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RESUMO

A contaminagdo ambiental com compostos contendo metais pesados é preocupante, pois estes tém alta toxicidade, capacidade
de bioacumulacé&o e potencialidade de induzir danos ao material genético. O sulfato de cobre tem largo emprego tanto
em processos industriais quanto na agricultura. A comparacao dos efeitos toxicos e genotoxicos 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 posi¢éo evolutiva:
planarias, um dos primeiros metazodrios, e camundongos, um metazoario complexo que possui ampla similaridade bioldgica
com os humanos. Em planarias, 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 crénico. Estudos de reparo,
por sua vez, mostraram a persisténcia do dano ao DNA 24 h apds a exposicéo aguda. O pos-tratamento com CuSO, diminuiu
0 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 regeneragdo das planérias, 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 apos 48 h (p < 0,01). Os resultados
deste estudo revelaram o potencial toxico e genotdxico 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
combinac&o com outros agentes no ambiente.
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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, amammal 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 evaluated
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.

INTRODUCAO

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 peroxidagéo
delipidios, 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 € comumente encontrado em diversos compartimentos
dos ecossistemas, sendo um poluente de importancia signifi-
cativa (Teisseire et al., 1998).

A comparacédo dos efeitos toxicos e genotoxicos entre
espécies é fundamental para avaliar o risco biologico de
poluentes, particularmente para compostos persistentes no meio
ambiente (Bolognesi et al., 1999). Planérias de agua doce sdo
sensiveis a poluentes, tém ampla distribuicdo, sdo de cultivo
facil e barato, atributos que favorecem a sua utilizagdo como
bioindicador. Os camundongos tém amplo emprego em estudos,
s80 similares aos humanos e compartilham o mesmo habitat
com os ultimos.

O ensaio cometa € uma ferramenta sensivel para quanti-
ficar danos no DNA, bem como o processo de reparacéo 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-1&beis 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 alguns aspectos do reparo de danos no DNA
induzidos pelo sulfato de cobre nos dois organismos.

MATERIAISE METODOS

Testes em planérias

Foram utilizadas neste estudo planarias da espécie
Girardia schubarti. Os animais foram cultivados em agua
reconstituida e alimentados semana mente com figado bovino.
Planérias medindo entre 5 e 8 mm foram expostas aos
tratamentos. Para determinaco da toxicidade, as planérias foram
expostas a sulfato de cobre dissolvido em &gua de cultivo em

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

Planarias regenerantes foram obtidas pela decapitacdo
na regido imediatamente abaixo das auriculas para os estudos
de alteracdo na regeneracdo. Grupos de 20 planéarias
regenerantes foram submetidas a solugdes de sulfato de cobre
nas concentragdes de 0,06, 0,15, 0,6 e 1,2 um de Cu, dissolvidos
em &gua de cultivo. Os seguintes marcadores de regeneracéo
foram observados: a) aparecimento de cicatriz (dia 1); b)
emergéncia de blastema (dia 2); ¢) formacado de ocelos
completos (dia 3); e d) emergéncia de auriculas (dia 4). As
planérias ndo foram alimentadas durante os testes e os animais
foram avaliados em interval os subsequientes de 24 h, quando
0 nimero de animais apresentando um marcador de regeneracéo
especifico foi anotado (Calevro et al., 1998, 1999).

A genotoxicidade do sulfato de cobre foi avaliada pelo
ensaio cometa: a 2 h, nas concentracfes de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0
e5,0x 10°M; ea7 dias, nas concentragdes de 0,1, 0,25, 0,5,
0,75e 1,0 x 10°M. O teste cometatambém foi utilizado para
avaiar acinéticade reparo 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 (pds-incubacdo) ou
por 2, 4 e24 hnapresencade 2 x 10°M CuSO, (pos-tratamento).
Planarias néo tratadas foram também incubadas por 2, 4 e 24
h em &gua de cultivo contendo ou néo 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 Producéo e Pesquisa em Sallde (FEPPS),
Porto Alegre, RS. Antes dos testes os animais foram aclima-
tizados por 7 dias, recebendo racdo e dgua ad libitum e, entéo,
foram tratados por gavagem.

Ensaio cometa

A versdo acalina do teste cometa foi executada segundo
Tice (1995). Para as planarias, as|&minas foram confeccionadas
a partir de uma suspensao celular obtida pela tripsinizacéo
dos organismos (4-8 por amostra). Ja, para cada camundongo,
uma gota de sangue da cauda foi coletada em um microtubo
contendo heparing, o que se constituiu no material de interesse.
Cem céulas sel ecionadas a eatoriamente foram analisadas para
cadaamostra/animal. As células foram classificadas de acordo
com o formato daimagem em cinco classes (sem dano = 0,
dano maximo = 4). Desse modo, constituindo um indice de dano
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para cada amostra/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
pelaandise de Probit para determinar osvaloresde LC_. Os
danos ao DNA nos camundongos em relagéo ao controle e entre
24 e 48 h foram comparados pelo teste t de Student. Para as
andlises de correlacdo foi utilizado o coeficiente de Pearson.
O nivel de significancia foi de 0,05.

RESULTADOS

Em planarias, a LC_ 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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regeneracdo de maneira concentracgo-dependente (r = 0,822;
p = 0,001) num intervalo de concentracfes que variou de 0,06
al,2x10°M CuSO,.

Foi observado aumento no dano ao DNA de forma
concentrag@o-dependente apds 2 h (Figura1A) e 7 dias (Figura
1B) de exposic¢do ao cobre quando avaliado pelo ensaio
cometa.

As planérias tratadas com MM S e incubadas na presenca
de sulfato de cobre mostraram persisténcia de lesdes ao DNA
apo6s 2 h (Figura 2). A 4 h, houve aumento no dano de DNA
em relacdo ao dano apds 2 h, que pode ser atribuido a quebras
no DNA introduzidas durante o reparo. O dano no DNA no
grupo de pés-incubacéo permanece elevado em relacéo ao
controle 24 h e 48 h apés 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 pés-tratamento.
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Figura 1 — Efeito genotdxico do sulfato de cobre em planérias. A — apos 2 h de tratamento. B — ap6s 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 comparagdes multiplas de Dunnet.
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Figura 2 — Cinética de reparo do dano ao DNA causado por MMS na presenca de CuSO, em plandrias. Tratamento por 2 h com MMS (8 x 107) e
incubadas em &gua de cultivo (v) — pés-incubagéo, ou na presenca de 2 x 10° CuSO, (@) — pés-tratamento. Plandrias ndo tratadas também foram
incubadas em &gua de cultivo (O), ou na presenca de 2 x 10° M CuSO, (m). Média e desvio-padréo de 5-7 experimentos. ** Significativamente
diferente do valor correspondente a pés-incubagéo, p < 0,01.
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Em camundongos, o sulfato de cobre induziu aumento
de dano ao DNA em relagéo ao controle negativo, apos 24
h. Uma reduc&o significativa, em comparagdo com 24 h, nos
danos ao DNA foi observada 48 h ap6s exposi¢éo (p < 0,01).

DISCUSSAO

Nossos resultados apontaram efeito toxico e genotoxico
do sulfato de cobre em planarias de dgua doce e em camun-
dongos. Os testes de regeneracdo apontaram um potencial
teratogénico, principalmente em relagdo ao tempo de regene-
rac8o. Esse atraso poderiaindicar o risco de mal-formagdes
embrionérias. O efeito genotoxico pode ser atribuido ainducéo
de EROs, viareacdo 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
planérias e camundongos, apontam reparo mais lento, de modo
gue o dano ao DNA nao volta ao nivel basal 24 h ou 48 h do
inicio da exposicéo. 1sso 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 substéncias testadas, uma vez que detecta
alteragcbes no DNA que podem ou ndo ser reparadas
eficientemente. Contudo, vérios trabalhos ja apontaram o efeito
mutagénico de compostos contendo cobre. Uma das possiveis
razoes da genotoxicidade do cobre é ainterferéncia do elemento

Praetal.

sobre 0s mecanismos celulares de reparo do DNA. Paraavaliar
iss0, as planarias foram expostas ao MM'S, um agente alquilante
de acdo direta, e, posteriormente, incubadas na auséncia e na
presenca de CuSO,. Observou-se inibigdo do reparo, que pode
ser atribuida ainibigéo das enzimas de reparo: @) pelaligacéo
ao sitio ativo, em substituicéo ao co-fator responsavel pela
reatividade das moléculas; b) pela desnaturagdo mediada pela
interacéo do cobre com os grupos sulfidril; e ¢) pelainibicao
dos passos de polimerizagéo e ligagéo 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 MMS e, supostamente,
de outros agentes alquilantes.

A concordancia das respostas genotoxicas em planérias
e em camundongos valida o uso de planarias paraa avaliacao
da toxicidade e genotoxicidade de compostos metédlicos in vivo
pelo ensaio cometa. Além disso, reforga a utilidade dos estudos
de regeneracdo em planérias. Desse modo, as planérias podem
ser utilizadas para avaliar riscos ambientais relacionados a
exposi¢do aguda e crénica a quimicos, em ecossistemas
aquaticos. O efeito inibitério dos ions de cobre sobre o reparo
de lesbes 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 sangiiineas de camundongos avaliada pelo ensaio cometa. # Significativamente maior em
relagdo a aguaa 24 h ea 48 h (p < 0,01). £ significativamente menor que o dano a 24 h (p < 0,01). Andlise pelo teste t de Student.



Toxicidade e Genotoxicidade do Sulfato de Cobre em Planérias...

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

BOLOGNES, C., LANDINI, E., ROGGIERI, P, FABBRI, R. & VIARENGO,
A., 1999, Genatoxicity biomarkersin the assessment of heavy metal effects
in mussels: Experimental studies. Environ. Mol. Mutagen., 33: 287-292.

CALEVRO, F, FILIPPI, C., DERI, P, ALBERTOSI, C. & BATISTONI, R,,
1998, Toxic effects of Aluminum, Chromium and Cadmium in intact
and regenerating freshwater planarians. Chemosphere, 37: 651-659.

CALEVRO, F, CAMPINI, S, FILIPPI, C., BATISTONI, R., DERI, P, BUCCI,
S., RAGGHIANTI, M. & MANCINO, G, 1999, Biossays for testing effects
of Al, Cr and Cd using development in the amphibian Pleurodeles waltl
and regeneration in the planarian Dugesia etrusca. Aquatic Ecosystem
Health Management., 2: 281-288.

COLLINS, A. R, DUSINSKA, M., FRANKLIN, M., SOMOROV SKA, M.,
PETROVSKA, H., DUTHIE, S., PANAYIOTIDIS, M., RASLOVA, K.
& VAUGHAN, N., 1997, Comet assay in human biomonitoring studies:
reliability, validation and applications. Environ. Mol. Mutagen., 30: 139-
146.

J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 2,2006 175

FAIRBAIRN, D. W,, OLIVE, P L. & O'NEILL, K. L., 1995, The comet assay:
a comprehensive review. Mutat. Res., 339: 37-59.

SINGH, N. P, MCCQY, M. T., TICE, R. R. & SCHNEIDER, E. L., 1988,
A simple technique for quantification of low levels of DNA damage in
individual cells. Exp. Cell Res., 175: 184-191.

STOHS, S. J. & BAGCHI, D., 1995, Oxidative mechanisms in the toxicity
of metal ions. Free Rad. Biol. Med., 18: 321-336.

TEISSEIRE, H., COUDERCHET, M. & VERNET, G, 1998, Toxic responses
and catalase activity of Lemna minor L. exposed to folpet, copper, and
their combination. Ecotox. Environ. Safety., 40: 194-200.

TICE, R. R., 1995, Applications of the single cell gel assay to environmental
biomonitoring for genotoxic pollutants, In: F. M. Butterworth (ed.),
Biomonitors and biomarkers as indicators of environmental change.
Plenium Press, New York, pp. 314-327.



