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RESUMO

A contaminagdo ambiental com compostos contendo metais pesados é preocupante, pois estes tém alta toxicidade, capacidade
de bioacumulagdo e potencialidade de induzir danos ao material genético. O sulfato de cobre tem largo emprego tanto
em processos industriais quanto na agricultura. A comparagdo dos efeitos toxicos e genotdxicos entre espécies é funda-
mental para avaliar o risco biolégico de poluentes. O objetivo deste trabalho foi avaliar os danos gerados pelo sulfato
de cobre em diferentes sistemas biol 6gicos. Foram utilizados dois eucariotos distintos no que diz respeito a posicéo evolutiva:
planérias, um dos primeiros metazodrios, e camundongos, um metazodrio complexo que possui ampla similaridade biol6gica
com os humanos. Em planérias, o sulfato de cobre induziu danos ao DNA de forma dose-dependente (r = 0,984; p < 0,001),
quando avaliado pelo teste cometa. As doses maiores (3-5 x 10°M CuSO,) induziram significativamente mais danos que
0s controles negativos. Doses dez vezes menores induziram efeitos significativos no tratamento cronico. Estudos de reparo,
por suavez, mostraram a persisténcia do dano ao DNA 24 h apds a exposi¢ao aguda. O pos-tratamento com CuSO, diminuiu
o reparo dos danos causados pelo agente alquilante de DNA metil metanosulfonato (MMS). O sulfato de cobre (nas doses
de 0,06 a1,2 x 10°M CuSO,) também induziu alteragbes na regeneracéo das planarias, de maneira dose-dependente (r =
0,822 e p < 0,001). Em camundongos, a dose de 20,72 mg CuSO, por kg de peso corporal induziu aumento significativo
dos danos no DNA, quando avaliados pelo ensaio cometa apds 24 h. O reparo foi efetivo apds 48 h (p < 0,01). Os resultados
deste estudo revelaram o potencial toxico e genotoxico do sulfato de cobre e a capacidade de interferéncia com processo
de reparo do dano no DNA causado por outras substancias, sugerindo possivel efeito modulador da genotoxicidade em
combinagdo com outros agentes no ambiente.

Palavras-chave: sulfato de cobre, planéria, camundongo, genotoxicidade, teste cometa.

ABSTRACT

Toxicity and genotoxicity of copper sulphatein freshwater planarians and mice

Environmental contamination with copper-containing compounds is significant. Copper sulfate is largely applied in in-
dustrial and agricultural processes. To compare the toxicity of compounds between species is fundamental for predict-
ing environmental hazards. The goal of this paper isto compare the toxicity and genotoxicity of copper sulfate between
planarians, an early eukaryote, and mice, a mammal with striking similarities with humans. In planarians, copper sulfate
induced DNA damages in a dose-related fashion (r = 0.984; p < 0.001) and the higher doses of the compound induced
more damage than the controls when evaluated by the comet assay. Doses ten fold lower than the used in acute tests in-
duced significant genotoxicity in cronic tests. Repair studies showed alow repair capability for the acute doses after 24
h. The post-treatment with CuSO, reduced the repair of the DNA damages generated by the DNA alkylating agent me-
thyl methanesulfonate (MMS). The copper sulfate also induced significant concentration-related influence in planarian
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regeneration (r = 0.822 and p < 0.001). In mice, a dose of 20.72 mg CuSO, per kg of body weight induced a significant
increase in DNA damage 24 h after the exposure; and the repair was effective after 48 h from the exposure, when eval uated
by the comet assay. Results indicate toxicity and genotoxicity as well as repair interference potential for copper sulfate,
supporting a possible interference of the metal in the toxicity of environmental pollutants.

Key words: cupric sulfate, planarian, mouse, genotoxicity, comet assay.

INTRODUGAO

Estudos recentes apontam que metais como ferro, cobre
e cromo atuam em ciclo redox, produzindo espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Stohs & Bagchi, 1995). As EROs e 0
estresse oxidativo gerado por estas induzem a peroxidagédo
de lipidios, danos no DNA e ateram a homeostasia de diversos
minerais essenciais. Adicionalmente, o estresse oxidativo afeta
diversas rotas metabdlicas, incluindo aquelas envolvidas no
reparo de danos ao DNA. O sulfato de cobre tem largo emprego
tanto em processos industriais quanto na agricultura, como
fungicida, e na dieta humana, como suplemento alimentar. O
cobre é comumente encontrado em diversos compartimentos
dos ecossistemas, sendo um poluente de importancia signifi-
cativa (Teisseire et al., 1998).

A comparagdo dos efeitos toxicos e genotdxicos entre
espécies é fundamental para avaliar o risco bioldgico de
poluentes, particularmente para compostos persistentes no meio
ambiente (Bolognesi et al., 1999). Planérias de &gua doce séo
sensiveis a poluentes, tém ampla distribui¢ado, sdo de cultivo
fécil e barato, atributos que favorecem a sua utilizagdo como
bi oindicador. Os camundongos tém amplo emprego em estudos,
s80 similares aos humanos e compartilham o mesmo habitat
com os Ultimos.

O ensaio cometa é uma ferramenta sensivel para quanti-
ficar danos no DNA, bem como o processo de reparagédo dos
mesmos, e é amplamente empregado em estudos de genética
toxicol6gica e monitoramento ambiental (Fairbairn et al., 1995;
Tice, 1995; Collins et al., 1997). A versdo alcalina do teste,
descrita por Singh et al. (1988), permite medir a ocorréncia
de quebras simples e dupla, sitios alcali-labeis e cross-links
no DNA.

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos toxicos
e genotoxicos do sulfato de cobre em planérias e camundongos,
além de elucidar aguns aspectos do reparo de danos no DNA
induzidos pelo sulfato de cobre nos dois organismos.

MATERIAISE METODOS

Testes em planarias

Foram utilizadas neste estudo planérias da espécie
Girardia schubarti. Os animais foram cultivados em agua
reconstituida e aimentados semana mente com figado bovino.
Planéarias medindo entre 5 e 8 mm foram expostas aos
tratamentos. Para determinac&o datoxicidade, as planériasforam
expostas a sulfato de cobre dissolvido em &gua de cultivo em

diferentes concentragBes por 24 h ou por 7 dias (com as solugdes
sendo trocadas diariamente) a 19°C. Em cada experimento 8
planérias foram analisadas.

Planérias regenerantes foram obtidas pela decapitacéo
na regido imediatamente abaixo das auricul as para os estudos
de alteragdo na regeneragdo. Grupos de 20 planarias
regenerantes foram submetidas a solucées de sulfato de cobre
nas concentragdes de 0,06, 0,15, 0,6 e 1,2 um de Cu, dissolvidos
em agua de cultivo. Os seguintes marcadores de regeneracéo
foram observados. a) aparecimento de cicatriz (dia 1); b)
emergéncia de blastema (dia 2); c) formagéo de ocelos
completos (dia 3); e d) emergéncia de auriculas (dia 4). As
planarias ndo foram aimentadas durante os testes e os animais
foram avaliados em interval os subsequientes de 24 h, quando
0 ndmero de animais gpresentando um marcador de regeneracdo
especifico foi anotado (Calevro et al., 1998, 1999).

A genotoxicidade do sulfato de cobre foi avaliada pelo
ensaio cometa: a 2 h, nas concentragdes de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0
e5,0x 10°M; ea7 dias, nas concentragdes de 0,1, 0,25, 0,5,
0,75 e1,0 x 10°M. O teste cometa também foi utilizado para
avdiar acinéicadereparo do DNA. As plandrias foram tratadas
por duas horas com MM S [8 x 10°M] e, posteriormente, incu-
badas por 2, 4 e 24 h em &gua de cultivo (pbds-incubagdo) ou
por 2, 4 e 24 hnapresencade 2 x 10°M CuSO, (pos-tratamento).
Planérias ndo tratadas foram também incubadas por 2, 4 e 24
h em agua de cultivo contendo ou ndo CuSO, [2 x 10°M].

Camundongos

Camundongos da linhagem CF1 pesando entre 25 e 30
gramas, com idade entre 5 e 7 semanas, foram obtidos da
Fundacdo Estadua de Producao e Pesguisa em Salide (FEPPS),
Porto Alegre, RS. Antes dos testes os animais foram aclima-
tizados por 7 dias, recebendo ragéo e agua ad libitum e, entéo,
foram tratados por gavagem.

Ensaio cometa

A versdo alcalina do teste cometa foi executada segundo
Tice (1995). Paraas plandrias, aslaminas foram confeccionadas
a partir de uma suspenséo celular obtida pela tripsinizagdo
dos organismos (4-8 por amostra). Ja, para cada camundongo,
uma gota de sangue da caudafoi coletada em um microtubo
contendo heparina, 0 que se constituiu no materia de interesse.
Cem células sdlecionadas a eatoriamente foram analisadas para
cada amostra/animal. As células foram classificadas de acordo
com o formato da imagem em cinco classes (sem dano = 0,
dano maximo = 4). Desse modo, constituindo um indice de dano
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para cada amostral/animal variavel de 0 (sem dano algum — 100
células x 0) a 400 (dano maximo — 100 células x 4).

Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram executadas pelo programa
GraphPad Prism 3.0. Os dados de toxicidade foram analisados
pelaandlise de Probit para determinar osvaloresde LC, . Os
danos a0 DNA nos camundongos em relacdo ao controle e entre
24 e 48 h foram comparados pelo teste t de Student. Para as
andlises de correlagdo foi utilizado o coeficiente de Pearson.
O nivel de significanciafoi de 0,05.

RESULTADOS

Em planéarias, aLC_ foi de 1230 ug Cu/L a24 h ede
480 ug Cu/L a7 dias. O sulfato de cobre causou atraso na
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regeneracao de maneira concentragcdo-dependente (r = 0,822;
p = 0,001) num intervalo de concentragdes que variou de 0,06
al,2x10°M CusO,.

Foi observado aumento no dano ao DNA de forma
concentragdo-dependente apés 2 h (Figura 1A) e 7 dias (Figura
1B) de exposic¢do ao cobre quando avaliado pelo ensaio
cometa.

As planarias tratadas com MMS e incubadas na presenca
de sulfato de cobre mostraram persisténcia de lesdes ao DNA
apbs 2 h (Figura 2). A 4 h, houve aumento no dano de DNA
em relagdo ao dano apds 2 h, que pode ser atribuido a quebras
no DNA introduzidas durante o reparo. O dano no DNA no
grupo de pos-incubagdo permanece elevado em relagdo ao
controle 24 h e 48 h ap6s tratamento. O tratamento de 48 h
com sulfato de cobre 2 x 10-> M mostrou-se toxico tanto no
grupo controle como no grupo de pds-tratamento.
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Figura 1 — Efeito genotéxico do sulfato de cobre em planérias. A — apés 2 h de tratamento. B — apds 7 dias de tratamento.
Média e desvio-padréo de 4-6 experimentos. Significativamente diferente do controle: * p < 0,05; ** p < 0,01
pelo teste de ANOVA, seguido do teste de comparagfes multiplas de Dunnet.
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Figura 2 — Cinética de reparo do dano ao DNA causado por MMS na presenca de CuSO, em planarias. Tratamento por 2 h com MMS (8 x 107) e
incubadas em &gua de cultivo (v) — pos-incubaggo, ou na presenca de 2 x 10° CuSO, (@) — pos-tratamento. Planarias néo tratadas também foram
incubadas em &gua de cultivo (O), ou na presenga de 2 x 10° M CuSO, (m). Média e desvio-padréo de 5-7 experimentos. ** Significativamente
diferente do valor correspondente & pos-incubagéo, p < 0,01.
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Em camundongos, o sulfato de cobre induziu aumento
de dano ao DNA em relagdo ao controle negativo, apds 24
h. Uma reducéo significativa, em comparacdo com 24 h, nos
danos ao DNA foi observada 48 h ap6s exposicéo (p < 0,01).

DISCUSSAO

Nossos resultados apontaram efeito tOxico e genotoxico
do sulfato de cobre em planarias de agua doce e em camun-
dongos. Os testes de regeneragdo apontaram um potencial
teratogénico, principal mente em relacdo ao tempo de regene-
racdo. Esse atraso poderiaindicar o risco de mal-formacbes
embrionérias. O efeito genotdxico pode ser atribuido aindugéo
de EROs, viareagdo do tipo Fenton, que pode causar danos
em componentes celulares como DNA e proteinas. Diferen-
temente dos estudos in vitro, nossos resultados, in vivo com
planarias e camundongos, apontam reparo mais lento, de modo
gue o dano ao DNA n&o volta ao nivel basal 24 h ou 48 h do
inicio da exposi¢ado. |sso acentua aimportancia dos testesin
vivo que permitem avaliar ainfluéncia da homeostasia sobre
a estabilidade do material genético.

O ensaio cometa ndo prevé necessariamente o potencial
mutagénico das substancias testadas, uma vez que detecta
alteracdes no DNA que podem ou ndo ser reparadas
eficientemente. Contudo, varios trabal hos ja apontaram o efeito
mutagénico de compostos contendo cobre. Uma das possiveis
razes da genotoxicidade do cobre é ainterferéncia do demento

Praet al.

sobre 0s mecanismos celulares de reparo do DNA. Paraavaiar
isso, as planarias foram expostas a0 MM S, um agente alquilante
de agdo direta, e, posteriormente, incubadas na auséncia e na
presenca de CuSO,. Observou-se inibigdo do reparo, que pode
ser atribuida ainibicdo das enzimas de reparo: @) pelaligagdo
ao sitio ativo, em substituicdo ao co-fator responsavel pela
reatividade das moléculas; b) pela desnaturagéio mediada pela
interacdo do cobre com os grupos sulfidril; e ¢) pelainibicdo
dos passos de polimerizaco e ligagdo nafitado DNA durante
0 processo de reparo. Além disso, pode ocorrer efeito
sinergistico gerado pelas EROs produzidas pelo cobre. A
inibicdo do reparo de DNA em presenca de sulfato de cobre
poderia acentuar o efeito mutagénico do MM S e, supostamente,
de outros agentes alquilantes.

A concordancia das respostas genotoxicas em planarias
e em camundongos valida o uso de planarias para a avaliagéo
da toxicidade e genotoxicidade de compostos metdlicosin vivo
pelo ensaio cometa. Além disso, reforga a utilidade dos estudos
de regeneragdo em planérias. Desse modo, as planérias podem
ser utilizadas para avaliar riscos ambientais relacionados a
exposi¢8o aguda e crdnica a quimicos, em ecossistemas
aguaticos. O efeito inibitdrio dos ions de cobre sobre o reparo
de lesdes ao DNA induzidas por MMS aponta efeito
modulatério do metal sobre o efeito genotdxico de misturas
ambientais de natureza complexa. Estudos adicionais sdo
necessarios paraandisar ainterferéncia de metais sobre o reparo
de DNA
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Figura 3 — Genotoxidade do sulfato de cobre em células sangliineas de camundongos avaliada pelo ensaio cometa. # Significativamente maior em
relacdo adguaa 24 h ea48 h (p < 0,01). £ significativamente menor que o dano a 24 h (p < 0,01). Andlise pelo teste t de Student.
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