Cometa.

A identificagdo do dano no DNA pode ser feita por diferentes maneiras: uma forma
¢ medir o comprimento do DNA migrante com a ajuda de uma ocular reticulada, e outra
forma ¢ classificar visualmente em diferentes classes (0 — IV) as células com dano (Fig. 7),

podendo se obter um valor arbitrdrio que expresse o dano geral de uma populagdo de
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células (Collins et al., 1997; Speit e Hartmann, 1996). O crescente interesse e importancia
do Ensaio Cometa levou o desenvolvimento de um analisador de imagens, que serve para
quantificar a cromatina que migrou para fora do ntcleo.

O teste Cometa tem sido aplicado amplamente como teste indicativo de
genotoxicidade em biomonitoramento humano e ambiental (revisado por Tice, 1995).
Atualmente o método j& foi adaptado a qualquer tipo de célula isolada (Miyamae et al.,
1998), além de ser aplicado a diversos organismos. Como por exemplo, avaliagdes de
genotoxicidade em sistemas aquaticos utilizando SCGE ja foram descritas com diferentes
tecidos de peixes, Ameiurus nebulosus e Cyprinus carpio (Pandrangi et al., 1995); com
moluscos, Pantunopecten yessoensis € Tapes japonica (Sasaki et al., 1997a); e também
com algumas espécies de girinos, Rana clamitans, Bufo americanus (Ralph et al., 1997) e
Rana catesbeiana (Clements et al., 1997); além de ponta de raiz de Vicia faba (Koppen e
Vershaeve, 1996). Sistemas terrestres também sdo monitorados utilizando Ensaio Cometa
em diferentes organismos como minhocas, Eusenia foetida (Vershaeve e Gilles, 1995;
Salagovic et al., 1996); roedores, Ochrotomys nuttalli (Nascimbeni et al., 1991) e Ctenomis
torquatus (Silva, 1999; Silva et al., 2000a); e o proprio homem (Lebailly et al., 1998).
Assim, além das células sanguineas, as células de outros tecidos também podem ser

utilizadas, desde que sejam liberadas em forma de suspensdo (Sasaki ef al., 1997b; Silva et

al., 2000b).
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7.2. Deteccao de Proteinas de Estresse

O uso das proteinas de choque térmico (HSP — Heat Shock Proteins) tem sido
recomendado como um indicador da exposi¢do toxica em varios organismos (revisado por
Sanders, 1993a; Goering, 1995; de Pomerai, 1996). Os HSP pertencem a grande familia das
proteinas de estresse, incluindo membros induziveis e constitutivamente expressos
(Sanders, 1990). A classificacdo dos HSP ¢ feita de acordo com o seu peso aparente, sendo
que hsp90 (83-90kDa), hsp70 (66-78kDa) e hsp60 (58-60kDa) sdo os representantes mais
conhecidos (Morimoto et al., 1990; Nover, 1991; Sanders, 1993b). A fungdo destas
proteinas dentro da célula em condigdes fisioldgicas ¢ atuarem como chaperonas
moleculares que mediam o transporte e o dobramento correto de outros polipeptideos (Ellis
e Van der Vies, 1991, Fig. 8). A exposicdo a uma variedade de fatores maléficos, tais como
temperatura elevada, metais pesados, substancias toxicas, entre outros, provoca aumento no
nivel destas proteinas (Schlesinger, 1990; Welch, 1993).

A utilidade da concentracdo de proteinas de estresse como bioindicador na
ecotoxicologia ¢ apontada por varios autores (revisado por Goering, 1995). Proteinas de
estresse foram induzidas apos exposicdo aos agentes fisicos e quimicos em mexilhdo
Mytilus galloprovincialis e em Haliotis rufescens (Snyder et al., 2001). Hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos tém efeito inibidor na expressdo das proteinas hsp60 e hsp70 em
artropodo Ampelisca abdita (Werner et al., 1998). Membros da familia hsp60 sdo as
principais proteinas induzidas em anfipodos apds exposicdo a xenobidticos (Werner e
Nagel, 1997). Aumento no nivel do hsp60 apos exposi¢do ao cobre foi detectado em

mexilhdo (Sanders et al., 1991; Sanders et al., 1994a; Clayton et al., 2000) e em nematodos
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Figura 8. Algumas vias de dobramento e distribuicdo de proteinas dentro das
células, controladas por proteinas de estresse das familias hsp60 (hsp60,

TCP-1) e hsp70 (hsp70, BiP) — adaptado de Welch (1993).
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Plectus acuminatus (Kammenga et al., 1998). Elevados niveis de cobre impedem a sintese
de proteinas de estresse em resposta as temperaturas elevadas em embrides de ourico do
mar e podem inibir a sintese de proteinas reguladoras (Sanders e Martin, 1994). Indugao de
hsp60, por exposicdo cronica ao cobre em baixas concentragdes, leva a aumento da
resisténcia a uma variedade de poluentes em exposi¢des subseqilientes (Wheelock et al.,
1999). Contudo, recentemente alguns dados apontam possiveis restricdes na utilizagdo das
proteinas de estresse como bioindicadores universais em estudos ecotoxicoldgicos

(revisado em Bierkens, 2000).

7.3. Determinacio da Atividade de Catalase

O complexo sistema de defesa antioxidante celular estd baseado no balango da
atividade de diversas enzimas, como a SOD citoplasmatica e mitocondrial responsaveis
pela dismutagdo do radical superoxido formando H,O,, que por sua vez ¢ transformado em
agua e oxigénio molecular pela atividade das enzimas catalase e glutationa peroxidase. A
maioria das células aerdbias possui catalase. Em animais a catalase esta presente em todos
os oOrgdos, sendo a concentracdo mais alta encontrada no figado e as mais baixas no
cérebro, no coracdo e nos musculos esqueléticos. A atividade da catalase estd localizada
nos peroxissomas, organelas que contém muitas enzimas geradoras de H,O,, tais como
glicolato oxidase e flavoproteina deshidrogenases envolvidas na B-oxidagdo dos acidos

graxos (Fig. 9).
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Figura 9. Produgdo intracelular e decomposicdo enzimatica dos radicais livres. A molécula
do oxigénio, ao difundir pelo sistema, pode vir a ser parcialmente reduzida ao
radical superoxido (O,7) ou ao perdxido de hidrogénio (H,O,) pela cadeia
transportadora de elétrons, na mitocondria, pela reacdo com metais ou pela acao
de enzimas citosolicas. As enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (Cat) e

glutationa peroxidase (GPx) fazem parte do sistema antioxidante celular (adaptado

de Boveris, 1998).

A catalase presente nos eritrocitos tem papel protetor contra H,O, resultante da
dismuta¢do do O, gerado no processo de autoxidagdo da hemoglobina no sangue. Os
eritrocitos exibem também efeito protetor contra dano oxidativo em outros tecidos, onde o

H,0, difunde rapidamente.



Introducao 34

A atividade da catalase em amostras biologicas pode ser determinada tanto pela
decomposicdo do perdxido de hidrogénio, quanto pela liberagdo de oxigénio. Para
concentracdo fixa do H,0,, a velocidade inicial da reacdo seria proporcional da
concentragcdo de catalase presente. Decomposi¢do do H,O, pode ser medida diretamente
pelo decaimento da absorbancia em 240 nm (€ = 40 M em™) (Aebi, 1984).0s organismos
aquaticos possuem as principais enzimas antioxidantes, incluindo a catalase, embora
existam grandes diferencas quantitativas entre as espécies estudadas (revisado em Winston,
1991). Um efeito importante em resposta do estresse oxidativo induzido pelo cobre ¢ a
modulacdo da atividade destas enzimas antioxidantes. A atividade da catalase tem sido
utilizada como bioindicador para exposi¢ao ao cobre em varios organismos, como mexilhao
de agua doce Unio tumidus (Doyotte et al., 1997); mexilhdo de agua salgada Mytilus
galloprovincialis (Regoli e Principato, 1995); marisco Adamussium colbecki (Regoli et al.,
1997, 1998); carpo Cyprinus carpio L. (Varanka et al., 2001); e planta aquatica Lemna
minor L. (Teisseire et al., 1998). Estes estudos mostraram que a exposi¢ao cronica ao cobre
causa inibicdo da catalase, o que pode tornar os organismos mais suscetiveis aos

contaminantes do ambiente.
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II - OBJETIVOS

Tendo em vista o vasto uso do sulfato de cobre em algumas industrias e nas
lavouras do Rio Grande do Sul, e a importancia de se avaliar possiveis danos causados nos

seres vivos, o objetivo deste trabalho foi:

1. Estudar o potencial genotoxico do sulfato de cobre em Planaria utilizando Teste
Cometa;

2. Avaliar o potencial téxico do sulfato de cobre empregando o método de
imunodeteccao das proteinas de estresse hsp60 em Planaria;

3. Determinar atoxicidade do sulfato de cobre em Planaria detectando alteracdes na
atividade da enzima catalase;

4. Verificar a utilidade da Planaria como organismo teste em estudos de

biomonitoramento ambiental para contaminac¢ao quimica.
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III - CAPITULO I

Genotoxic Effects Of Copper Sulphate in Freshwater Planarian
In Vivo Studied With the Single-Cell Gel Test

(Comet Assay)
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Abstract

The alkaline single-cell gel electrophoresis, or comet assay, was used to evaluate the genotoxic potential of copper sulphate
in planarians. Concentration-related increase in DNA damage was induced after 2 h and 7 days exposure to CuSO;, dissolved in
culture water. To study the influence of copper ions on the persistence of mutagen-induced DNA lesions, planarians were treated
with methyl methanesulphonate (MMS), and further incubated in the absence (post-incubation) or presence (post-treatment)
of CuSOy. After 2 h of post-treatment enhanced persistence of DNA effects in relation to the corresponding post-incubation
value was detected, which indicate inhibition of DNA repair by CuSOy4. At 4h an increase of DNA migration in relation to
the 2 h value was observed, which is significant for the post-incubation group. After 24 h, DNA damage decreased but was
still significantly elevated in relation to the control. From our results, we conclude that planarians are suitable organisms for
in vivo detection of copper genotoxicity in the comet assay, and can be used to assess both acute and chronic exposure to this
chemical in aquatic ecosystems. The inhibition effect of copper ions on repair of MMS-induced DNA damage suggests that
copper could modulate the genotoxic effects associated with complex mixture exposure in the environment. © 2001 Elsevier
Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Planarian; Aquatic monitoring; Copper sulphate; Alkaline comet assay; DNA damage; DNA repair

1. Introduction

Heavy metals are stable and persistent environmen-
tal contaminants. Chronic exposure and accumulation
of metals by aquatic biota can result in tissue bur-
dens that have adverse effects on the exposed organ-
isms. Chemical determination of metal concentrations
in water and in sediment may not give information
about the severity of contamination, especially in the
case of sub-lethal levels. Biological monitoring using
sentinel species could allow a sensitive approach to

* Corresponding author. Fax: +55-51-316-60-84.
E-mail address: tgesheva@dna.cbiot.ufrgs.br (T. Guecheva).

predict the potential risk of persistent contaminants
like heavy metals [1]. To assess the risk for the en-
vironment, adequate systems reflecting quantitatively
and qualitatively the effects of exposure are needed.
The most suitable for such a system are organisms
that are in direct contact with the contaminated com-
partments (sediment, water, air) [2]. The freshwater
planarians live in the rivers and lakes under stones,
roots and leaves of aquatic plants. They feed on larvae
of insects, molluscs and annelids — organisms act-
ing as bioconcentrators for a range of pollutants. The
wide natural distribution of planarians permit relation
of field to laboratory studies. Furthermore, they are
easy to keep in the laboratory with minimal costs and

1383-5718/01/$ — see front matter © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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care. Planarians have been used successfully to assess
toxicity, teratogenesis and carcinogenesis [3].

Carcinogenic metals induce genotoxicity in a mul-
tiplicity of ways, either alone or by enhancing the
effects of other chemical agents. Although, molec-
ular genetic studies have shown that certain metal
ions cause DNA damage, they give negative ef-
fects in most bacterial mutagenicity assays and the
results obtained in cytogenetic and gene mutation
assays with mammalian cells are controversial [4,5].
Recent studies have shown that metals, including
iron, copper, chromium, and vanadium undergo re-
dox cycling resulting in the production of reactive
oxygen species (ROS) [6]. As a consequence, en-
hanced lipid peroxidation, DNA damage, and altered
calcium and sulphohydryl homeostasis occur. Fur-
thermore, some metal ions exert higher affinities
to amino acids as compared to nucleotides, lead-
ing rather to an inactivation of proteins involved in
DNA replication, transcription and repair processes
[7,8]. DNA damage, either induced by genotoxic
(direct or via oxygen radicals) or co-genotoxic (e.g.
inhibition of DNA repair) processes, may play an
important role in the initiation of cancer. The comet
assay provides a sensitive tool to investigate DNA
damage and repair [9,10]. The alkaline version of
this technique, introduced by Singh et al. [11], allows
evaluation of DNA damage in individual cells, in-
cluding double and single strand breaks, alkali-labile
sites, DNA—protein cross-links, and incomplete ex-
cision repair events. The comet assay has proven
to be extremely sensitive and useful in the area of
genetic toxicology and environmental biomonitoring
[10-13].

For this study, a broad-spectrum inorganic pesti-
cide copper sulphate, widely used in agriculture in
the State of Rio Grande do Sul (southern Brazil), was
selected. Final destination of Cu is an aquatic envi-
ronment, where it is highly accumulated by a number
of organisms at different trophic levels [14]. Geno-
toxic and mutagenic effects of Cu compounds have
been studied in a variety of test systems, and the re-
sults are contradictory [15-19]. Over the last decade,
evidence is emerging for copper-induced mutagenesis
via ROS production [20,21]. Epidemiology indicates
that pre-conceptional paternal exposure to copper con-
taining fumes and dust may contribute to higher inci-
dence of cancer in the progeny [22]. Relation between

plasma copper levels and the risk of developing breast
cancer in a case-cohort study was seen [23]. How-
ever, little is known about the genotoxic effects of cop-
per on inhabiting organisms and there are no data in
the literature about the effects of copper in the comet
assay.

The aim of the present work was to investigate the
genotoxic effects of copper sulphate in cells of in vivo
exposed freshwater planarians by comet assay in order
to evaluate the utility of planarians as sentinel species
to assess the genotoxic risk of copper exposure in the
aquatic environment.

2. Materials and methods

2.1. Chemical reagents

Phosphate buffered saline (calcium- and magne-
sium-free), Tris (tris (hydroxymethyl) aminomethane
hydrochloride), disodium ethylenediamine-tetra-
acetate (EDTA), dimethyl sulfoxide, (DMSO), ethid-
ium bromide (EtBr), methyl methanesulphonate
(MMS) and copper sulphate were purchased from
Sigma (St. Louis, MO). Low melting point (LMP)
agarose and normal agarose (electrophoresis grade)
were obtained from Gibco-BRL (Grand Island, NY).

2.2. Animals

Asexual mixoploid (2n/3n) Dugesia (Girardia)
schubarti was used for this study. A number of 13 ba-
sic cell types are described for planarians, 4 of them
(neoblasts, nerve, epidermal and fixed parenchyma
cells) constituting about 75% of the total cell number
[24]. Despite the heterogeneous morphology of the
cell population, the DNA content variation among nu-
clei in a single individual was shown to be small, and
the diploid genome size measured for D. polychroa
and D. tigrina was 2.64 and 3.76 pg, respectively
[25]. There are no data in the literature for the DNA
content in D. schubarti cells. In our study, the nuclei
image diameter of “undamaged” cells was estimated
to be approximately 22 pm.

In the laboratory, the planarians were cultivated
in tanks with reconstituted water [26] at 19°C. They
were fed on bovine liver once a week and the water
was changed twice a week. About 3 days prior to the
start of the experiment, 5-8 mm long planarians were
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selected from the culture population. During this pe-
riod as well as during the treatment, the planarians
were not fed.

2.3. Toxicity test

The planarians were exposed to CuSO4 dissolved
in culture water at a range of concentrations for 24 h
or for 7 days (solutions changed daily). For each treat-
ment eight planarians in separate containers were anal-
ysed. The LCsg of 3.85 x 107> M CuSOy4 (24h) and
1.5 x 1075 M CuSOq4 (7 days) were determined.

2.4. Treatment of planarians and sample preparation

Since, this is the first attempt to evaluate DNA dam-
age in planarians by the comet assay, all experiments
were repeated in four to eight independent tests in
order to estimate the variability of the method. Four
animals per treatment group were exposed in each
experiment and used as a pooled sample for analysis.
At the end of the treatment, the planarians (whole
bodies) were disintegrated mechanically by pressing
through fine gauze and trypsinised with trypsin 0.4%
in phosphate buffer, pH 6.8, for 30s. The cell sus-
pension (10 ul) was then immediately mixed with
100 w1 0.5% LMP agarose and used in the comet
assay. This procedure was determined by preliminary
experiments in which different solutions (0,075M
NaCl/0.024 M Na,EDTA; HBSS/20 mM EDTA/10%
DMSO; trypsin 0.15% for 2 min, etc.) and techniques
(i.e. homogenisation/mincing with centrifuging) for
the cell suspension preparation were compared in or-
der to achieve the desired cell density with a minor
percentage of apoptotic like (dead) cells.

2.4.1. Dose-response studies

Planarians were exposed to copper sulphate dis-
solved in culture water at concentrations of 1.0x 1072,
2.0x107,3.0x1072,4.0x 107 and 5.0 x 107> M
in the 2h tests, or at concentrations of 0.1 x 107,
0.25%1073,0.5x1073,0.75x 107> and 1.0x 107> M
(solutions changed daily) in the 7 days tests.

2.4.2. Defining the dose for repair studies

The planarians were treated for 2h with MMS at
concentrations of 4 x 107>, 8 x 107> and 16 x 1079 M
and further incubated for 2h in culture water

(post-incubation) or 2 h in the presence of 2 x 107> M
CuSOy4 (post-treatment).

2.4.3. Repair kinetics studies

Planarians were treated 2 h with MMS (8 x 107> M)
and further incubated for 2, 4 and 24 h in culture water
(post-incubation) or for 2, 4 and 24 h in the presence
of 2x 1075 M CuSO4 (post-treatment). Untreated pla-
narians were also incubated for 2, 4 and 24 h in culture
water or in the presence of CuSOy4 (2 X 1075 M).

2.5. Comet assay

The alkaline comet assay was performed as de-
scribed by Singh et al. [11]. Briefly, 10 pl (~10,000
cells) of the cell suspension were mixed with 100 .l
0.5% LMP agarose, spread on a normal agarose
pre-coated microscope slide and placed at 4°C for
5 min to allow for solidification. The cells were lysed
in high salt and detergent and placed in a horizontal
electrophoresis box. Subsequently, the cells were ex-
posed to alkali (300 mM NaOH/1 mM Na;EDTA, pH
13) for 20 min at 4°C, to allow for DNA unwinding
and expression of alkali-labile sites. For electrophore-
sis, an electric current of 300 mA (25 V) was applied
for 20 min at 4°C. In order to demonstrate the elec-
trophoresis conditions and efficiency, negative and
positive controls from human blood were included
for each experiment. After electrophoresis, the slides
were neutralised, stained with ethidium bromide, and
analysed at 200x magnification using a fluorescence
microscope equipped with an excitation filter of BP
546/12 nm and a barrier filter of 590 nm. A number of
100 randomly selected cells per sample were scored
visually according to tail intensity into five classes
(from undamaged, zero, to maximally damaged, four).
Thus, the damage score for each sample can range
from O (completely undamaged: 100 cells x 0) to
400 (maximum damaged: 100 cells x 4). Apoptotic
like cells (the head and the tail distinctly separated)
were also observed but not evaluated. Although vi-
sual scoring is subjective, it was found that it shows a
clear relationship to the percentage of DNA appearing
in the tail, as measured by computer image analysis
[27]. Comet tail lengths (the distance of DNA mi-
gration from the body of the nuclear core) were also
measured using calibrated ocular scale for 2h CuSOq4
treatment.
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2.6. Statistical analysis

Differences in the extent of DNA strand break-
age, between the control and the treatments in
dose-response studies, were tested for significance
using ANOVA analysis of variance with Dunnett’s
multiple comparison test and Pearson correlation.
For repair studies two-way ANOVA with Bonferroni
post-tests were applied. The values in repair kinetics
studies were compared using Student’s 7-test. An al-
pha level of 0.05 was used to determine significance
in all statistical analyses.

3. Results

The genotoxic effect of CuSQOy in the comet assay
with planarian was estimated by three different param-
eters: (1) damage score; (2) mean comet tail length;
(3) and percent of damaged cells (cells with tail under
the test conditions used), (see Table 1). Significantly
elevated DNA damage was observed at concentration
range of 3 x 107 to 5 x 107> M CuSOy. The dam-
age score was selected for further evaluation as the
distance of DNA migration was shown to reached a
plateau [28]. A concentration-related increase in the
DNA damage induced by 2h CuSO4 treatment at
concentration range of 1 x 107 to 5 x 10™> M was ob-
served (r = 0.984; P < 0.001). Fig. 1 shows the dis-
tribution of DNA damaged cells among animal groups
treated at different salt concentrations and a control
group. It can be seen that the comets in the same treat-
ment group show a heterogeneous distribution. The
high percentage of cells, which remain undamaged

Table 1

80+ control
60+
40[
20}
0 I e e P

801 310" M CuSO, | 4x10° M CuSO, | 5x10° M CuSO,
60]

40}
20}
0

1x10° M CuSO, | 2x10° M CuSO,

Frequency (%)

01234 01234 01234
Damage Class

Fig. 1. Distribution of DNA damage observed in planarians exposed
to a range of CuSOy4 concentrations for 2 h.

might be a consequence of the heterogeneous cell pop-
ulation. According to the results of the 2 h treatment,
the concentration of 2 x 107> M CuSO4 was cho-
sen for the post-treatment experiments, which itself
did not cause significant DNA damage in the comet
assay.

Fig. 2 shows the effects of 2h MMS treatment and
subsequent 2 h post-incubation in culture water or 2 h
post-treatment with CuSO4 in the comet assay with
planarians. MMS treatment caused dose-dependent in-
crease in DNA damage at concentration range of 4 x
1075 to 16 x 107> M, which was reduced signifi-
cantly after 2 h of post-incubation at concentrations of
8x 1079 M (P < 0.01)and 16 x 107> M (P < 0.03).
In the presence of copper, the DNA damage decreased
to a lesser extent. The concentration of 8 x 107> M
MMS was selected to monitor the repair kinetics of
MMS-induced DNA damage for a period of 24 h.

Genotoxic effects caused by CuSOy in planarians in vivo with the comet assay®

Concentration CuSO4 (M) Damage score (0—400)

Damaged cells (%) Tail lengthb (pm)

0 426 + 4.4
1 x 1073 60.8 + 9.3

2 x 107 69.7 + 10.2
3 x 1073 82.8 + 8.8™*
4 x 1073 87.2 £ 7.3*
5% 107 111.1 £ 9.5%*

204 £2.2 733 £0.74
264 + 3.3 8.70 £+ 1.03
333 £56 8.86 £ 1.21
343 £ 3.6* 12.84 + 1.93*
409 + 3.6* 16.02 + 1.87**
50.3 + 4.4** 23.76 + 1.46**

2 Mean value £ S.E. of six to eight experiments.

® The mean nuclei diameter of undamaged cells was 22.69 # 0.40 wm.

* Significantly different from the control value P < 0.05.
** Significantly different from the control value P < 0.01.
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350+

300+

DNA damage score
(arbitrary units 0-400)
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0 4 8 12 16

Concentration MMS [x107M]

Fig. 2. The effects of MMS treatment, post-incubation, and
post-treatment with CuSO4 on DNA migration in comet assay with
planarians: ([J), 2h MMS; (v7) 2h MMS and 2h post-incubation
in culture water; and (@), 2h MMS and 2h post-treatment with
2 x 107> M CuSOj. Mean and range of four to five experiments.
(*) Significantly different from the corresponding MMS treatment
value P < 0.05; and (**), P < 0.01.

DNA damage induced by 2h MMS (8 x 107> M)
treatment decreased significantly in relation to the
initial level after 2 h of post-incubation (Fig. 3). In the
presence of metal salt, enhanced persistence of DNA
effects in relation to the corresponding post-incubation
value was detected (P < 0.01). At 4h, an increase
of DNA damage in relation to the 2h value was ob-
served, which is significant for the post-incubation
group (P < 0.05). After 24 h, DNA effects decreased
but still persisted in planarian cells in relation to the
control. DNA migration in control animals remained
constant during 24h incubation period. Incubation
with 2 x 1075 M CuSOy4 (the concentration used in
post-treatment experiments), causes slight increase in
DNA migration after 24h, which is not significant
in relation to the control. The distribution of DNA
damage in planarians observed after MMS treatment
followed by different periods of post-incubation or
post-treatment with CuSOy4 is shown in Fig. 4. It
can be seen that the frequency of damaged cells in
post-treatment protocol (damage classes 1-4), re-
mains higher than that of post-incubation protocol for
all sampling times.

Fig. 5 shows the results of 7 days CuSOj4 treat-
ment at concentration range of 107 to 10~ M. Sig-
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Fig. 3. Repair kinetics of MMS-caused DNA damage in presence
of CuSO4 in planarians. Planarians were treated for 2h with
MMS (8 x 107> M) and further incubated in: (v), culture water
post-incubation; or (@), in the presence of 2 x 1075M CuSOq4
post-treatment. Untreated planarians were also incubated in: (O),
culture water; or () in the presence of 2 x 10~5 M CuSOy4. Mean
and range of five to seven experiments. (**) Significantly different
from the corresponding post-incubation value, P < 0.01.
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Fig. 4. Distribution of DNA damage in planarians observed after
MMS treatment followed by different periods of post-incubation
or post-treatment with CuSOy. See the legend of Fig. 3 for details.
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Fig. 5. Genotoxic effect caused by 7 days CuSO4 treatment in
planarians. Mean and range of four to six experiments. (*) Signif-
icantly different from the control value, P < 0.05; (**) P < 0.01.

nificantly elevated DNA damage was observed at con-
centrations 0.25 (P < 0.01) and 0.5 x 107> M CuSO4
(P < 0.05), that represent 15 and 30% of the LCsq (7
days), respectively. The highest concentration tested
(1 x 107> M) induced toxic effects in treated animals
resulting in parallel decrease of the genotoxic effects.

4. Discussion

Our present results showed genotoxic effects of
copper sulphate in the comet assay of in vivo ex-
posed planarians. Under the experimental conditions,
a concentration-related DNA damage was induced
by Cu(Il). The heterogeneity of the response in the
same treatment group may be a function of cell type
as well as of the kind of DNA damage. After chronic
exposure of planarians to copper sulphate, genotoxic
effects were detected at concentrations 10 times lower
as compared to those that show positive results in the
2 h treatment. Our data are in agreement with those of
Bolognesi et al. [1], that reported Cu-induced DNA
strand breakage in mussels detected by the alkaline
elution technique. In the presence of available cel-
lular reductants (i.e. ascorbic acid, glutathione, and
N-acetylcysteine), copper and iron may play a cat-
alytic role in the initiation of free radical reactions
under aerobic conditions [29,30]. The ROS generated
by this process could attack DNA, leading to base

damage and DNA strand excision. The true strand
breaks and/or the strand breaks formed as an inter-
mediate step in excision repair of altered bases could
explain the increased DNA migration in the comet
assay with planarians after copper sulphate treatment.

The comet assay does not necessarily predict the
mutagenic potential of the test compound, since the
effects seen for some substances mainly occur as
a consequence of an error-free DNA repair process
[31]. However, an interference with this process can
modulate the genotoxicity in combination with other
DNA damaging agents. To study the influence of
copper ions on the persistence of mutagen-induced
DNA lesions, planarians were treated with methyl
methanesulphonate (MMS), direct mutagen causing
DNA-alkylation, and further incubated in the absence
(post-incubation) or presence (post-treatment) of
CuSOy4. The alkylated DNA is sensitive to degrada-
tion at alkali-labile sites, where the rate of depurina-
tion is increased and the abasic sites are transformed
into strand breaks. The enhanced persistence of
MMS-induced DNA damage after 2h post-treatment
with copper sulphate, in relation to the corresponding
post-incubation value (Fig. 3), can be explained by
the inhibition of polymerisation/ligation steps of DNA
excision repair. These steps were shown to be very
sensitive towards the action of Cd(II), Pb(II), Co(II),
Ni(II) and As(II) [7]. There is no evidence for DNA
polymerase or DNA ligase inhibition by Cu(Il), but it
was shown for at least one class of Mg(II) dependent
enzymes, designated MutT in Escherichia coli and
MTHI1 in humans [32]. The mechanisms proposed
were competition with essential metal ions and/or
structural changes of the enzymes through —SH oxi-
dation, which is apparently common for the transition
metals [7,8].

Contrary to the in vitro studies, which indicate
rapid repair of DNA damage in the comet as-
say [33], MMS-treated animals in our experiment
showed an increased DNA migration value after 4 h
post-incubation in relation to the 2h value (Fig. 3).
Similar phenomenon for DNA damage in comet assay
was reported by De Boeck and Kirsch-Volders [2] in
Nereis virens as a result of continuos EMS treatment.
One possible explanation for the second peak could
be the induction of glycosylase and/or nuclease ac-
tivity through de novo protein synthesis. Induction of
increased 3 mA DNA glycosylase II synthesis takes
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place in the adaptive response to alkylation damage
in E. coli [34]. Mutants defective in the gene encod-
ing 3mA DNA glycosylase II are very sensitive to
MMS, despite the presence of normal levels of con-
stitutive 3 mA DNA glycosylase I. This suggests that
one or more alkylation products are recognised as
substrates only by the inducible enzyme [34]. There
is evidence of a 3mA DNA glycosylase activity in
mammalian cells, with the broad range of substrate
specificity characteristic of the E. coli 3mA DNA
glycosylase II activity, but there are no compelling
indications that expression of this enzyme is tran-
scriptionally regulated [35]. The gene for 3 mA DNA
glycosylase activity in Saccharomyces cerevisiae is
transcriptionally induced when cells are exposed to
alkylating agents [36]. However, it is also responsive
to treatment with a diverse array of DNA damag-
ing agents, including UV-radiation and UV-mimetic
chemicals [37]. The lower relative increase of DNA
migration in 4 h post-treatment protocol, as compared
to the post-incubation one (Fig. 3), may be caused by
copper inhibition of protein synthesis required for the
induction of novel repair mechanism(s). Such a inhi-
bition was reported for Cd(Il) [4] and Co(II) [38]. On
the other hand, if the delay in DNA breaks rejoining
in post-treatment group at 2h is overcome at 4 h, the
similar level of DNA damage in post-incubation and
post-treatment protocols at 4 h could indicate that the
induced activity is not affected by copper. As noth-
ing is known about DNA repair in planarians, only
assumptions can be made.

DNA migration in MMS-treated animals was still
significantly elevated after 24 h of post-incubation in
relation to the control group. This result agrees with
the previous in vivo studies that show positive results
in comet assay 24h after MMS treatment in multi-
ple mouse organs [39] and in Rana clamitans tadpoles
[40]. We can observe in Fig. 4 that the frequency of
highly damaged cells (damage class 4) remains almost
unaltered during 24 h period. The reduced repair ca-
pacity was shown to be a general feature of differen-
tiated or non-dividing cells [27,41,42].

Our results, in the comet assay showed a relatively
high inter-experimental variation. This may result
from different susceptibility of the animals and/or of
a heterogeneous cell population obtained. The differ-
ent size of planarians can also contribute for unequal
bioavailability of tested chemical reflecting in the

heterogeneous distribution of DNA damaged cells.
However, four to six experiments provided statisti-
cally reliable data. The high DNA damage observed
in control group for all experiments may result from
DNA breaks formed during sample preparation or can
implicate physiological processes, as a damage score
at toxic concentration of CuSOy4 (i.e. 1 x 107 M in 7
days treatment) was lower than that in control animals.

From our results, we conclude that planarians are
suitable organisms for in vivo detection of copper
genotoxicity in the comet assay, and can be used to as-
sess both acute and chronic exposure to this chemical
in aquatic ecosystems. The inhibition effect of copper
ions on repair of MMS-induced DNA damage sug-
gests that copper could modulate the genotoxic effects
associated with complex mixture exposure in the en-
vironment. However, further knowledge of DNA re-
pair mechanisms in planarians is necessary in order to
support repair studies with these organisms by comet
assay.
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Abstract

The hsp60 expression pattern and catalase activity in freshwater Planarian Dugesia
schubarti exposed to copper under laboratory conditions were investigated. In the hsp60
induction experiments, planarians were exposed to a range of copper concentrations (0 —
960 pg Cu/L) for 4h or 24h and to concentrations of 50 or 100 pg Cu/L for 2, 4, 8 and 24h
at 19°C, as well as to heat shock at 27°C for 24h. The concentrations of hsp60 in whole
body homogenates were determined immunochemically by western blotting. Stress protein
induction was detected only after 24h treatment at 27°C. The tissue concentration of hsp60
remains unaltered in Cu-exposed planarians under the experimental conditions used.
Catalase activity was significantly induced at concentrations of 40, 80 and 160 pg Cu/L
after 24h exposure. Our results suggest that catalase levels in Planarian could represent

biomarker of interest for the estimation of copper effects in freshwater ecosystems.

Keywords.: Copper; Heat shock proteins; Hsp60; Catalase; Dugesia schubarti; Planarian
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1. Introduction

The contamination of aquatic ecosystems by heavy metals has gained increasing
attention over the last decade. Metal toxicity results from nonspecific metal binding, which
can inactivate important regulatory enzymes by displacing essential metal ions from
catalytic sites, by altering catalytic cysteine groups, or by allosterically altering the
functional conformation of proteins (Mason and Jenkins, 1996). Recent studies have shown
that metals, including iron, copper, chromium, and vanadium undergo redox cycling
resulting in the production of reactive oxygen species (ROS) (Stohs and Bagchi, 1995). As
a consequence, enhanced lipid peroxidation, DNA damage, and altered calcium and
sulfhydryl homeostasis occur.

Chronic exposure and accumulation of metals by aquatic biota can result in tissue
burdens that have adverse effects on the exposed organisms. Chemical analyses of complex
mixtures are time consuming, expensive, and cannot predict the ultimate bioavailability of a
chemical compound (Bierkens, 2000). In this respect mortality tests for acute toxicity, and
observation of morphological or physiological alterations at the cellular or organ level for
chronic exposure, have been used to supplement chemical analyses. A different approach
has consisted of looking at the level at which possible adverse effects impact, i.e., at the site
of interaction of chemicals with the different macromolecules in the cell (Bierkens, 2000).
When the target molecule is part of the defense, repair, or detoxification machinery of the
cell, it becomes a direct and specific marker of exposure and effect (biomarker).

The detection of stress protein induction in organisms, in particular hsp60 and
hsp70, has been suggested as suitable biomarker to evaluate environmental conditions in
their surroundings (for reviews see Sanders, 1993a; Goering, 1995; de Pomerai, 1996). The

heat shock, or stress, proteins (HSPs) are families of proteins, including stress-inducible



Capitulo 11 50

and constitutively expressed members, classified according to their apparent molecular
weight in four major groups denominated as hsp90, hsp70, hsp60 and low molecular weight
stress-proteins (Morimoto et al., 1990; Nover, 1991). In unstressed cells they are involved
in the maintenance of protein homeostasis, i.e., protein folding, aggregation and trafficking
(Hightower, 1991). The elevation in stress protein levels was detected in cells under a
variety of harmful stimuli, including heat, toxic metals, poisons, injuries, diseases, and
other stressors (Schlesinger, 1990; Welch, 1993). The common mode of action of these
diverse stressors seems to be subcellular damage to protein targets, a condition that has
been called proteotoxicity (Hightower, 1991). The stress proteins demonstrate a high
degree of homology (Lindquist and Craig, 1988) and might be broadly crossreactive in
species from diverse phyla, a characteristic that would enhance their usefulness in
environmental studies. More recently, however, several papers have reported possible
restrictions to the use of stress proteins as universal biomarker in ecotoxicology (for review
see Bierkens, 2000).

Copper sulphate belongs to the most widely used agrochemicals on grape-growing
areas in the State of Rio Grande do Sul (Southern Brazil) for control of mildew and other
fungal diseases. Copper and other pesticides may end up in surface waters, either dissolved
in runoff water or adsorbed to soil particles. In aquatic organisms, Cu is highly accumulated
by a number of organisms at different trophic levels (Klerks and Weis, 1987; Duquesne et
al., 2000). Induction of hsp60 was detected after copper treatment in mussel Mytilus edulis
(Sanders et al., 1991), nematode Plectus acuminatus (Kammenga et al., 1998) and in zebra
mussels (Clayton et al., 2000). Other important effect of copper is an induction of ROS
followed by elicitation of several defense enzymes such as catalase (Foyer et al., 1994;

Doyotte et al., 1997; Teisseire et al., 1997; Regoli et al., 1998; Varanka et al., 2001).
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The aim of this study was to investigate hsp60 induction pattern and catalase
activity in Planarian in order to assess the suitability as a potential biomarker of exposure to
copper. The freshwater planarians feed on larvae of insects, mollusks and annelids,
organisms acting as bioconcentrators for a range of pollutants. They are easy to keep in the
laboratory with minimal costs and care and their wide natural distribution permits relation
of field to laboratory studies. Furthermore, planarians were used successfully to assess
genotoxicity (Guecheva et al., 2001), teratogenesis and carcinogenesis (reviewed in Best
and Morita, 1991; Schaeffer, 1993), as well as in ecotoxicology (Villar ef al., 1993; Hansen
et al., 1993; Johnson et al., 1994; Hutchinson et al., 1997; Ugazio et al., 1997, Indeferberg

et al., 1999; Preza and Smith, 2001).

2. Materials and methods
2.1. Reagents

All reagents were purchased from Sigma (St. Louis, MO). Polyclonal antibody
against hsp60 from the moth Heliothis virescens and recombinant human hsp60 were
purchased from StressGen (Victoria, BC, Canada). Goat anti-rabbit IgG (H+L) alkaline

phosphatase conjugate was purchased from BioRad (Hercules, CA).

2.2. Animals

Planarians Dugesia (Girardia) schubarti (phylum Plathyhelminthes, class
Turbellaria) were collected from uncontaminated creek and acclimated under laboratory
conditions for 3 months in tanks with reconstituted water (Cabridenc, 1979) at 19°C. The
animals were fed on bovine liver once a week and the water was changed twice a week.

Three days prior to the start of the experiment, 8—12 mm long planarians were selected
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from the culture population. During this period as well as during the treatment, the

planarians were not fed.

2.3. Toxicity test
Planarians were exposed to CuSO, dissolved in culture water at a range of
concentrations for 24 h or for 7 days (solutions changed daily). For each treatment eight

planarians in separate containers were analyzed.

2.4. Stress protein analysis

Ten planarians per treatment group, in duplicate, were exposed to copper (as a
copper sulphate dissolved in the culture water) at concentrations of 40, 80, 160, 320 and
960 pg/L for 4 h or to 40, 80, 160 and 320 pg/L for 24 h. To determine time of induction
planarians were treated at concentrations of 50 or 100 pug Cu/L for 2, 4, 8 and 24 h at 19°C.
In the experiment there were also included planarians exposed to heat shock at 27°C for 24 h
as well as the control group at 19°C. At the end of the treatment the ten animals as a pooled
sample were used for stress protein analysis. Whole body homogenates in 66 mM Tris
buffer (pH 7.5) containing 0.1 mM PMSF were prepared. The samples were centrifuged at
10 000 x g for 30 min at 4°C and the supernatants were stored at —80°C. The total protein
concentration in the samples was determined by the Bradford protein assay (Bradford,
1976), using bovine serum albumin as a standard.

The concentrations of hsp60 in the planarian tissue samples were determined
immunochemically by western blotting. Purified recombinant human hsp60 was used as

positive control. Soluble proteins of 50 to 6.25 g total protein were separated on 12% SDS-
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PAGE gels (200 V for 45 min) and transferred onto 0.45 pm nitrocellulose (100 V for
60 min at 4°C) in transfer buffer of 0.192 M glycine/ 0.025 M Tris/ 20% methanol per
volume, pH 8.3. The membranes were incubated for 1h in blocking buffer 50 mM Tris/
200 mM NaCl (TBS), containing 3% nonfat dried milk and then washed with TBS
containing 0.05% Tween-20 (TTBS). The blots were incubated with polyclonal antibody
against hsp60 from the moth H. virescens for 90 min at room temperature and rinsed several
times with TTBS. After incubation for 90 min with goat anti-rabbit alkaline phosphatase
(AP) conjugate, the blots were washed and developed with 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate and nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT).

To quantify the immunoreactive bands, gels were loaded at serial dilutions of 50, 25,
12.5 and 6.25 pg total protein. The relative hsp60 concentration in each sample was
expressed as the inverse of the total protein at detection limit of the sample divided by the
total protein at detection limit of the control (Sanders ef al., 1991). To determine the time of
induction, stress protein concentrations were compared visually from western blots of gels

loaded with 50 ug of total protein.

2.5. Catalase activity

Five animals per treatment group were exposed to copper at concentrations of 20, 40,
80, 160 and 320 pg/L for 24 h. Whole body homogenates in 100 mM Na-phosphate buffer
pH 7.5, containing 0.1 mM PMSF were prepared immediately after the end of the treatment
and centrifuged at 12 000 x g for 30 min at 4°C. The total protein concentration in the
supernatants was determined by the Bradford protein assay (Bradford, 1976). Catalase (EC

1.11.1.6) activity was measured, according to Aebi (1984) following the decomposition of
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H,0, (¢ = 40 M' cm™). The assays were carried out at 240 nm in 0.1 M sodium phosphate

buffer pH 7.0 with 30 mM H,0O,.

2.6. Statistical analysis

Statistical analyses were performed by GraphPad Prism 3.0. Data were compared
using one-way ANOVA analysis of variance with Dunnett’s multiple comparisons test.
Varians were checked using Bartlett’s test. An alpha level of 0.05 was used to determine
significance in the statistical analysis. Data from toxicity tests were analyzed by Probit

analysis in order to determine LCs, values.

3. Results

In the toxicity test with planarians LCsy of 1230 pg Cu/L (24 h) and 480 pg Cu/L (7
days) were determined. The highest concentration used for the treatment in the hsp60 and
catalase analyses was 26 % of the LCsy (24 h) with exception of the dose of 960 pg Cu/L
(78 %) in 4 h treatment, and the lowest concentration was 1.6 %.

The polyclonal antibody against hsp60 from the moth H. virescens in this study
crossreacted with D. schubarti proteins to produce one band (Fig.1 and Fig.2) of
approximately the same molecular weight of a positive control (recombinant human hsp60).
The two weak bands of proteins with lower molecular weight that appeared on Fig. 1 could
be assigned to members of the hsp60 family or caused by nonspecific binding to other
proteins because of the polyclonal antibody being less specific than monoclonal antybody.
In the control animals, hsp60 detection minimum was 25 g of total protein. Stress protein

induction was detected only after 24 h treatment at 27°C, where hsp60 detection limit was
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6.25 pg of total protein (Fig. 1). The tissue concentration of hsp60 remains unaltered in Cu-
exposed planarians. Immunoblots carried out with copper treated animals at a concentration
range of 40 — 960 pg Cu/L for 4 h (Fig. 2a) or at a concentration range of 40 — 320 pug Cu/L
for 24 h (Fig. 2b), showed hsp60 content similar to the control group. No difference in
hsp60 detection minimum was observed also between animals treated at 50 and 100 pg
Cu/L for 2, 4, 8 or 24 h and the control animals (Table 1).

Catalase activity (Fig. 3) was significantly induced after treatment with copper
sulphate at concentrations of 40, 80 and 160 pg Cu/L (p < 0.001). After treatment with
320 pg Cu/L catalase activity decreases to near control level. No apparent toxicity was

observed at the range of copper concentration used during the treatment.

4. Discussion

Our results in the stress protein induction experiments indicate that the hsp60
content in planarians is not correlated with copper concentration at a range of 40 — 960 pg
Cu/L under the exposure conditions used. Similarly to us Clayton et al. (2000) observed
lack of relationship in dose-response curve for hsp60 in Cu-exposed freshwater mussel at a
range of 30 to 300 pg Cu/L (24 h), where the hsp60 content is not different from that of the
control with exception of one peak at 32 pg Cu/L exposure concentration (50 — 75 pg Cu/L
nominal concentration). It is possible that the lower concentration used in our hsp60
experiment (40 pg Cu/L), corresponding to 3.2 % of the LCsq (24 h), was too high to detect
a stress protein induction due to the biphasic nature of dose-response curve (Cochrane et
al., 1991; Clayton et al., 2000). This explanation, however, is not likely as hsp60 content in

planarians remains unaltered after treatment with 50 pg Cu/L for 2, 4 and 8 h, also. In
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contrast to our data, Sanders ef al. (1991) detected hsp60 induction in blue mussel Mytilus
edulis after exposure to copper using Western blot analysis and the polyclonal rabbit anti-
moth (Heliothis virescens) antibody.

In all control samples hsp60 was always present in detectable quantities, which
indicate that planarians may have high levels of constitutively expressed hsp60. Detectable
background of hsp60 in the control animals was also found in nematode Plectus
acuminatus (Kammenga et al., 1998) and in zebra mussels (Clayton et al., 2000). Sanders
and Martin (1991) did not find any background level of hsp60 in the mussel tissue. Many
stress proteins, including members of the hsp60 family, however, are constitutively
expressed and have essential functions as molecular chaperones under normal ambient
conditions (Martin et al., 1992). Besides this, it is possible that D. schubarti in our
experiment suffered from handling stress or there are other factors, which induced hsp60
expression in untreated animals.

Studying the induction of hsp60 and hsp70 in Oniscus asellus (Isopoda) in response
to multiple heavy-metal exposures, Eckwert ef al. (1997) have shown that hsp70 reacted
more sensitively to metal contamination than hsp60. In contrast, Pedersen et al. (1997)
found that hsp70 levels in gills of crab Carcinus maenas did not appear to correlate with
the degree of trace metal exposure. Laboratory tests with Cu in centipede Lithobius
mutabilis demonstrated that the effect of this chemical on the hsp70 content is rather weak
and inconsistent with a high variability between samples undergoing the same treatment,
small or undetectable differences in hsp70 content under higher concentrations of copper,
and high level of hsp70 in the control, untreated centipedes (Pyza et al., 1997).

Our results on stress protein induction in Planarian are in agreement with other data

previously reported in the literature, indicating that stress protein content in an animal body
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is not clearly correlated with exposure to harmful chemicals. Sanders (1993b) points out
difficulties with separating hsp responses to chemicals from those caused by other
environmental factors. In some cases, the synthesis of hsp is much greater in response to
heat shock than to chemical toxicants (Sanders, 1990). Thus in animals exposed to high
variability in temperature, such as centipedes (Pyza et al., 1997), as well as planarians, any
response to chemicals can be masked by high levels of these proteins induced by
unfavorable thermal conditions. It is unknown, however, whether seasonal changes in the
stress protein level appear in Planarian as the result of direct exposure to cold or heat or are
regulated by an endogenous clock. If the second explanation is considered, seasonal
differences will be maintained even after acclimatization to a constant photoperiod and
temperature in the laboratory. Feder et al. (1996) observed that even under controlled
laboratory conditions, the accumulation of hsp70 does not always increase during heat
shock and decrease after it, but in some individuals it continues to increase after cessation
of heat.

Proteome analysis showed that a number of proteins were induced or repressed in
Mytilus edulis after cooper exposure (Shepard et al., 2000). Thus, the similar hsp60 content
in treated and control animals in our experiment may be explained with qualitative and not
quantitative changes in hsp60 expression in planarians exposed to copper. The use of more
selective antibody to distinguish between constitutive and inducible hsp60 may increase
sensitivity of the technique (the current antibody recognizes both forms). Also, the
technique may be improved by increasing the number of replicates analyzed.

Aquatic organisms contain the major antioxidant enzymes, including catalase, albeit
there are marked quantitative differences among various species reported (for review see

Winston, 1991). Catalase is an enzyme involved in antioxidant defense that eliminates
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hydrogen peroxide (2H,O, — 2H,O + O;). Different responses of catalase have been
described in aquatic organisms exposed to copper in both field and laboratory experiments
(Regoli and Principato, 1995; Doyotte et al., 1997; Teisseire et al., 1997; Regoli et al.,
1998; Varanka et al., 2001). Decreased catalase activity as a consequence of contaminant
exposure would render the organisms more susceptible to the “natural” oxidative stress
related to their environment.

Catalase activity in control animals of planarian D. schubarti was by an order higher
than those found in digestive gland of freshwater Unio tumidus (Doyotte et al., 1997) and
seawater Adamussium colbecki (Regoli et al., 1998), although this comparison is not so
informative due to the different concentrations of H,0O, used for catalase activity
determination. The high catalase activity in untreated animals may indicate that Planarian
D. schubarti possess a strong defense system against reactive oxygen species because of
high levels of dissolved oxygen in the inhabiting cold stream water. High levels of catalase
in Adamussium colbecki really represent an adaptation to the elevated environmental
oxygen levels (Regoli ef al., 1997).

The increase of catalase activity in our experiment (Fig. 3) can be explained with
ROS production induced by copper, because catalase takes part of the defense mechanism
against elevated concentrations of ROS responsible for lipid peroxidation (Fridovich,
1978). Our data are in agreement with Teisseire et al. (1998) that reported increased
catalase activity in Lemna minor L. after a 24 h exposure to copper. The stimulation of
catalase activity in response to copper occurred at low contaminant concentration; at higher
concentration it reached a maximum and then decreased again. This decrease can be

interpreted as a classical stress response in which the intensity of the stress is too high and
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the stage of exhaustion is reached. The decreased catalase activity at high metal
concentrations can also be attributed to enzyme and/or protein synthesis inhibition by
copper (Hartwig, 1995; Eckwert et al., 1997). The reduction of the antioxidant cellular
defenses would be deleterious for the organisms since oxidative stress causes protein and
enzyme inactivation, lipid peroxidation, damage to DNA and ultimately chemical
carcinogenesis (Winston et al., 1991).

Our results suggest that catalase activity in planarians can be considered as a
sensitive indicator for acute exposure to copper. Comparing the effects of metals on
catalase in a chronically polluted mussel population and in translocated organisms, Regoli
and Principato (1995) hypothesized that variations of catalase could be a transitory
response to contaminants during acute exposure, before some compensatory or adaptive
mechanism occurs in chronically exposed populations. Such parameters should not be used
as biomarkers in native population, but only when investigating transplanted organisms.
Thus, catalase pattern in planarians after chronic exposure to copper should be investigated

in order to determine the usefulness of this assay in studies with native populations.

5. Conclusion

This study suggests that hsp60 content in D. schubarti cannot be considered a
valuable biomarker of copper exposure. Untreated animals showed detectable quantity of
hsp60. No difference in the hsp60 expression between copper exposed and control animals
was found. Induction of hsp60 was observed only after heat shock treatment. Catalase
activity in D. schubarti was a very sensitive indicator for acute copper exposure.

Concentration as low as 20 pg Cu/L stimulated the activity of the enzyme after 24 h of
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incubation. This high sensitivity suggests the possible use of catalase as a biomarker of
copper exposure in planarians. The enzyme pattern in chronic exposure, however, should
be investigated to elucidate the response in native populations. Determination of catalase
activity in Planarian is very easy to realize, does not require expensive chemicals, and gives
results in short time. Thus, it is worth performing studies on this organism with other
oxidative stress inducing substances in order to extend the applicability of the assay in

ecotoxicology.
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Table 1

Heat shock protein hsp60 in planarians exposed to copper, expressed as g of total

protein at detection limit determined via quantitative immunoblots.

Time (hours) 50 pg Cu/L 100 pg Cu/L control
2 25 25 25
25 25 25
4 25 25 25
25 25 12.5
8 25 25 25
25 12.5 25
24 25 25 25
25 25 25

Data are based on pools of ten planarians per treatment group, in duplicate.
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Figure captions

Fig. 1. Western blot for hsp60 in planarian exposed to 27°C for 24 h. Numbers at the top
indicate concentration of total protein (jg) loaded. Line 1 to 4 — planarians treated at 27°C

for 24 h, line 7 to 10 — control, line 5 — recombinant human hsp60, line 6 — pre-stained

molecular weight standards (220, 118, 85, 47 kDa).

Fig. 2. Western blots for hsp60 in planarian exposed to a range of Cu concentration for 4 h
(a) or 24 h (b). Numbers at the top indicate nominal Cu concentration in pg/L. Fifty pg of
total protein was loaded on the gel for each sample. C — control, hsp60 — recombinant

human hsp60, M — pre-stained molecular weight standards in kDa.

Fig. 3. Catalase activity in planarian D. schubarti after treatment at a range of copper
concentrations for 24 h. Values are mean + standard errors, n = 5. *** Significantly

different from the control value, p <0.001.
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V — DISCUSSAO

1. Efeitos Genotoxicos do Cobre em Planaria

1.1. Deteccao do dano induzido no DNA pelo cobre utilizando o Teste Cometa

Uma das vantagens mais importantes do Teste Cometa ¢ a sua aplicabilidade em
qualquer tipo celular e organismo eucarioto, além de ser sensivel, rapido e de baixo custo.
Devido a isto ele ¢ recomendado como um teste preliminar para monitorar a genotoxicidade
ambiental. Outra vantagem do teste ¢ que ele fornece dados sobre o dano induzido no DNA
ao nivel celular e permite monitorar a cinética do reparo deste dano. A maioria dos
trabalhos com Teste Cometa nesta area sao com linfocitos humanos, tanto in vitro, expondo
as c€lulas a um agente especifico, como in vivo, no biomonitoramento ocupacional (Collins
et al., 1997). Ultimamente o teste ¢ aplicado também em outros organismos para
biomonitoramento ambiental (Ralph et al., 1997; Sasaki et al., 1997a,b; Belpaeme et al.,
1998), mas os estudos de reparo sao exclusivamente conduzidos em cultura de células in
vitro (Collins et al., 1995; Duthie e Collins, 1997).

O cobre pode promover dano oxidativo ao DNA diretamente ou indiretamente via
supressao das defesas antimutagénicas da célula. O mecanismo direto pode envolver
quelacdo do metal pelas proteinas nucleares e ativagdo das espécies de oxigénio em
proximidade do DNA (revisado por Kasprzak et al., 1999). As ERO formadas lesionam o
DNA, produzindo bases modificadas, além de causar quebras de cadeias e sitios AP (que

sdo alcali-labeis). O alvo preferencial do ataque de ERO parece ser a guanina, sendo que o
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produto final mais freqiiente ¢ a 8-hidroxiguanina (Fig. 3, Introdugdo). As quebras de
cadeia e os sitios AP (transformados em quebras apds tratamento alcalino) sdo detectados
no Teste Cometa pela migracdo do DNA para fora do nucleo, formando a “cauda do

cometa’.

Jien
5 3

5' AP endonuclease * o
5 P 3|
dRpase * (3)
SR .-
" OH 3 P\r

DNA polimerase + DNA ligase ¢ (4)

, PREP9979

Figura 10. Reparo por excisdo de bases (adaptado de Friedberg et al., 1995).

Sitios AP e quebras de cadeia no DNA sdo gerados também durante o processo de
reparo por excisao (Fig. 10). O reparo por excisdo de bases (BER) ¢ um processo

multienzimatico, que ¢ requisitado quando uma tnica base do DNA ¢ modificada, por
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exemplo, por um agente oxidante ou agente alquilante monofuncional (Cadet et al., 2000;
Brozmanova et al., 2001). Geralmente, as bases modificadas sdo excisadas por DNA
glicosilases especificas originando sitios apurinicos ou apirimidinicos (AP). A
fosfodiesterase remove os residuos de acucar-fosfato deixando uma lacuna no DNA, que
permanece até que o processo de reparo seja concluido por DNA-polimerases ¢ DNA-
ligases. As lesdes que levam a distor¢des estruturais na cadeia do DNA, como dimeros de
pirimidina, timina—glicois e adutos gerados por agentes alquilantes, sdo eliminadas durante
o reparo por excisdo de nucleotideos (NER), onde o passo de excisdo envolve 24 a 32
nucleotideos em torno da lesdao (Prakash e Prakash, 2000).

No Capitulo I mostrou-se o efeito genotoxico do sulfato de cobre em planérias apos
exposic¢do in vivo utilizando Teste Cometa. Nas condi¢des experimentais o cobre induziu
dano dose-dependente ao DNA (r=0.984; p<0.001), com aumento significante em
relagdo ao controle nas doses 3-5%10 M CuSOj (Tabela 1, Capitulo I). A heterogeneidade
da resposta no mesmo grupo de tratamento pode ser em fungdo do tipo de célula, como
também do tipo de dano no DNA (Fig. 1, Capitulo I). Apos exposicdo cronica ao sulfato de
cobre, os efeitos genotoxicos foram detectados em concentragdo dez vezes menor em
comparacdo ao tratamento agudo (Fig. 5, Capitulo I). A concentragdo mais alta testada
(1x107> M) foi toxica para as planarias, resultando na diminuicdo dos efeitos genotoxicos.

Nossos dados estdo de acordo com Bolognesi et al. (1999), que detectaram quebras
no DNA, induzidas pelo cobre em mexilhdes, empregando a técnica de elui¢do alcalina. Na
presenca de redutores celulares disponiveis (i.e. acido ascorbico, glutationa, e N-
acetilcisteina), os ions do cobre e ferro podem ter um papel de catalisadores na iniciagdo de

reacdes envolvendo produgdo de radicais livres em condi¢des aerdbias (Britton, 1996; Ueda
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et al., 1998). As ERO geradas por este processo podem atacar o DNA, causando dano as
bases e quebras de cadeia simples e dupla. Assim, o aumento do dano observado em
planarias no Teste Cometa pode ser atribuido as quebras verdadeiras no DNA induzidas
pelo cobre, assim como as quebras resultantes do processo de reparo por excisdo das bases
modificadas (Fig. 10). Dano as bases e quebras no DNA foram detectados também depois
de tratamento concomitante com Cu(Il) e uma variedade de substancias (Aruoma et al.,
1991; Jacobi et al., 1998; Rodriguez ¢ Akman, 1998; Lloid et al., 1998; Yamashita et al.,
1999).

Os nossos resultados obtidos no Teste Cometa mostraram uma variacao
relativamente alta entre os experimentos, descrita também em outros estudos in vivo. Isto
pode refletir variacdo na suscetibilidade entre os animais ou obtencdo de uma suspensio
celular heterogénea. A diferenca no tamanho das planarias também pode contribuir para
distribui¢do ndo homogénea da substancia quimica testada. O elevado indice de dano
observado nas plandrias ndo tratadas pode ser atribuido a quebras introduzidas durante a
preparagdo da amostra, ou pode estar relacionado com processos fisiologicos, como por

exemplo, alto nivel basal de dano no DNA.
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1.2. Interferéncia do cobre com o reparo no DNA

Um resultado positivo no Ensaio Cometa ndo indica necessariamente potencial
mutagénico da determinada substancia, tendo em vista que a maioria dos efeitos observados
¢ conseqiiéncia do “reparo livre de erro” no DNA (Speit et al., 1996). Contudo, substancias
que interferem com este processo podem modular a genotoxicidade em combina¢do com
outros agentes que induzem danos no DNA.

Para estudar a influéncia dos ions de cobre na persisténcia das lesdes induzidas pelo
mutagénico direto metilmetanosulfonato (MMS) no DNA, as planarias foram tratadas com
MMS e em seguida incubadas na auséncia (pds-incubagdo) ou presenga (pos-tratamento) de
CuSO4. O MMS ¢ um agente alquilante monofuncional (interagindo com um unico centro
nucleofilico no DNA), considerado potencialmente carcinogénico. O principal efeito do
MMS parece ser a metilagdo de bases no DNA, criando 7-desoxiguanina e 3-metil adenina
(3-mA). Durante o processo de reparo as bases alquiladas sdo retiradas e os sitios AP sdo
transformados em quebras no DNA.

O tratamento com MMS induziu aumento dose-dependente no indice de dano no
DNA em planarias (Fig. 2., Capitulo I) em doses comparaveis com as doses utilizadas em
células de mamiferos (Hartmann e Speit, 1996). Apos incubacdo de 2 h em dgua de cultivo
a migragdo foi reduzida significativamente, indicando reparo ocorrido no DNA. Este efeito
nao foi observado na presenca de cobre, onde o indice de dano permaneceu quase
inalterado em relacdo ao tratamento com MMS correspondente.

A maior persisténcia do dano induzido por MMS, como resultado do pds-tratamento
de 2h com sulfato de cobre, pode ser atribuida a inibicdo dos passos de polimerizacdo e
ligagdo na fita do DNA durante processo de reparo. Existem evidéncias que as enzimas

ativadas pelo ion Mg(Il) sdo influenciadas pelos ions de outros metais. As enzimas DNA-
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polimerase e DNA-ligase envolvidas no reparo por excisdo no DNA, exemplos de enzimas
que possuem ion Mg(Il) como co-fator, sdo muito sensiveis a acdo de Cd(Il), Pb(II), Co(II),
Ni(Il) e As(IIT) (Hartwig, 1995). Nao existem evidéncias de inibi¢do destas enzimas pelo
Cu(Il), mas tal inibi¢do foi observada em pelo menos uma classe de enzimas Mg(Il)
dependentes, designadas de MutT em Escherichia coli e MTH1 em humanos (Porter et al.,
1997). Os mecanismos propostos sdo a competicdo com os ions do metal essencial assim
como mudancas estruturais das enzimas por oxidacdo de grupamentos —SH, acdo
aparentemente comum para todos os metais de transicdo (Porter et al., 1997; Kasprzak et
al., 1999).

Os animais tratados com MMS no nosso experimento mostraram um aumento na
migracdo do DNA apoés 4 h de pos-incubagdo em relagdo ao valor de 2 h (Fig. 3, Capitulo
I). Fendmeno semelhante para a migragdo do DNA no Ensaio Cometa foi observado por De
Boeck e Kirsch-Volders (1997) em Nereis virens como resultado de tratamento continuo
com etilmetanosulfonato (EMS). Uma possivel explicagdo para o segundo pico poderia ser
a inducdo de enzimas DNA-glicosilases ou DNA-nucleases via de mnovo sintese de
proteinas, como por exemplo, a enzima 3-mA DNA-glicosilase Il em resposta de adaptacao
a alquilagdo em Escherichia coli (Friedberg, 1995). O aumento menor na migracdo do
DNA no grupo de poés-tramento com cobre (em relagdo ao grupo de pds-incubacio) apos
4 h (Fig. 3, Capitulo I), pode ser explicado pela inibi¢ao da sintese protéica requerida para a
inducdo destas enzimas pelo cobre. Tal inibi¢do de sintese protéica estd descrita para ions
de Cd(Il) (Snow, 1992) e Co(I) (Leitdo et al., 1993).

Ao contrario dos estudos in vitro, que indicam reparo rapido do dano em Teste
Cometa (Speit et al., 1996), a migracgdo do DNA em planarias tratadas com MMS

permanece significativamente elevada em relagdo ao grupo controle apds 24 h de pos-
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incubacdo. A freqliéncia de células com dano “classe 4” (Fig. 4, Capitulo I), diminuiu
muito pouco durante este periodo, indicando baixo nivel de reparo nas células de planaria.
A capacidade reduzida de reparo parece ser uma caracteristica geral das células
diferenciadas (Collins et al., 1995; Kaminskas ¢ Li, 1992; Van Loon et al., 1993), ao
contrario das células que estdo em proliferagcdo. Este resultado interessante estd de acordo
com outros estudos in vivo que mostram permanéncia do dano induzido por MMS em
orgdos multiplos de rato (Sasaki et al., 1997) e em girino de Rana clamitans (Ralph et al.,
1997), comprovando mais uma vez a importancia dos testes in vivo na avaliagdo do impacto

ambiental e risco a saide humana de um determinado agente.
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2. Toxicidade do cobre em Planaria

2.1. Acumulagao de Proteinas de Estresse

A sintese elevada das proteinas de estresse € um fendmeno universal, observado em
resposta de varias condi¢des desfavoraveis na célula (Tabela 2). O modo comum de acdo
destes fatores diversos parece ser o dano causado aos alvos protéicos, condigdo conhecida
como proteotoxicidade (Hightower, 1991). Nesta condi¢do, algumas das proteinas com
expressao constitutiva sdo induzidas proporcionalmente a intensidade do estresse softrido,
enquanto outras isoformas sdo sintetizadas exclusivamente apos exposicdo adversa
(Bierkens, 2000). As proteinas de estresse combatem os efeitos proteotoxicos prevenindo
desnaturacdo das proteinas danificadas por meio de restabelecimento do seu dobramento

correto, ou promovendo degradacdo das proteinas anormais (Bierkens, 2000).

Tabela 2. Algumas condi¢des que provocam inducao na sintese de proteinas de estresse.*

Fatores ambientais Estados patologicos Estados fisiologicos
Choque térmico Infecgdo viral Divisdo celular
Metais de transicao Febre Fatores de crescimento
Inibidores do metabolismo Inflamacao Desenvolvimento ¢
energético diferenciagdo
Isquemia
Anélogos dos aminoacidos
Hipertrofia
Quimioterapicos
Dano oxidativo

* Adaptado de Welch (1993).
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O modo mais eficiente e direto para se medir a concentragdo das proteinas de
estresse envolve o uso de anticorpos especificos. Devido ao alto grau de conservacao destas
proteinas na escala evolutiva (Lindquist e Craig, 1988), os anticorpos especificos
apresentam reatividade cruzada com espécies de filos diferentes. Esta propriedade facilita o
seu uso em estudos ambientais, sendo que as familias hsp60 e hsp70 estdo entre as mais
utilizadas para este fim (Sanders, 1994b).

O anticorpo policlonal contra proteina hsp60 de mariposa H. virescens, utilizado
neste estudo (Capitulo II), mostrou reatividade cruzada com a proteina hsp60 da planaria D.
schubarti, resultando em uma banda (Fig. 1 e Fig. 2, Capitulo II) com aproximadamente
mesmo peso molecular do controle positivo (hsp60 humana recombinante). As duas bandas
fracas com peso molecular mais baixo observadas na Fig. 1 (Capitulo II) podem ser
atribuidas aos membros da familia das proteinas hsp60, como também podem aparecer em
resultado da reagdo ndo especifica devido a natureza policlonal do anticorpo utilizado.
Todos os animais ndo tratados apresentaram nivel detectavel da proteina hsp60, com limite
de detecgdo de 25 pg proteina total. Exposicdo a temperatura elevada (27°C por 24 h)
induziu a sintese da proteina hsp60, que foi detectada em 6.25 ug de proteina total (Fig. 1,
Capitulo II).

O presente estudo mostra que a quantidade da proteina hsp60 em plandrias nao
sofreu alteracdo apods exposicdo de 4 h (Fig. 2a, Capitulo II) ou 24 h (Fig. 2b, Capitulo II)
ao sulfato de cobre. Também ndo foi observado aumento no conteido de hsp60 apods o
tratamento com 50 ou 100 mg Cu/L por periodo de 2, 4 ¢ 8 h (Tabela 1, Capitulo II). Nosso
resultado estd de acordo com Clayton et al. (2000) que relatam auséncia de relagdo dose-

resposta para hsp60 em mexilhdo de 4gua doce apds exposi¢ao de 30 - 300 mg Cu/L (24 h).
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Este fato pode ser explicado com as mudancas qualitativas na expressdo desta proteina (ndo
alterando a quantidade total na célula), que estdo comprovadas na anélise de proteoma em
Mytilus edulis, onde varias proteinas da familia hsp60 foram induzidas ou reprimidas apos
exposicdo ao cobre (Shepard et al., 2000).

A presenca de hsp60 em todas as amostras de planarias ndo tratadas indica um alto
nivel da expressdo constitutiva desta proteina. A proteina hsp60 foi detectada também em
animais do grupo controle em nematodo Plectus acuminatus (Kammenga et al., 1998) e em
mexilhoes (Clayton et al., 2000). Em contraste com os nossos dados, Sanders et al. (1991)
ndo relatam nivel basal de hsp60 no tecido de mexilhdo Mytilus edulis, que s6 ¢ induzido
apds o tratamento com cobre. Porém, muitas proteinas da familia de hsp60 sdo
constitutivamente expressas e tém fungdes essenciais como chaperonas moleculares em
condicdes fisioldgicas (Martin et al., 1992). Além disto, € possivel que D. schubarti em
nosso experimento esteja sob impacto de outros fatores, que provocam inducdo na
expressao das proteinas hsp60 nos animais nao tratados.

Estudando a indu¢do de hsp60 e hsp70 em Oniscus asellus (Isopoda) em resposta a
exposi¢ao multipla a metais pesados, Eckwert er al. (1997) mostraram que as proteinas
hsp70 sdo mais sensiveis a contaminacdo em comparacdo com hsp60. Em contraste,
Pedersen et al. (1997) mostraram que os niveis de hsp70 em branquias de caranguejo
Carcinus maenas nao estdo correlacionados com o grau de exposicdo aos metais pesados.
Exposi¢do da centopeia Lithobius mutabilis ao cobre em laboratdrio, também revelou pouca
diferenga no conteudo de hsp70 nos tratamentos com diferentes concentragdes, grande
variabilidade entre os animais do mesmo grupo e alto nivel de hsp70 nos animais controle
(Pyza et al., 1997). Além do mais, Feder et al. (1996) observaram que a acumulagdo de

hsp70 nem sempre aumenta durante o choque térmico e diminui ap6s o restabelecimento da
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temperatura usual, até mesmo em condi¢des controladas no laboratorio, mas em alguns
individuos continua aumentando depois de cessagdo do calor.

Nossos resultados em indugdo de proteinas de estresse em plandria estdo de acordo
com outros dados previamente informados na literatura, indicando que o contetido destas
proteinas nem sempre estd correlacionado com exposicdo as substancias quimicas
prejudiciais (Bierkens, 2000). Em alguns casos, a sintese de hsp ¢ muito maior em resposta
ao choque térmico do que em resposta aos agentes toxicos (Sanders, 1990). Dificuldades de
se separar respostas de hsp as substancias quimicas, daquelas causadas por outros fatores
ambientais, sdo apontadas também por Sanders (1993b). Tendo em vista a grande variedade
de condi¢des onde as proteinas de estresse sdo sintetizadas (Tabela 2), o ideal seria que
cada agente induzisse diferentes isoformas destas proteinas, fato que ndo esta relatado na
literatura até o momento. Esta falta de especificidade ¢ um fator limitante no uso das
proteinas de estresse em estudos ambientais, sendo que um biomarcador valioso deveria ser
indicativo de um agente especifico, capaz de distingui-lo entre os outros.

Uma outra limitacdo do teste ¢ a utilizagdo do anticorpo que reconhece ambas as
formas da proteina hsp60 — induzida e a constitutiva. A expressdo de algumas classes das
proteinas de estresse aumenta significativamente em diferentes fases do desenvolvimento
(Tabela 2), o que poderia mascarar o efeito da indu¢do por agentes desfavoraveis. Para
detectar tais mudancgas seria necessario o uso de anticorpo seletivo, capaz de distinguir

entre a forma da hsp60 expressa constitutivamente e a forma induzida.
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2.2. Modulacao na atividade da Catalase

Em resposta ao elevado nivel de ERO ocorre um aumento na capacidade
antioxidante da célula num processo de ativagdo de genes especificos para enzimas
antioxidantes. A catalase ¢ uma destas enzimas, envolvida na desmutagdo do perdxido de
hidrogénio para dgua e oxigénio (Fridovich, 1998). Ela possui uma afinidade relativamente
baixa para o peroxido de hidrogénio, porém tem uma velocidade muito alta. Por isto, ¢ uma
defesa potente para neutralizar concentragdes altas do peroxido, possivelmente como as que
sdo formadas por fagocitos ativos (Henriques et al., 2001). Os fagocitos sdo apontados
como fonte importante de ERO em resposta aos metais (Stohs e Bagchi, 1995).

Neste estudo foi observado aumento significante na atividade da catalase em
planérias apos exposi¢do ao cobre em concentragdes 40, 80 e 160 pg Cu/L (p < 0.001) por
24 h (Fig. 3, Capitulo II). A dose mais alta utilizada (320 pg Cu/L) foi téxica para os
animais, provocando decaimento na atividade da catalase. A alta atividade da catalase em
animais ndo tratados indica que a planaria D. schubarti pode possuir um forte sistema para
defesa contra ERO devido ao alto nivel de oxigénio dissolvido na dgua fria e corrente de
seu habitat.

O aumento na atividade da catalase no nosso experimento pode ser explicado com o
estresse oxidativo induzido pelo cobre, sabendo-se que a catalase ¢ parte do mecanismo de
defesa a elevadas concentragdes de ERO. Nossos dados estdo de acordo com Teisseire et al.
(1998) que detectaram atividade de catalase aumentada em Lemna minor L. apds exposi¢ao
de 24 h ao cobre. O aumento da atividade de catalase ap6s tratamento com cobre aconteceu
em baixas concentracdes do contaminante. Em concentra¢des mais altas a atividade alcanga

um pico maximo e decai novamente. Esta diminui¢do pode ser interpretada como uma
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resposta classica ao estresse na qual a alta intensidade do agente leva a fase de
esgotamento, caracterizada pela inibi¢do da sintese protéica e atividade enzimatica
(Hartwig, 1995; Eckwert et al., 1997). Uma inibi¢do da catalase, como conseqiiéncia de
exposi¢do aos contaminantes, poderia tornar os organismos mais suscetiveis ao "estresse
oxidativo natural" do ambiente.

Em fungdo destes resultados conclui-se que a atividade da catalase em planarias
pode ser considerada um indicador sensivel para exposi¢ao aguda ao cobre. Porém, existem
dados na literatura apontando que as variagdes na atividade da catalase sdo uma resposta
transitoria a contaminantes durante exposi¢do aguda, antes do aparecimento de algum
mecanismo compensatorio ou adaptavel nas populagdes (Regoli e Principato, 1995). Assim,
para determinar a utilidade do ensaio em estudos com populacdes nativas, tornam se
necessarios estudos da variacdo desta enzima em planarias apos exposi¢do cronica ao

cobre.
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3. Utilidade das planarias como organismo-teste em biomonitoramento ambiental

Grande parte da poluicdo ambiental tem seu destino final nas &aguas, lancada
diretamente pelos efluentes urbanos e industriais ou absorvida pela dgua das chuvas.
Monitoramento do ambiente aquatico ¢ essencial para identificar possiveis efeitos adversos
desta poluicdo sobre os organismos aquaticos e os perigos para a saude humana. Testes
com organismos novos para este fim exigem avaliacdo de alguns critérios basicos, tais
como importancia ecologica do efeito testado, disponibilidade e sensibilidade dos
organismos-teste, reprodutibilidade dos resultados, simplicidade e baixo custo.

A espécie Dugesia schubarti empregada neste estudo, mostrou uma sensibilidade ao
mutagénico direto MMS nas concentragcdes que induzem efeitos em outros organismos e
sistemas utilizados rotineiramente nos testes de genotoxicidade. Foi mostrado também o
efeito genotoxico do sulfato de cobre em Teste Cometa, o que poderia ajudar esclarecer os
dados controvertidos sobre potencial mutagénico do cobre. Os estudos com planarias nao
enfrentam o problema de baixa biodisponibilidade do cobre, que ¢ resultado da elevada
concentragdo de sais nos meios de cultura e dificulta bastante os estudos in vitro. Este fato
pode ter ajudado detectar o efeito genotdxico do cobre neste estudo e apresenta uma
vantagem do uso de plandrias em futuras pesquisas.

A planaria mostrou-se um organismo interessante para estudos de reparo do DNA in
vivo. Como um organismo integro, a plandria possui todos os mecanismos de regulacdo da
resposta e preservagdo da estabilidade do material genético, fatores, que sdo limitantes nos
estudos in vitro. Além disto, com o uso de planarias que se reproduzem assexuadamente,
evita-se a variabilidade genética que leva a uma heterogeneidade na resposta dos

organismos nos estudos in vivo.
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A presenca da catalase em planarias e a simplicidade da execu¢do do método, assim
como a sensibilidade ao estresse oxidativo induzido pelo cobre, sugerem que este
organismo sera bastante util na avaliacdo do potencial oxidante de substancias quimicas em
testes de laboratério, e também, para avaliar exposicdo aos agentes oxidantes em
ecossistemas aquaticas.

A alta sensibilidade das plandrias e a reprodutibilidade dos resultados demonstrados
neste estudo, junto com os fatores favoraveis previamente selecionados, tais como a ampla
distribuicdo das plandrias na natureza e o baixo custo do cultivo em laboratério, assim
como a simplicidade dos métodos empregados, comprovaram a utilidade deste sistema para
futuros estudos de toxicidade e genotoxicidade de produtos quimicos e em

biomonitoramento ambiental.
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VI - CONCLUSOES

1. Conclusao Geral

Os resultados apresentados neste estudo revelam o potencial toxico e genotdxico do
sulfato de cobre em planarias e também sugerem que este organismo-teste pode ser
considerado um sistema valioso para avaliagdo da contaminacdo quimica em estudos

ambientais.

2. Conclusodes Especificas

» Foi revelado o potencial genotoxico do sulfato de cobre em planaria apds exposicao
aguda e cronica in vivo, assim como o efeito modulador sobre a agdo de outros agentes

mutagénicos;

» Este trabalho foi o primeiro a empregar Teste Cometa na avaliacdo do efeito genotdxico

do sulfato de cobre, comprovando a utilidade do método para este fim;

» O monitoramento da cinética do reparo no DNA em plandrias in vivo mostrou que as
células diferenciadas possuem baixa capacidade de reparo em comparagao com as células

em cultura;
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» O conteudo da proteina hsp60 em planaria Dugesia schubarti nao foi alterado em
resultado da exposicdo ao cobre, revelando que ndo ¢ um parametro adequado para

avalia¢do da contaminagdo quimica;

» A atividade da catalase em plandria foi significativamente induzida apds exposicao as
baixas concentragdes de sulfato de cobre, mostrando-se um indicador sensivel para a

toxicidade do cobre;

» A planaria mostrou-se também um organismo bastante apropriado para detectar dano no
DNA utilizando Teste Cometa, sugerindo sua utilidade para monitoromento de efeitos

genotoxicos induzidos por agentes quimicos no ambiente aquatico.
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VII - PERSPECTIVAS

Para que seja esclarecido o tipo de dano induzido por sulfato de cobre no DNA seria
de estrema relevancia complementar os estudos em Teste Cometa utilizando enzimas lesao
especificas (Collins et al., 1995). Enzima formamidopirimidina DNA-glicosilase (FPQG)
reconhece o anel aberto das purinas (fapi-adenina, fapi-guanina) e 8-hidroxiguanina, sendo
que o ultimo ¢ considerado de substrato principal desta enzima in vivo. A enzima
Endonuclease III detecta pirimidinas oxidadas. Assim, comparando-se a quantidade total de
quebras no DNA, com as quebras sitio-especificas, pode se inferir sobre a natureza dos
danos oxidativos induzidos por cobre.

Com objetivo de se estudar o reparo dos danos oxidativos no DNA em Teste
Cometa, seria interessante a utilizacdo de linhagens de levedura deficientes em enzimas de
reparo por excisao de bases, tais como ntgl/A e ntg2A. O tamanho do genoma de levedura
¢ relativamente pequeno em relagdo aos eucariotos superiores, 0 que juntamente com a
presenca de parede celular dificulta os estudos com este organismo em Teste Cometa.
Porém, recentemente este ensaio foi adaptado também para o uso em levedura (Miloshev et
al., 2002).

Existem evidéncias recentes de que o estresse oxidativo provocado por distirbios
em homeostase do cobre pode ter papel importante na etiologia das doengas
neurodegenerativas causadas por prion (Sorenson, 2001). Tendo em vista que 0 nosso
trabalho ¢ o primeiro a mostrar que Teste Cometa detecta quebras no DNA induzidas por

cobre, poderia se recomendar o uso deste ensaio na tentativa de se esclarecer fun¢do do
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cobre, e a suposta proteina transportadora PrP°, nos animais normais e nos infectados com a
forma patogénica desta proteina (PrP%).

A planaria mostrou-se um sistema bastante sensivel para deteccdo de estresse
oxidativo e efeitos genotoxicos induzidos por substincias quimicas. Portanto, seria
importante completar este estudo testando outras substincias, assim como verificar a
atividade de outras enzimas antioxidantes (SOD, GPX) e o nivel de antioxidantes nao
enzimaticos, como a glutationa. A acumulacdo do cobre em plandrias, assim como de
outros metais, poderia ser medida por método PIXE (emissdo de raios-x induzida por
particulas) e correlacionada com possiveis alteragdes fisioldgicas. Estudos sobre os efeitos
da exposi¢do cronica aos contaminantes também ¢ indispensavel na adequagdo dos métodos

para o biomonitoramento ambiental.
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