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RESUMO

Afim de biomonitorar os poluentes ambientais, nas ultimas décadas foram aplicadas
diversas metodologias em organismos modelos, utilizados como biomarcadores de
efeitos genotdxicos, mutagénicos e/ou recombinogénicos. Foi objetivo deste estudo
avaliar o potencial efeito da poluicdo atmosférica associada a urbanizagdo, na
genotoxicidade no organismo modelo Drosophila melanogaster, através do Ensaio
Cometa. O local de estudo foi a cidade de Vitéria de Santo Antdo, em Pernambuco.
A fim de investigar o possivel efeito genotoxico da poluicdo atmosférica associada a
urbanizacdo, foram estudas larvas do inseto Drosophila melanogaster (Diptera,
Drosophilidae) expostas por seis dias (do estagio embrido ao estagio larval) aos
poluentes atmosféricos em uma area urbana e uma area rural do municipio. Os
resultados foram comparados a um grupo controle negativo, exposto no mesmo
periodo em uma area preservada, o Parque Nacional do Catimbau. Como
metodologia de estudo foi aplicado o Ensaio Cometa com células de hemocitos
obtidos de cerca de 60 larvas em terceiro estagio, para cada uma das trés réplicas
analisadas, em cada tratamento (ambiente rural, urbano e parque nacional). Os
danos genéticos dos trés grupos de tratamento foram classificados em quatro
categorias, de zero (sem dano) a quatro (altamente danificado) de acordo com os
padroes dos cometas formados. Os resultados foram analisados através do teste
estatistico Mann-Whithey que demonstrou significativos danos genéticos nos
organismos submetidos ao ambiente urbano de Vitéria de Santo Antdo, em
comparagao aos organismos expostos ao ambiente rural e ao Parque Nacional do
Catimbau. Os resultados abrem perspectivas para que mais estudos sejam
realizados sobre a poluicio ambiental em ambientes urbanos, através da

metodologia do Ensaio Cometa com o organismo modelo D. melanogaster.

Palavras-Chave: Genotoxicidade ambiental, hemdcitos, linhagem Oregon-R,

organismo modelo, Parque Nacional do Catimbau, Vitéria de Santo Antéo.



ABSTRACT

In order to biomonitoring environmental pollutants over the past decades they have
been applied different methodologies models in organisms used as biomarkers of
genotoxic effects, mutagenic and / or recombinogenic. Objective of this study was to
evaluate the potential effect of air pollution associated with urbanization, in the
genotoxicity of model organism Drosophila melanogaster, through the Comet Assay.
The study site was the city of Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco. In order to
investigate the possible genotoxic effects of air pollution associated with
urbanization, were studied insect larvae Drosophila melanogaster (Diptera,
Drosophilidae) exposed for six days (stage embryo to larval stage) to air pollutants in
an urban area and a rural area of the municipality. The results were compared to a
negative control group, exposed in the same period a preserved area, the Catimbau
National Park. Such as study methodology was applied Comet Assay with
hemocytes cells obtained from about 60 larvae in the third stage, for each of the
three replicates analyzed in each treatment (rural environment, urban and national
park).The genetic damage of the three treatment groups (urban, rural and national
park) were classified into four categories, from zero (no damage) to four (highly
corrupt), according to the standards of comets formed. The results were analyzed
using the Mann-Whitney statistical test that showed significant increase in genetic
damage in organisms submitted to the urban environment of Vitéria de Santo Ant&o,
compared with organisms exposed to the rural environment and the national park.
The results pointed towards that more studies be conducted on environmental
pollution in urban environments, through the Comet Assay methodology with the

model organism D. melanogaster.

Keywords: Environmental  genotoxicity, = hemocytes, @ Oregon-R  strain,

modelorganism, Catimbau National Park, Vitéria de Santo Antéo.



LISTA DE ILUSTRAGOES

[ o 10T - W PRSPPI 17
Macho Adulto de Drosophila melanogaster.

[ o [T - TP 19
A.Imagem da Avenida Mariana Amalia- Centro de Vitéria de Santo Antdo. Fonte: Marcio
Souza, Blog A Voz da Vitéria B. Imagem do local de exposicdo dos organismos,
evidenciando as trés réplicas expostas na varanda do prédio (setas brancas).

[ o [T - T PRSPPI 20
A.lImagem de satélite da regido de localizacdo do Sitio Lagoa de Cabeco (Fonte:
Google).B.Imagem do Sitio Lagoa de Cabaco.

T 1] - T SRR 20

Imagem do Parque Nacional do Catimbau, em Buique, Pernambuco.

[ o [T - T PRSPPI 21

Imagem de uma caixa de populagéo, elaborada para a exposi¢do de drosofilideos aos
ambientes de estudo, confeccionada com garrafa PET transparente, tela fina, meio de
cultivo no seu interior e uma cobertura para protegédo (VERCOSA, 2015).

T 1] - T TR T R PPPP 24

Padrao visual dos cinco niveis de classificacdo de dano genético (0 a 4) baseada no
comprimento e quantidade de DNA na cauda dos cometas. As imagens foram obtidas
de leucdcitos humanos, corados por GelRed™ em microscopia fluorescente, de acordo
com Silva (2012).

[ o [0 - T A PRSPPI 27
Grafico da ocorréncia de danos genéticos (0 a 4) entre as trés réplicas de cada
experimento, e das suas médias, conforme Tabela 1, para cada local investigado (area
urbana, rural e Parque Nacional do Catimbau) e para o grupo controle negativo, de
Vergosa (2015), cidade de Vitéria de Santo Antdo. A cor amarela e vermelha
representam os danos mais intensos no DNA e que ocorreram em maior frequéncia na

area urbana de Vitéria de Santo Antdo (Rua Mariana Amalia).



LISTA DE ABREVIAGOES

D. (Drosophila)

DMSO(Dimetil Sulféxido)

DNA(Acido Desoxirribonucleico, do inglés DesoxyribonucleicAcid)
DF%(Frequéncia de Dano, do inglésDamageFrequency)
IBGE(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica)

ID (indice de Dano, do inglés Damage Index)

LM(Baixo Ponto de Fuséo, do inglés Low Melting Point)
mL(Mililitro)

pL(Microlitro)

Na;HPO,(Fosfato Dissddico de Potassio)

pH (Potencial de Hidrogénio idnico)

rom (rotagdes por minuto)

SMART (Teste de Mutagao e Recombinagao Somatica, do inglés Somatic

Mutation and Recombination Test)



LISTA DE TABELAS

Avaliagcdo de dano genético (classificado de 0 a 4), indice e frequéncia de
danogenético em trés réplicas (e sua média) dos experimentos com larvas de
Drosophila melanogaster (linhagem Oregon-R), expostas a poluicdo atmosférica de
uma area urbana, e larvas expostas auma area rural do municipio de Vitoria de
Santo Antdo, Pernambuco. Também sao apresentados os resultados do grupo
exposto ao Parque Nacional do Catimbau, em Buique (uma area sem polui¢do
urbana), além dos resultados controle negativo (trés réplicas e média) realizado por
Vercosa (2015), nas condi¢des do Laboratorio de Genética do CAV-UFPE.

Analise comparativa e niveis de significaAncia (p) obtidos nas comparagdes dos
resultados do Ensaio Cometa em Drosophila melanogaster expostos ao Catimbau, e
area urbana e rural de Vitoria de Santo Antdo. Dados do controle negativo foram
obtidos de Vergosa (2015).



SUMARIO

(R 1V 1330 0 10 LY o T

2. REVISAO DE LITERATURA ...t eeerceee e sas e sas e snssesasaeensseenns
2.1 O DANO GENETICO...uciieteerereeressesessseseessssesssseessesssssssssssssssssssseseneas
2.2 O ENSAIO COMETA PARA INVESTIGACAO DO DANO GENETICO
EM Drosophila melanogaster ... eeeemmmmmeiiiiiiinininssssssssssssssssssssssssnns

3. OBUETIVOS......co ot s sss s s s s s s
3.1 OBJETIVO GERAL....iic ittt inissssss s ssssss s s s snsssssnsans
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......oveerrecrreresrseesseessssssssssessssssassssssssens

4. METODOLOGIA........oiiietrrrnrn s sass s sann e s naas
4.1 LOCAIS DE ESTUDO....ciiiiterissnsemssssesmssssss s sssss s sssssssssssssssssssssssssssssss
4.2 EXPOSICAO DOS ORGANISMOS AOS AMBIENTES......ccoeveereraerenns
4.3 ENSAIO COMETA. ittt nnnsss s nnsss s sssss s s s e sssssss s
4.4 ANALISE MICROSCOPICA E CONTAGEM....cccvureeueccrereresnnens

4.5 ANALISE ESTATISTICA...cucoeeirererereressseeeseresesesasssssssassenessesnns

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........ccccsoeerrrereerereenessssesessssssesessssssesssanas
(i3 o3 0] Lo ILU £ Y o 15

7.REFERENCIAS

14
14

16

18
18
18

19
19
21
21
23
24

25



13

1. INTRODUCAO

Define-se como mutagado qualquer alteragdo no material genético que seja
transferido a descendéncia celular (ROUSE & JACKSON,2013). Constantemente os
organismos estdo expostos a agentes que podem causar alguma lesdo no DNA,
desencadeando um potencial risco genotdxico e/ou carcinogénico. Neste sentido,
entende-se como potencial genotoxico a capacidade de um agente alterar a
integridade do material genético, causando algum dano, podendo esta leséo ser ou
nao reparada pelos diversos mecanismos de reparo presentes nas ceélulas. Ja
quando um agente for capaz de provocar ou estimular o aparecimento de cancer é
considerado um agente carcinogénico (CIVETTA & CIVETTA, 2011).

O DNA pode ser alterado de diversos modos, seja por uma delecao,
duplicacao, translocacao, erros no processo de transcricdo da dupla fita de DNA,
rompimento da fita simples ou dupla, que podem ser provocados por fatores

enddgenos ou exdgenos.

O processo de mutagao € uma importante fonte de variabilidade genética, que
juntamente com o conteudo genético original do organismo, permite que ele seja
capaz de se adaptar as modificagbes e exigéncias do meio em que vive. Por outro
lado, o processo de mutagdo pode também apresentar efeitos negativos, como
surgimentos de tumores, aberragdes, interrup¢ao do ciclo celular e/ou bloqueios de

vias metabdlicas o que sera prejudicial ao organismo (BARSIENE et al., 2012).

O crescimento exponencial da populagdo nos centros urbanos, associado ao
crescimento industrial nas ultimas décadas tem potencializadoum aumento da
poluicdo atmosférica, comprometendo a qualidade do ar (BAJPAYEE & DHAWAN,
2014). A liberagdo de poluentes e gases toxicos pelas industrias, pelos veiculos
motorizados e outras fontes, oferece um risco consideravel para a genotoxicidade
e/ou mutagenicidade aos organismos em geral, aumentando o indice de doengas
respiratorias e outros problemas de saude em populagbées humanas. Entre os
poluentes atmosféricos com grande capacidade de lesionar o DNA estdo os
Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs), os compostos metélicos e os
materiais particulados (IARC, 1983; LEMOS et al.,2012).

Para a avaliagdo dos efeitos genotoxicos produzidos pela poluigdo associada
a urbanizagao, foram desenvolvidas metodologias de biomarcadores de dano no
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DNA, utilizando células de organismos modelos, como vertebrados ou invertebrados,
em testes de mutagenicidade como o Teste de Mutacdo e Recombinagdo

Somatica(SMART), o Teste de Micronucleo, o Ensaio Cometa, entre outros.

O Ensaio Cometa, descrito por Ostling e Johanson (1984), e modificado por
Singh et al.(1988), consiste em uma eletroforese em meio alcalino, para detecgao
das lesdes no DNA da célula. Este teste demonstra uma alta sensibilidade para
danos ao material genético, possibilitando o estudo com diferentes grupos animais,
com uso de um pequeno numero de células e € uma metodologia de baixo custo
(COLLINS et al., 2014). Esses beneficios fazem com que o Ensaio Cometa seja
amplamente utilizado para analises toxico-genéticas, biomonitoramento e reparo do
DNA (OLIVE & BANATH, 2006).

O organismo modelo Drosophila melanogaster é bastante empregado nos
mais diversos ramos da Biologia (Ecologia, Genética, Fisiologia, Desenvolvimento,
Evolugdo, entre outros). Especialmente na Genética, ha alguns anos tem sido
empregado como um modelo para a investigagdo de diversos processos de
desenvolvimento celulares, comuns de eucariotos superiores, incluindo seres
humanos. Esse modelo biolégico tem sido amplamente utilizado em testes
genotéxicos como o teste SMART, e mais recentemente, no Ensaio Cometa, devido
a seu rapido ciclo de vida, baixo custo, facilidade na manipulacdo laboratorial e na
deteccao de fendtipos, e ao grande conhecimento acumulado acerca de seu
genoma. Além disso, a Drosophila € um modelo cada vez mais utilizado para o
estudo de doengas humanas (REDLARSKI et al., 2015).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O DANO GENETICO

Mutacéo ou dano genético se refere a qualquer alteragdo no material genético
capaz de proporcionar novas combinagdes genéticas e, consequentemente, uma
variabilidade genética. Quando as alteragdes no DNA ndo modificam a sequéncia de
aminoacidos da proteina resultante e ndo afeta o funcionamento do organismo, seu
efeito é considerado neutro. Porém, essa mutacédo pode exercer um efeito negativo
no fendtipo, se provocar aparecimento de aberragdes e tumores (SNUSTAD &
SIMMONS, 2001) ou pode, ainda, provocar efeito positivo se trouxer alguma
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vantagem adaptativa ao individuo. Essas modificagbes podem ser provocadas
através de uma delec¢ao, adi¢ao, substituicdo na sequéncia de nucleotideos do DNA,
entre outras possibilidades. Por exemplo, as mutagbes podem ocorrer em um
processo natural decorrente de falhas na replicacdo e de erros nas funcgdes
metabdlicas, podem ser provocadas por lesdes, por insercdo de elementos
transponiveis, por alteragdes tautoméricas (BROWN, 1999), como também podem
ocorrer por um tratamento proposital ou pela exposicao aos mais variados agentes
mutagénicos (SNUSTAD & SIMMONS, 2001).

Os agentes genotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos podem ser de
natureza fisica e/ou quimica. Existem muitas substancias quimicas com efeito
mutagénico, como a cafeina, que deriva da purina, que dependendo da dose pode
causar quebras nos cromossomos de plantas e bactérias (NEHLIG & DEBRYB,
1994) ou o proprio pé de café que contém HAPs (CAMARGO & TOLEDO, 2012). Um
exemplo de agente de natureza fisica € a temperatura que, quando alterada em
alguns organismos, pode induzir perda de funcdo de algumas enzimas. E
relacionado aos fatores exdgenos influenciando os riscos a integridade gendmica,
pode ser citada a radiagdo,dos tipos raio-X, alfa, beta e gama,que tém grande
potencial para provocar alteragdes no material genético (SANCAR, et al., 2004),

assim como a polui¢cao atmosférica.

Outro agente mutagénico € a poluicdo atmosférica, caracterizada pela
liberacdo de compostos metalicos e outros contaminantes na atmosfera pela
atividade produtiva das fabricas, dos motores dos veiculos, da producédo de fogo,
equipamentos e outros, que sao atividades comuns dos grandes centros urbanos.
Grupos de populagdes humanas sdo capazes de induzir grandes alteragdes dos
fatores bidticos e abidticos do ambiente onde vivem, em escalas e velocidade sem

precedentes.

Em contato com os organismos, a poluicdo é capaz de modificar o material
genético, mesmo ocorrendo em baixas concentragdes, e provocar uma cadeia de
eventos bioldgicos prejudiciais, tais como perturbagdes na reproducao, problemas
respiratorios, inibicdo do crescimento, diminuigcdo ou perda da funcdo enzimatica ou

até mesmo surgimento de tumores (OHE et al., 2004).

A poluicdo e o aquecimento global sdo algumas destas alteragbes que
representam dois tipos de estresse (o0 quimico e o termal, respectivamente) que
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juntos contribuem para a fragmentacdo e destruicdo de ambientes naturais.
Resultado disso é que as populagdes de organismo que habitam os grandes centros
urbanos se tornam, pouco a pouco, menores e mais isoladas, € mesmo que sejam
capazes de se adaptar, estao sujeitas a erosao e a deterioragéo de sua variabilidade
genética original (FRANKHAM, 2005).

Sé&o os estudos de genotoxicidade ambiental que permitem a descrigdo dos
impactos individuais da poluigdo sobre os organismos, podendo servir como sinais
de alarme precoces ao risco de alteracdo no DNA (SILVA et al., 2000; BARSIENE,
et al., 2012). Neste sentido, diversos ensaios foram desenvolvidos para identificar
danos no material genético, provocados pela exposicdo dos organismos a agentes
mutagénicos, com destaque ao Teste de Mutagcdo e Recombinagcdo Somatica

(SMART), o Teste de Micronucleo, e o Ensaio Cometa, aplicado neste estudo.

2.2. O ENSAIO COMETA PARA INVESTIGACAO DA GENOTOXICIDADE

O Ensaio Cometa é um teste de genotoxicidade realizado em eletroforese em
um meio alcalino que permite avaliar as alteracbes do DNA de células individuais.
Essa metodologia foi descrita por Ostling e Johanson (1984) e modificado por Singh
et al. (1988). E um método eficiente na deteccéo de lesdes de DNA em uma célula,
além de rapido, muito sensivel e de baixo custo (BELPAEME et al., 1998). A fim de
monitorar efeitos genotoxicos, alguns pesquisadores ja utilizaram diferentes tipos de
célula nucleada de diversos organismos, como mamiferos, humanos (GODSCHALK
et al., 2013; COLLINS et al., 2014; GAIVAO & SIERRA, 2014), peixes, artropodes,

entre outros.

O modelo Drosophila melanogaster (Figura 1) esta entre os organismos mais
estudados em diversas areas e, na ultima década, tem sido estudada também na
area da genotoxicidade através do Ensaio Cometa (GAIVAO & SIERRA, 2014;
VERCOSA, 2015). Sistemas-modelos de invertebrados como esta espécie sdo
particularmente adequados para lidar com questdes relativas a saude humana.
Embora evolutivamente separados, moscas e seres humanos compartilham
mecanismos moleculares basicos, como os que sdo desencadeados em doencas

neurodegenerativas (LENZ et al., 2013).
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Figura 1. Macho adulto de Drosophila melanogaster.

Umas das vantagens da utilizagdo deste organismo nos estudos € a
facilidade, pouco espaco necessario e o baixo custo de manutengcdo em condicdes
de cultivo em laboratério (GREENSPAN, 2004). Este organismo € um modelo
valioso para todo o tipo de processos relacionados com a saude humana,

funcionando com um 6timo biomarcador para a resposta aos danos no DNA.

Biomarcadores sao definidos como qualquer resposta a um contaminante
ambiental em nivel individual, medido em um organismo ou matriz biologica,
indicando um desvio do status normal que ndo pode ser detectado no organismo
intacto. Ou seja, sdo medidas de fluidos corporais, células, tecidos ou medidas
realizadas sobre o organismo completo, que indicam, em termos bioquimicos,
celulares, fisiolégicos, compartimentais ou energéticos, a presenga de substancias
contaminantes ou a magnitude da resposta do organismo alvo (ARIAS et al., 2007).
O Ensaio Cometa empregando D. melanogaster como modelo experimental € uma
pratica recente e muito promissora, ja tendo sido aplicada em estudos com células
do cérebro, do intestino médio, da hemolinfa, da glandula salivar e do disco imaginal
de larvas (GAIVAO & SIERRA, 2014).

Entender como contaminantes afetam os parametros genéticos populacionais
pode oferecer informagdes importantes sobre as consequéncias da exposi¢cdo no
nivel da populagao das espécies analisadas (MUSSALI-GALANTEet al., 2014), e

este estudo pretende contribuir neste sentido.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial efeito de genotoxicidade produzida pela poluicao
atmosférica associada a wurbanizacdo, no organismo modelo Drosophila

melanogaster.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |nvestigar os efeitos genotoxicos da poluicdo atmosférica em um ambiente
urbano e rural do municipio de Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco,
empregando células somaticas da hemolinfa de larvas de Drosophila

melanogaster;

e Comparar os possiveis efeitos genotdoxicos da poluicdo urbana a dois

ambientes distintos, uma area rural e uma area preservada;

e Comparar os resultados de genotoxicidade deste estudo a outras
metodologias empregadas com o mesmo organismo, em outros locais e com
outras abordagens, a fim de estabelecer parametros e consolidar cada vez

mais a metodologia do Ensaio Cometa.
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4. METODOLOGIA

4.1 LOCAIS DE ESTUDO

O estudo foi realizado no municipio de Vitéria de Santo Antdo, que esta
inserido em uma area de 372.637 km? e distante 55 km da cidade do Recife, capital
do estado de Pernambuco. O municipio esta localizado na mesorregidao da Zona da
Mata pernambucana. Limita-se com os municipios de Gléria do Goita, Pombos,
Moreno, Escada e Cabo de Santo Agostinho. Segundo o ultimo senso do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2014), a populagéo vitoriense foi
estimada em 134.871 habitantes, com aproximadamente 87,2 % da populagao

vivendo na area urbana do municipio (5.717 km?)

Dois locais foram investigados no municipio de Vitéria de Santo Antdo, sendo
um denominado de area urbana e o outro, ambiente rural. E como local controle
negativo, foi escolhida uma area preservada (Parque Nacional do Catimbau).
Segue a descri¢cdo dos locais:

J Area urbana: Situada na Avenida Mariana Amalia, n°444, no Centro de
Vitéria de Santo Antdo, a 146m de altitude (coordenadas 08°07°17.3”S//
35°17°41,1”0) que representa um local de intenso transito de veiculos, onde foram
expostos os individuos adultos da linhagem Oregon-R de Drosophila melanogaster
(Figura 2). Os drosofilideos foram expostos neste local entre os dias 25 de abril e 01
de maio de 2015.

Figura 2. A. Imagem da Avenida Mariana Amalia- Centro de Vitéria de Santo Antdo. Fonte: Marcio
Souza/Blog A Voz da Vitéria B. Imagem do local de exposi¢cao dos organismos, evidenciando as trés
réplicas expostas na varanda do prédio (setas brancas).
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o Area rural: Situada no Sitio Lagoa de Cabago, na Zona Rural de
Vitéria de Santo Antdo, a 183m de altitude (coordenadas 08°06’55.1”S //
35°20'11.5”0), uma propriedade privada com moradia e cultivo de subsisténcia
(Figura 3). Os drosofilideos foram expostos neste local entre os dias 13 e 19 de abril
de 2015.

A B

Figura 3. A. Imagem de satélite da regido de localizagdo do Sitio Lagoa de Cabeco (Fonte:
Google).B. Imagem do Sitio Lagoa de Cabago.

o Area preservada: Como area sem poluicdo foi escolhido o Parque
Nacional do Catimbau, distante 242 km de Vitéria de Santo Antdo, em sentido
Oeste, situado na mesorregido do Agreste pernambucano, a 798m de altitude
(coordenadas 08°24'00"S// 37°09'30"0O). Esta Unidade de Conservagao Federal é,
no momento, o unico Parque Nacional situado no trecho continental do estado
(Figura 4). Os drosofilideos foram expostos neste local entre os dias 13 e 19 de abril

de 2015, 0 mesmo periodo da area rural, pelo aluno de mestrado icaro F. A. Castro.

Figura 4. Imagem do Parque Nacional do Catimbau, em Buique, Pernambuco.
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4.2 EXPOSICAO DOS ORGANISMOS AOS AMBIENTES

Nos locais de estudo os individuos adultos de D. melanogaster foram
expostos em trés caixas de populagado, denominadas de triplicatas, construidas com

garrafas PET segundo especificacbes de Vergosa (2015) (Figura 5).

Figura 5. Imagem de uma caixa de populacao,
elaborada para a exposicdo de drosofilideos aos
ambientes de estudo, confeccionada com garrafa PET
transparente, tela fina, meio de cultivo no seu interior e
uma cobertura para protegdo (VERCOSA, 2015).

Para confecgdo das caixas de populagdes foram utilizadas garrafas PET de
dois litros, que foram cortadas em 15 cm na parte anterior e posterior onde foi posta
uma tela para que os drosofilideos pudessem obter contato com o ar e,
consequentemente, com os agentes atmosféricos presentes no ambiente.

Cerca de 120 individuos foram colocados em cada caixa, e estas ficaram
suspensas em local sombreado, durante seis dias, nos locais. No interior das
mesmas havia meio de cultura para manutencdo dos individuos adultos e suas
larvas descendentes. Os adultos foram alimentados a cada dois dias com fermento
liquido e o meio foi hidratado com agua destilada misturada ao fermento. Apds seis
dias de exposi¢cao os organismos foram encaminhados ao Laboratério de Genética
da UFPE-CAYV, onde foram realizadas as etapas do Ensaio Cometa.

4.3 ENSAIO COMETA

Para o estudo foi utilizado o método Ensaio Cometa com células da hemolinfa
(hemdcitos) de larvas de Drosophila melanogaster da linhagem Oregon-R, mantida
ha varias geragdes em condigbes de endocruzamento e cultivo em laboratério. As

larvas foram descendentes dos adultos mantidos nas caixas de populagdes, e se
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desenvolveram nos ambientes do estudo, expostas as condi¢gdes atmosféricas

desde sua fase de embrido. O Ensaio Cometa seguiu os passos descritos a seguir:
Extracdo de hemolinfa

Foram extraidos hemodcitos de 60 larvas, que constituiram uma réplica do
experimento. Em cada local de estudo, trés réplicas foram submetidas ao teste,

totalizando um pool de hemdécitos de 180 larvas, por cada local.

De cada réplica, 60 larvas foram colocadas em uma placa de Petri e em
seguida resfriadas a 4°C por um minuto, para diminuir a taxa metabdlica e facilitar
sua manipulagdo. Passado um minuto, cada larva foi, individualmente, transferida
para um pog¢o de uma placa escavada Kline (de 12 pocgos), contendo solugao de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para evitar a coagulacdo da hemolinfa.
Para exposicéo da hemolinfa, as larvas foram cortadas lateralmente com a ajuda de
um bisturi (utilizado para procedimentos cirurgicos), uma pinga de relojoeiro n° 5 e

um microscoépio estereoscoépico (lupa).

Com ajuda de uma micropipeta a hemolinfa depositada na placa Kline foi
colhida e transferida para um microtubo de 1,5 mL. O tubo, contendo a solucao de
EDTA e a hemolinfa, foi centrifugado duas vezes a 3.000 rpm por 3 minutos, e
descartado 100 pL do sobrenadante. Para completar o volume do tubo foi

acrescentado mais 100 yL de EDTA, e submetida a mais uma centrifugacgao.

Preparacéo das solugbes

Para realizacao do Ensaio Cometa foram preparadas previamente algumas
solugdes de uso e estoque, como Gel de agarose de baixo ponto de fusao (LM); Gel
de agarose padrao; solugdo de EDTA; solugdo de hidréxido de sédio (NaOH);
tampao fosfato alcalino (PBS). Outras solugbes foram preparadas exclusivamente no
momento do teste, como a Solugédo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 1 M NaOH,
10 mM Tris, 1% Triton X-100, e 10% DMSO) ajustada para pH 10, e o Tampéo de
eletroforese (1M NaOH, 200 mM EDTA) ajustado para pH > 13.
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Montagem das léminas

Laminas histologicas foram previamente lixadas na face superior para facilitar
a adesdo da agarose a lamina. Em seguida foram lavadas com agua e detergente e

secas em alcool.

Ap6s a coleta de 60uL da suspensdo da hemolinfa das larvas de D.
melanogaster o material foi homogeneizado em 100 yL de solugcédo de 0,5% de
agarose de baixo ponto de fusdo (agarose LM) a 37°C. Por se tratar de uma etapa
fotossensivel, esse procedimento foi realizado na auséncia de Iluz. O
homogeneizado foi aplicado em Iaminas previamente banhadas em agarose padréao.
Uma laminula (24 mm x 60 mm) foi colocada sobre o material. Para solidificar a
agarose, as laminas foram submetidas a 4°C por 10 minutos. Passado esse tempo
as laminulas foram retiradas e as laminas com o material biolégico foram imersas

em solugao de lise e mantidas a 4°C por 72 h.

Ao término do periodo de lise celular, as laminas foram submetidas por 20
minutos a uma solugdo tampao a 4°C a fim de desnaturar o material genético. Em
seqguida foi realizada a corrida de eletroforese por 20 minutos a 40 V/cm e 300 mA.
Passado a corrida as laminas foram recolhidas e postas em uma solugdo de
neutralizacdo (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5) por 15 minutos. Apds a neutralizagao, as
laminas foram fixadas, sendo imersas em etanol absoluto por 5 minutos, e

armazenadas a 4°C até o momento da analise microscépica.

4.4 ANALISE MICROSCOPICA E CONTAGEM

As laminas foram coradas com 50 pL de GelRed™ diluido em agua destilada
na proporgdo de 1:500 e observadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss-
Imager, M2) com filtro AlexaFluor 546, no aumento de 40x. Foi observado um total

de 100 nucleodides, sendo 50 em cada lamina analisada.

Os cometas contabilizados foram avaliados a partir de dois parametros: o
indice de Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD%). O ID classifica os cometas em
cinco classes, da classe 0 a classe 4, de acordo com o comprimento da cauda e a
intensidade (Figura 6). Na classe 0 estdo os cometas considerados intactos, ou

seja, sem danos causados pela exposi¢ao; a classe 1 corresponde a cometas com
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danos minimos; classe 2 a cometas com danos meédios; classe 3 a cometas com
danos intensos; e a classe 4 corresponde aos cometas com danos maximos. Os
valores obtidos através do ID para cada individuo podem variar de 0 (totalmente
intacta: 100 células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4). Assim, o indice
de dano total foi calculado através da seguinte férmula: ID total = 0.(n° de cometas
classe 0) + 1.(n° classe 1) + 2.(n° classe 2) + 3.(n° classe 3) + 4.(n° classe 4).

O segundo parametro, FD%, foi calculado como a porcentagem de todos os
cometas danificados (classe 1 a classe 4) em relagcédo ao total de cometas contados,
que vai da classe 0 a classe 4 (n° total). Neste caso, foi aplicado o seguinte calculo:

frequéncia de dano = [(n° total — n° classe 0).100] / n° total.

Figura 6. Padrao visual dos cinco niveis de classificacdo de dano genético (0 a 4) baseada no
comprimento e quantidade de DNA na cauda dos cometas. As imagens foram obtidas de leucdcitos
humanos, corados por GelRed™ em microscopia fluorescente, de acordo com Silva (2012).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através do teste nao
paramétrico U de Mann-Whitney, uma vez que nao foi possivel demonstrar uma
distribuicdo dos resultados. Foi utilizado o programa Statistical Package for the
Social Science (SPSS) versdao 1.5. O teste de Mann-Whitney é apropriado para
averiguar se as médias de duas populagdes continuas e independentes séo iguais.
As duas amostras envolvidas ndo tém que ter a mesma dimensao, entretanto todas
as amostras deste estudo tinham a mesma dimensao, ou seja, 100 células em cada

réplica.
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O teste U foi aplicado para comparar as amostras duas a duas, tanto por cada
réplica (denominadas réplicas 1, 2 e 3), totalizando 100 amostras de cada amostra;

quanto para o total obtido nas trés réplicas (300 amostras de cada amostra).

Os resultados de significancia (p) das comparagdes foram incluidos em uma
tabela comparativa. Valores obtidos de p<0,05 indicam que ha diferencas
significativas no nivel de mutagénese entre as amostras, provavelmente devido a

poluicdo atmosférica.

Ja os valores de p>0,05 indicam que as amostras ndo diferem
significativamente entre si quanto aos niveis de mutagénese. Neste caso, um valor
obtido dep=0,30, por exemplo, significa que a chance da diferenga entre as médias
ser devido ao acaso (e nao um efeito da poluicdo) é de 30%. Ou seja, se for
afirmado que as diferengas entre as médias ocorreram por causa da poluicédo, tem-

se 30% de chances de estar enganado na concluséo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos apds a aplicacédo do Ensaio Cometa com as linhagens
Oregon-R de Drosophila melanogaster em trés diferentes locais de Pernambuco
estao descritos na Tabela 1, onde sdo apresentados os valores absolutos e médios
de dano genético (niveis de 0 a 4), o indice de Dano (ID) e Frequéncia de Dano
(FD%). Os valores foram calculados para cada uma das trés réplicas de cada local,
€ para os seus valores médios.

Para fins comparativos, na Tabela 1 foram incluidos os resultados parciais do
Ensaio Cometa de Vergosa (2015) referente ao controle negativo com D.
melanogasterOregon-R. No caso deste controle negativo, o experimento foi

realizado pelo autor nas dependéncias do Laboratério de Genética do CAV-UFPE.
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Tabela 1. Avaliacdo de dano genético (classificado de 0 a 4), indice e frequéncia de danogenéticoem
trés réplicas (e sua média) dos experimentos com larvas de Drosophila melanogaster (linhagem
Oregon-R),expostas a poluicdo atmosférica de uma area urbana, e larvas expostas auma area rural
do municipio de Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco. Também s&o apresentados os resultados do
grupo exposto ao Parque Nacional do Catimbau, em Buique (uma area sem poluigdo urbana), além
dos resultados controle negativo (irés réplicas e média) realizado por Vergosa (2015), nas condigbes
do Laboratério de Genética do CAV-UFPE.

AT Nivel de Dano Genético Indice e Frequfer_\ua de
Tratamento Dano Genético
0 1 2 3 4 ID FD%
|
Area Urbana 60 13 08 10 09 95 40
Area Urbana 83 07 02 06 02 37 17
Area Urbana 61 17 09 11 02 76 39
Média 68,00 12,33 6,33 9,00 4,33 69,31 32,00
Area Rural 88 08 02 02 0 18 12
Area Rural 87 12 01 0 0 14 13
Area Rural 93 05 02 0 0 09 07
Média 89,33 8,33 1,70 0,7 0 13,68 10,67
Catimbau 82 09 06 03 0 30 18
Catimbau 78 07 13 02 0 39 22
Catimbau 88 07 03 02 0 19 12
Média 82,67 7,67 7,33 2,33 0 29,33 17,33
|
*Controle - 77 15 8 0 0 102 43
*Controle - 78 17 5 0 0 105 46
*Controle - 80 15 5 0 0 92 44
*Média 78,33 15,67 6,00 0 0 27,67 21,67

*Controle negativo, obtido por Vergosa (2015).ID representa o indice de Dano, e FD%, a Frequéncia de Dano.

Uma analise das médias da Tabela 1 evidencia valores altos de dano zero
(sem qualquer alteracdo no DNA) do Ensaio Cometa tanto na area rural (89,33)
quanto no Catimbau (82,67). Por outro lado, a Tabela 1 revela valores altos de dano
3 e 4 (danos médio-alto e maximo, respectivamente, observados no DNA) na area
urbana (valores 9,00 e 4,33, respectivamente) e no experimento do controle negativo
laboratorial de Vergosa (2015) é notavel a auséncia dos danos de maiores
intensidades (dano 3 e dano 4), com resultados dos valores médios de indice de
Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD) mais aproximados da exposi¢céo realizada
em uma zona rural e no Catimbau (Controle negativo ambiental). Por outro lado, os
valores dos referidos parametros foram bem superiores quando comparados ao
grupo exposto a uma zona urbana. A Figura 7 mostra um grafico das variagdes das

frequéncias dos danos (0 a 4) e suas médias, por local.
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Figura 7. Graficos da ocorréncia de danos genéticos (0 a 4) entre as trés réplicas de cada
experimento, e das suas médias, conforme Tabela 1, para cada local investigado (area urbana, rural
e Parque Nacional do Catimbau) e para o grupo controle negativo, de Vercosa (2015), cidade de
Vitéria de Santo Antdo. A cor amarela e vermelha representam os danos mais intensos no DNA e que
ocorreram em maior frequéncias na érea urbana de Vitéria de Santo Antao (Avenida Mariana Amalia).

Os dados da analise estatistica das comparagdes entre as réplicas dos locais
estudados para o Ensaio Cometa estdo mostrados na Tabela 2. Foram feitas
comparagoes pareadas (duas a duas) entre os todos locais estudados e também
com em comparagao com os dados do controle negativo estabelecidos por Vergosa

(2015), um experimento também realizado no municipio de Vitéria de Santo Antao.

Os resultados observados no Ensaio Cometa com hemdcitos de larvas
Drosophila melanogaster demonstraram significativo aumento de danos genéticos
nos organismos submetidos ao ambiente urbano de Vitoéria de Santo Antdo, em
comparagao aos organismos expostos ao ambiente rural, ao Parque Nacional do

Catimbau e ao controle negativo estabelecido por Vergcosa (2015) no laboratério.
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Tabela 2. Analise comparativa e niveis de significancia (p) obtidos nas comparagdes dos resultados
do Ensaio Cometa em Drosophila melanogaster expostos ao Catimbau, e area urbana e rural de
Vitéria de Santo Antao. Dados do controle negativo foram obtidos de Vergosa (2015).

Local (réplica) Significancia (p)

Area urbana (1) x @rea rural (1) 0,0001*

Area urbana (2) x area rural (2) 0,3120

Area Urbana (3) x area rural (3) 0,0001*
Soma das réplicas 0,0001*

Area urbana (1) x catimbau (1) 0,0001*

Area urbana (2) x catimbau(2) 0,4460

Area Urbana (3) x catimbau(3) 0,0001*
Soma das réplicas 0,0001*

Area urbana (1) x controle - (1) 0,0010*

Area urbana (2) x controle - (2) 0,5650

Area urbana (3) x controle - (3) 0,0010*
Soma das réplicas 0,0001*

Arearural (1) x catimbau (1) 0,2150

Area rural (2) x catimbau (2) 0,0470*

Area rural (3) x catimbau(3) 0,2160
Soma das réplicas 0,0100*

Area rural (1) x controle - (1) 0,0440*

Area rural (2) x controle - (2) 0,0810

Area rural (3) x controle - (3) 0,0080*
Soma das réplicas 0,0001*

Catimbau (1) x controle - (1) 0,6980

Catimbau (2) x controle -(2) 0,4730

Catimbau (3) x controle -(3) 0,1500
Soma das réplicas 0,3350

*Valores significativos

Os dados mostram também que a metodologia do Ensaio Cometa aplicada foi
sensivel a deteccao de danos genéticos provocados pelos efeitos da poluigcao e que
diferengas foram observadas entre ambientes rurais preservados e ambientes
urbanos poluidos. As medidas de cada dano genético, o indice de dano e na
frequéncia de dano, mostraram resultados indicativos do efeito da poluicdo da
cidade sobre os demais locais. Entre as réplicas de cada local estudado houve

diferengas nos resultados, variando do significativo para o néo significativo, o que
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reforca ainda mais a recomendagao de se trabalhar com réplicas, ou seja, com

caixas de populagdes individualizadas expostas nos locais.

A melhor escolha seria expor as larvas de D. melanogaster controle negativas
em locais o0 mais livres de poluigao possivel, como os preservados e longe de outros
centros urbano. Neste sentido o Parque Nacional do Catimbau se mostrou um

excelente local para este fim.

Este estudo permitiu, mais uma vez, confirmar que Drosophila melanogaster é
um excelente organismo para estudo da genotoxicidade através do Ensaio Cometa
(revisdo em Gaivao & Sierra, 2014), neste caso, para uso de hemdcitos de larvas

submetidas a condi¢bes de poluicao atmosférica.

Nossos resultados também estdo de acordo com os apresentados por
Vercosa (2015) quando ele comparou o efeito da poluigdo atmosférica associada a
urbanizagdo, investigando a cidade do Recife, capital de Pernambuco, e um
ambiente rural, distante 19 km em sentido oeste. No experimento foi também
utilizada a espécie D. melanogaster e o Ensaio Cometa, porém as células estudadas
foram hemdocitos de adultos, e ndo larvas. O autor demonstrou que houve diferengas
significativas entre o experimento realizado em Recife, apds seis dias de exposi¢cao
dos adultos no ambiente, em relagcdo ao controle negativo, estabelecido em
laboratério (controle de adultos e néo larvas, do Laboratério de Genética do CAV-
UFPE). Entretanto, Vergosa (2015) ndo observou diferengas entre os individuos
expostos em Recife e os adultos expostos ao um ambiente considerado rural (distrito
de Aldeia, municipio de Paudalho), sugerindo que fontes poluentes, como a
presenca de uma Usina Termoelétrica a 6 km do local estudado, possam estar
contribuindo para um efeito significativamente poluente no ambiente rural, igualando-
0 ao ambiente da capital Recife, mesmo que na regido exista uma grande area

verde de preservacgao.

Em nosso estudo observou-se que o ambiente considerado rural em Vitéria
de Santo Antao, de fato se mostrou menos poluido, visto os resultados ja discutidos
aqui, que foram: menores danos genéticos em relacdo a area urbana, € sem
diferengas significativas em relagdo ao Parque Nacional do Catimbau (em duas
réplicas). Este resultado de baixo nivel de dano no ambiente rural podera, no futuro,
ser melhor investigado por outras equipes de pesquisa e novos experimentos. Um

fato importante e relevante, entretanto, e que deve ter continuidade nos proximos
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estudos, € que o ambiente urbano de Vitéria de Santo Antdo parece estar causando
prejuizos genéticos, ao nivel do DNA, aos organismos e seres humanos residentes
na area urbana. Medidas de preservagao e controle da poluicdo precisam ser

tomadas, caso novas evidéncias corroborem os resultados aqui apresentados.

Assim, este trabalho abre perspectivas para que novas amostragens sejam
realizadas na cidade, inclusive aquelas relacionadas a investigacdo da
genotoxicidade nas proximidades de lixdes e grandes industrias, antigas ou
recentemente implantadas no municipio, fruto do recente crescimento econdédmico e

de sua expanséo.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel verificar que os agentes atmosféricos associados a
urbanizagdo sao capazes de provocar danos no material genético, ou seja, efeitos
genotoxicos nos individuos expostos. A cidade de Vitoria de santo Antdo teve um
significativo aumento do investimento industrial, imobiliario e crescimento
populacional, o que pode estar acarretando a liberacdo de mondxido de carbono,
organovolateis, organometalicos e outros contaminantes na atmosfera. Estes
poluentes podem resultar em genotoxicidade, conforme demonstram nossos dados

com o organismo modelo Drosophila melanogaster.

Na comparacao entre os resultados das areas urbana e rural de Vitéria de
Santo Antdo, e de ambas com o Parque Nacional do Catimbau, houve diferencas
significativas em relagdo ao indice e frequéncia de danos genéticos. Os resultados
comprovam e demonstram que os individuos estudados expostos em area de
grande urbanizagao sofreram maior impacto dos poluentes atmosféricos, uma vez
que o ponto estudado esta situado em uma avenida com intenso trafego de veiculos,
que sdo as maiores causas da poluicdo atmosférica, responsaveis por danos
celulares e a saude. Os resultados abrem perspectivas para que mais estudos sejam
realizados sobre a poluicdo ambiental em ambientes urbanos,bem como outros
agentes, através da metodologia do Ensaio Cometa utilizando a D. melanogaster

como modelo experimental.
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