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1 INTRODUÇÃO 

A Bacia Hidrográfica do Rio dos Sinos, que faz parte da região metropolitana de 

Porto Alegre, se caracteriza por uma alta densidade populacional e industrial. Está localizada 

a nordeste do Estado do Rio Grande do Sul, entre os paralelos 29° e 30° sul, com um curso 

d'água principal de 190 km e com área total de 3.820 km
2
. Esta Bacia já apresentou a 

qualidade de água mais baixa do Brasil. Dentre os principais afluentes do Rio dos Sinos, no 

trecho inferior, destaca-se o arroio Luiz Rau, que nasce, percorre e drena a região central do 

município de Novo Hamburgo (FIGUEIREDO et al., 2010; FEPAM, 2013). 

Neste contexto, a preocupação com o estado de degradação dos corpos hídricos induz 

a necessidade de se estabelecer métodos analíticos eficientes, tanto em nível da própria 

avaliação quanto auxiliares nas tomadas de decisões nos processos de gestão ambiental 

(RODRIGUES e CASTRO 2008). Sendo assim, o biomonitoramento com o teste Trad-MCN 

em Tradescantia constitui uma ferramenta adicional para avaliação da qualidade da água de 

corpos hídricos e águas residuais provenientes de esgotos domésticos (MIELLI et al., 2009; 

THEWES et al., 2011). 

O objetivo deste trabalho foi realizar a avaliação da qualidade da água do arroio Luiz 

Rau no município de Novo Hamburgo, por meio do bioensaio com Tradescantia (Trad-

MCN). 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

Estudos sobre a qualidade de corpos hídricos com o uso de bioindicadores como 

Tradescantia são reconhecidos mundialmente como uma importante ferramenta para a 

avaliação de efeitos genotóxicos de poluentes presentes em ambientes aquáticos. Tradescantia 

pallida (Rose) D.R. Hunt. var. purpurea Boom é uma espécie selvagem, que apresenta alta 

sensibilidade a agentes genotóxicos, sendo utilizada em biomonitoramentos da qualidade da 

água, através do teste de micronúcleos (Trad-MCN) (MIELLI et al., 2009; THEWES et al., 

2011). O teste Trad-MCN baseia-se na formação e contagem de micronúcleos nas células-mãe 

dos grãos de pólen na fase de tétrades (ANDRADE JÚNIOR et al., 2008; MEIRELES et al., 

2009).  

O monitoramento da qualidade da água normalmente é realizado através da avaliação 

físico-química e bacteriológica para indicação de potabilidade ou usos múltiplos, de acordo 

com os parâmetros estabelecidos pela Resolução CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005). No 

entanto, estes parâmetros quando analisados isoladamente, podem subestimar a real 

magnitude dos danos que estão sendo causados aos ambientes aquáticos (KARR e CHU, 

1999). 

 

3 METODOLOGIA 

Foram coletadas amostras de água em dois pontos no arroio Luiz Rau (próximo à 

nascente: 29° 38´14,78" S 51°08´22,53" W, 43 m alt e foz: 29°43'4.45"S  51° 7'55.02" W, 9 m 

alt.), nos meses de julho de 2012 e janeiro de 2013. O transporte das amostras foi feito de 

acordo com a Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT/NBR 9898/1987) e o 

Standard Methods (APHA, 2005). Após 24 h de adaptação, as inflorescências foram expostas 

por 8 h às amostras de água do arroio e recuperadas por 24 h em água destilada. A exposição 

das plantas, fixação das inflorescências, armazenamento, preparação das lâminas e a análise 

dos dados foram realizados de acordo com Thewes et al. (2011). Sete lâminas foram 

preparadas para cada amostra. Simultaneamente, foi realizado o controle negativo, 

substituindo a água das amostras por água destilada. Frequências de micronúcleos obtidas nas 

amostras e no controle em cada mês foram comparadas por ANOVA seguida do teste de 

Tukey, a 5% de probabilidade. 
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4 RESULTADOS 

No inverno, os botões florais expostos às amostras de água da área da nascente e da 

foz apresentaram as maiores frequências de MCN (4,80 e 5,76, respectivamente), não 

diferindo significativamente entre si. No entanto, foram estatisticamente diferentes das 

amostras do controle negativo (2,0) (F=15,213; p<0,001). No verão, as frequências de MCN 

observadas nos botões expostos às amostras de água da área da nascente e da foz também 

foram estatisticamente iguais (3,23 e 3,90, respectivamente) e significativamente superiores 

ao controle negativo (1,33) (F=19,633; p<0,001). 

 

5 DISCUSSÃO 

As amostras de água da área da nascente e da foz do arroio indicaram a presença de 

poluentes com potenciais efeitos genotóxicos, uma vez que as frequências de MCN 

observadas foram superiores às consideradas por Pereira et al.(2013) como resultado de 

mutações espontâneas (2,0 MCN/100 tétrades), que podem ocorrer em ambientes desprovidos 

de poluição.  

Em ambas as estações do ano, os botões florais expostos à água tanto da área da 

nascente quanto da foz apresentaram frequências de MCN estatisticamente iguais, 

evidenciando a presença de poluentes desde o início do curso d’água, corroborando com o 

estudo de Robaina et al. (2002), que verificaram condições de risco moderado a alto, em todos 

os pontos, para alguns metais pesados analisados em amostras de água do arroio Luiz Rau. 

 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados apresentaram níveis de genotoxicidade nos pontos amostrados, 

reforçando a importância do biomonitoramento com o uso do bioensaio Trad-MCN como um 

parâmetro para integrar a avaliação da qualidade de corpos hídricos. Considerando que o 

arroio Luiz Rau é um importante afluente do Rio dos Sinos, a poluição de suas águas se 

reflete no comprometimento da qualidade das águas da bacia.  
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INTRODUÇÃO 

Atualmente, a contaminação dos corpos hídricos por metais provenientes de diversas 

fontes de contaminação constitui-se em um grande risco para a saúde das populações 

aquáticas e da população humana que faz uso destes recursos. Levando em consideração a 

escassez de informações acerca dos possíveis efeitos de alguns destes metais sobre o DNA, 

este trabalho visa avaliar, através do teste de micronúcleos, o potencial genotóxico do 

alumínio em peixes da espécie Astyanax jacuhiensis. 

 

FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

O alumínio é dos elementos mais abundantes nos ecossistemas. Sob condições 

naturais, é liberado nos corpos hídricos através da erosão de rochas ou do solo, podendo 

alcançar altas concentrações na água. No entanto, nos últimos anos, os níveis ambientais deste 

metal têm aumentado em decorrência de diversas atividades antropogênicas, como o 

tratamento da água e a lixiviação ocasionada por operações de mineração e aterros industriais 

(García-Medina et al., 2013). O alumínio é considerado como sendo um metal nocivo aos 

ecossistemas, responsável por efeitos tóxicos com sérias consequências ecológicas, como 

alterações hematológicas, respiratórias, metabólicas e reprodutivas em peixes (Correia et al., 

2010). 
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Biomarcadores de danos de DNA são ferramentas valiosas para a avaliação dos efeitos 

agudos e crônicos em organismos aquáticos expostos a substâncias genotóxicas, que podem 

levar à indução de anormalidades morfológicas e processos de carcinogênese, além da 

indução de alterações no DNA que são passadas para as futuras gerações (Monserrat et al., 

2007). Dentre os diversos ensaios disponíveis para a detecção de danos ao DNA, o teste de 

micronúcleos está entre os mais utilizados atualmente.  

Os micronúcleos (MN) podem se originar tanto por fragmentos cromossômicos como 

por cromossomos inteiros que não são incorporados ao núcleo principal durante a divisão 

celular (Al-Sabti & Metcalfe, 1995). Diversos mecanismos estão envolvidos na formação de 

micronúcleos, como quebras cromossômicas e erros no fuso mitótico. Assim, o teste de 

micronúcleos detecta tanto agentes clastogênicos como aneugênicos, podendo ser aplicado a 

praticamente qualquer tipo celular (Brunetti et al., 1988). Em peixes, especificamente, outros 

grupos de anormalidades nucleares, como invaginações, brotos e células binucleadas, têm 

sido avaliadas durante o teste de micronúcleos (Ayllon & Garcia-Vazquez, 2000; Pacheco & 

Santos, 2002; Matsumoto et al., 2006).  

Considerando-se os altos níveis de alumínio encontrados nos ecossistemas aquáticos 

em diversos trabalhos (Camargo et al., 2009; Blume et al., 2010), bem como a necessidade de 

um melhor entendimento acerca da relação entre alterações no DNA e a exposição a este 

metal, o objetivo do presente trabalho é avaliar a presença de danos genéticos em peixes da 

espécie Astyanax jacuhiensis, expostos a duas concentrações de alumínio.  

 

METODOLOGIA 

Peixes da espécie Astyanax jacuhiensis foram obtidos de um piscicultor local e 

aclimatados em laboratório durante sete dias. Após o período de aclimatação, os animais 

foram aleatoriamente divididos em três grupos (n por grupo = 7): controle (água tratada sem 

cloro), Al 0,3 mg/L e Al 30 mg/L, em pH neutro. A concentração de 0,3 mg/L foi baseada no 

limite máximo permitido para água potável, de acordo com o decreto 518/2004 do Ministério 

da Saúde, enquanto a concentração de 30 mg/L baseia-se em um estudo realizado em um 

ponto do trecho inferior do Rio dos Sinos (Blume et al., 2010). Após 72 horas de exposição, 

os animais foram sacrificados para obtenção de amostras de sangue periférico. 
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O sangue foi coletado a partir de um corte na região caudal e diretamente gotejado 

sobre uma lâmina limpa, sendo realizado um esfregaço com o auxílio de outra lâmina. O 

material foi então fixado em etanol absoluto durante 10 minutos e corado com Giemsa 5%. 

Todas as lâminas foram codificadas e analisadas sem o conhecimento do grupo de peixes aos 

quais pertenciam. A análise das amostras foi realizada com a utilização de microscópio 

óptico, examinando-se 2000 eritrócitos de cada peixe. Os critérios para a identificação de 

micronúcleos foram os mesmos adotados por Grisolia (2002): (a) seu diâmetro deve ser 

menor que um terço do diâmetro do núcleo principal, (b) deve estar claramente separado do 

núcleo principal e (c) deve possuir coloração e intensidade semelhantes às do núcleo 

principal. Em relação à análise de anormalidades nucleares, foram considerados núcleos com 

invaginações, brotos e células binucleadas 

A comparação das frequências de micronúcleos e anormalidades nucleares foi 

realizada através do teste de Kruskall-Wallis, considerando um nível de significância de 

p<0,05. 

 

RESULTADOS 

A tabela 1 apresenta os resultados das frequências de micronúcleos e anormalidades 

nucleares encontradas nos peixes expostos às duas concentrações de alumínio e nos animais 

do grupo controle.  

 

Tabela 1. Frequência/1.000 células do número de micronúcleos (MN) e anormalidades 

nucleares (AN) dos indivíduos analisados. Média ± desvio padrão. 

 

      

Grupo n MN/1000 AN/1000 

Controle 7 0,00 ± 0,00 1,29 ± 1,95 

Alumínio 0,3 mg/L 7 0,21 ± 0,27 1,64 ± 1,35 

Alumínio 30 mg/L 7 0,14 ± 0,24 1,50 ± 1,00 

p   0,17 0,9 
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Embora os animais expostos às duas concentrações de alumínio tenham apresentado 

uma maior média de micronúcleos e anormalidade nucleares em relação ao grupo controle, 

não foram encontradas diferenças significativas entre a frequência de micronúcleos (p = 0,17) 

e anormalidades (p = 0,9) dos dois grupos expostos, em comparação com o grupo controle.  

 

DISCUSSÃO 

Os resultados do presente trabalho indicam que, nas condições utilizadas, o alumínio 

não apresenta efeitos genotóxicos em peixes da espécie Astyanax jacuhiensis. Embora já 

existam relatos de estudos acerca do potencial genotóxico do alumínio em peixes, ainda não 

há um consenso a respeito dos mecanismos de indução de danos ao DNA em animais 

expostos a este metal. Em um estudo realizado por Galindo e colaboradores (2010), não foram 

encontradas diferenças significativas entre a frequência de micronúcleos em exemplares da 

espécie Prochilodus lineatus expostos a 1 mg/L de alumínio durante 6, 24 e 96 horas e o 

grupo controle. Entretanto, neste mesmo estudo, a frequência de anormalidades nucleares dos 

indivíduos expostos mostrou-se significativamente maior do que a frequência dos animais do 

grupo controle. García-Medina e colaboradores (2013), avaliando os efeitos genotóxicos de 

três concentrações de alumínio (0,05 mg/L, 120 mg/L e 239 mg/L) em peixes da espécie 

Cyprinus carpio, encontraram um aumento da frequência de micronúcleos nos animais após 

12, 24 e 48 horas. No entanto, após 72 e 96 horas de exposição, estas frequências sofreram um 

decréscimo, sugerindo que, naquela espécie, o pico máximo da indução de formação de 

micronúcleos por alumínio ocorra em até 48 horas. Os resultados do presente trabalho, bem 

como os resultados de estudos publicados anteriormente, demonstram que o potencial 

genotóxico do alumínio depende de diversos fatores, tais como a espécie utilizada, o tempo de 

exposição e as concentrações selecionadas para estudo.  

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente trabalho visa contribuir para um melhor entendimento do potencial 

genotóxico do alumínio em peixes. Ressalta-se a importância da realização de novos estudos, 

levando em consideração exposições crônicas e demais concentrações encontradas em 

ambientes naturais.  
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1. INTRODUÇÃO:  
 

Em resposta à demanda da população pelo uso de fitoterápicos, e como tentativa de 

promover o uso racional desta classe de fármacos nota-se a grande necessidade da elucidação 

do mecanismo de ação dos mesmos, tendo em vista que estudos nesta área são escassos.  

Um dos fitoterápicos que se destaca pela prevalência de seu uso em relação aos demais 

fitoterápicos é o Gingko biloba (Marliére, 2008). Este fármaco é indicado para os quadros de 

vertigens, zumbidos resultantes de distúrbios circulatórios gerais e distúrbios circulatórios 

periféricos e insuficiência vascular cerebral (Nicolleti, 2007). Em um número menor de 

estudos, este fitoterápico tem tido efeitos sobre a aprendizagem, a concentração e a memória 

(Yoo, 2011). Porém pouco se sabe sobre o mecanismo de ação deste ativo. 

Tendo em vista este cenário, é evidente a importância da pesquisa envolvendo 

medicamentos fitoterápicos. Estes estudos deverão contribuir para a elucidação de seu 

mecanismo de ação e interação com outros fármacos, para somente então ser possível a real 

segurança no atendimento em programas de saúde pública que envolvam estes medicamentos. 

Neste sentido, modelos animais e cultivos celulares são ferramentas que fornecem subsídios 

para a elucidação da atividade farmacológica dos medicamentos fitoterápicos. Neste trabalho, 

será feita uma revisão destes tipos de investigações publicadas na literatura, que tenham como 

foco o efeito do fitoterápico Ginkgo biloba sobre parâmetros neurológicos.  

 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA:  
 

A demanda de medicamentos fitoterápicos na terapêutica brasileira é notória e, 

segundo Rates (2001), a utilização de produtos naturais como recurso terapêutico é tão antiga 

quanto a civilização humana.  Esta prática na maioria das vezes é realizada através da 

utilização de conhecimentos empíricos étnicos sobre a atividade farmacológica das plantas 

passando de geração para geração. Entretanto o uso deste tipo de medicamento muitas vezes 

ocorre devido à crença de que o mesmo, por se tratar de um produto natural, não confere 
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toxicidade, efeitos indesejados ou interação com os fármacos que o individuo já utiliza.  

Nicoletti e cols (2007) ressaltam a importância do conhecimento dos efeitos dos 

fitoterápicos, pois quando utilizados em associações com outros medicamentos químicos ou 

outros fitoterápicos podem causar interações medicamentosas. Ainda que sejam tantas as 

possibilidades e a demanda de desenvolvimento de medicamentos obtidos de ativos naturais, 

se observa que os estudos envolvendo fitoterápicos são escassos, frente à sua grande 

utilização pela população. 

 Em resposta à demanda da população pelo uso de fitoterápicos, e como tentativa de 

regulamentar o uso e aumentar a segurança para o paciente que utiliza esta classe de 

medicamentos a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) publicou a Resolução 

89/2004 (Brasil, 2004), que descreve as principais ações terapêuticas e normatiza a venda sob 

prescrição médica de alguns fitoterápicos como Ginkgo biloba (L.), Centella asiatica (L.) e 

Echinacea purpurea.  

Embora existam alguns estudos a respeito do uso, da toxicidade, dos mecanismos de 

ação e da eficácia das plantas medicinais, segundo Santos (2011) a literatura científica ainda é 

precária no sentido de se conhecer como fitoterápicos estão sendo usados, quais são seus reais 

benefícios e como se poderá capacitar os profissionais para o aconselhamento da utilização 

como medicina integrativa no SUS.  

Segundo Rates (2001), o uso racional de medicamentos implica na obtenção do 

melhor efeito, com a utilização pelo menor período de tempo possível. Ainda que pareça 

obvio, a prática tem demonstrado que raramente os medicamentos são utilizados de forma 

racional. A promoção do uso racional de medicamentos pode ser fundamentada nos seguintes 

aspectos: seleção, necessidade, eficácia, segurança, custo e qualidade, disponibilidade, 

programas de educação para profissionais da saúde e pacientes, padrões adequados para a 

prescrição de medicamentos e acompanhamento da utilização de medicamentos. 

Ginkgo biloba (L.) da família botânica Ginkgoaceae é uma árvore de origem oriental 

que vem sendo amplamente utilizada no Brasil em função de suas indicações farmacológicas 

para o tratamento de vertigens e zumbidos (resultantes de distúrbios circulatórios), de 

distúrbios circulatórios periféricos (claudicação intermitente) e de insuficiência vascular 

cerebral (Brasill, 2004). Em um número menor de estudos, este fitoterápico tem tido efeitos 

sobre a aprendizagem, a concentração e a memória, como observado no estudo de Yoo e cols, 

(2011). 

 Marliére e cols 2008 realizaram o único estudo brasileiro que avaliou o uso de 

fitoterápicos na terceira idade. Nesta amostra de Belo Horizonte (MG), pode-se observar que 
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o Gingko biloba esteve entre os medicamentos desta classe mais utilizados nesta faixa etária. 

Esta planta é uma das espécies vegetais com maior número de derivados registrados no país 

(Carvalho, A.C.B., 2008). Possui aproximadamente 50 medicamentos fitoterápicos 

desenvolvidos por diversas indústrias farmacêuticas brasileiras, utilizando este extrato como 

princípio ativo, e que tiveram seu registro deferido e publicado no Diário Oficial da União 

(DOU). Destes medicamentos, doze possuem registro ativo atualmente, segundo site da 

ANVISA. Além da industrialização de fitoterápicos a base de extrato de Ginkgo biloba, este 

ativo também é manipulado em Farmácias Magistrais.  

Desde que foram detectados tratamentos com extratos da planta, uma série de outras 

abordagens tem sido realizadas, em uma tentativa de confirmar e entender a provável 

influência deste fitoterápico sobre a neurobiologia. Diversos estudos de associação em 

diferentes populações têm procurado associar o uso de extratos da planta com melhora de 

memória tanto em indivíduos com demência, quanto em pessoas com queixas de memória 

sem o diagnóstico de demência.  

A partir destas lacunas, alguns trabalhos têm sido focados em avaliar os efeitos deste 

fitoterápico em modelos animais e cultivos celulares, uma vez que o efeito real dos 

componentes do Ginkgo biloba sobre a fisiologia neuronal ainda não é compreendido. Este 

trabalho propõe uma revisão dos dados referentes à esta questão, disponíveis na literatura 

científica. 

 
3. METODOLOGIA:  

 
O procedimento metodológico utilizado para esta revisão científica foi pesquisa de 

referências utilizando os sites “PubMed” e “Scielo”. Para a realização da pesquisa foram 

utilizadas as palavras chave: “Gingko biloba e memória”, “Gingko biloba e cultivo celular”, 

“Ginkgo biloba e neurogênese”. Todos os artigos encontrados sobre o assunto foram 

utilizados, sem limite de tempo.  

 
4. RESULTADOS:  

 
Em 1992, uma revisão publicada na revista Lancet avaliou os resultados de 40 estudos 

de intervenção, sendo que 39 deles demonstram ao menos um efeito pequeno na melhora da 

memória (Kleijnem e Knipschild, 1992). No entanto, a qualidade metodológica de muitos 

destes estudos foi considerada como sendo baixa. Após a publicação desta revisão, 

intervenções mais adequadas foram realizadas, mas a maior parte delas demonstrou efeito de 

13



 

 

 

melhora de memória somente em pacientes com demência, como o estudo do North American 

Egb Study Group (Le Bars et al, 1997). Ainda assim, intervenções com boa qualidade 

metodológica como a realizada por de van Dongen et al (2003) não detectaram nenhum efeito 

significante do Gingko biloba sobre a memória de pacientes com demência ou de indivíduos 

com outros déficits de memória.  

Dados de modelos animais estão disponíveis em um menor número de estudos, a partir de 

1986, quando Krieglstein e cols evidenciaram que o tratamento com extratos da planta 

provocou aumento de fluxo sanguíneo cerebral. Em 1998 Tadano e cols publicaram que a 

planta conferiu melhora na memória em camundongos. Estudos como o de Yoo e cols, 2011 e 

Tchantchou e cols, 2007 utilizando o extrato do Gingko biloba em modelos em animais tem 

demonstrado o efeito da planta com a neurogênese e sinaptogênese, bem como efeitos 

benéficos em modelos de doença de Alzheimer. No entanto, nenhum destes estudos procurou 

identificar as vias moleculares associadas a estes efeitos. 

 

5. DISCUSSÃO:  

 

Mesmo com a alta taxa de consumo deste fitoterápico na prática médica, os resultados de 

estudos científicos ainda são contraditórios. Relatos como os de Van Dongeno e cols (2002) 

ainda demonstram a ausência de efeito significante do Ginkgo biloba sobre a memória de 

pacientes com demência ou de indivíduos com outros déficits de memória. Estudos com 

animais tendem a ser mais concordantes, no entanto ainda não demonstram o mecanismo de 

ação desse medicamento. 

Tendo em vista o amplo consumo de fitoterápicos a base de Gingko biloba no país, bem 

como a escassez de estudos utilizando extrato padronizado (Egb761) para identificar seu 

mecanismo de ação em modelos patológicos ou não, é clara a necessidade de estudos in vitro 

em linhagens celulares. Somente utilizando-se desta abordagem, será possível avaliar a ação 

deste composto sobre o funcionamento neuronal. 

 
6. CONSIDERAÇÕES FINAIS: 

 
O presente trabalho demonstra a necessidade de investigações utilizando cultivos celulares 

para o maior entendimento dos efeitos do Ginkgo biloba sobre a neurobiologia. Somente com 

estes dados disponíveis será possível a avaliação de suas influências sobre as células 

humanas, possibilitando desta forma, uma utilização racional deste fitoterápico.
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INTRODUÇÃO 

Os ecossistemas aquáticos sofrem contaminações de origem urbana, industrial e agrícola. A 

composição de contaminantes varia de acordo com a atividade geradora, sendo que muitos 

apresentam substâncias genotóxicas, mutagênicas e carcinogênicas a diversas formas de vida 

incluindo a espécie humana.   

Em função da genotoxicidade de determinados poluentes, tornam-se imprescindíveis estudos 

que avaliem a sua ação nos organismos e também no ecossistema como um todo. Os trabalhos de 

genética toxicológica contribuem para a detecção de ecossistemas aquáticos contaminados e serve 

como subsídio para a tomada de medidas que visem à adequação dos níveis de poluentes 

descartados nos corpos d’água em concentrações não prejudiciais ao ecossistema. Neste contexto, 

este trabalho tem o objetivo de monitorar a genotoxicidade do Rio Ijuí utilizando o teste de 

micronúcleo em peixes e de análises de danos histológicos. 

  

FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

Os ambientes aquáticos são utilizados para diferentes finalidades, destacando-se como fonte 

de água para abastecimento das populações humanas, geração de energia, irrigação, navegação, 

aquicultura, além de importância paisagística (Sperling, 1993). Além disso, estes ambientes têm 
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sido utilizados como meio de descarte de diferentes produtos (White e Rasmussen, 1998), muitos 

deles com efeitos danosos sobre o equilíbrio natural dos ecossistemas aquáticos (Van der Werf, 

1996).   

A contaminação de ambientes aquáticos por poluentes químicos tóxicos pode apresentar diferentes 

origens.  Uma delas pode ser a agricultura que utiliza em sua prática atual diversos tipos de 

agrotóxicos com o intuito de combater organismos indesejáveis. Estes agrotóxicos podem alcançar 

os corpos de água através da aplicação intencional, deriva e escoamento superficial a partir de áreas 

onde ocorreram aplicações (Tomita e Beyruth, 2002).  

A poluição proveniente do descarte de diferentes tipos de efluentes nos ambientes aquáticos 

potencializa o risco de danos genéticos e de câncer nos organismos que ali habitam e também ao 

Homem (Stahl, 1991). Substâncias genotóxicas podem não contaminar apenas os organismos 

aquáticos por si só, mas sim o ecossistema inteiro podendo afetar os humanos através da ingestão 

desses organismos na alimentação (Von Burg e Liu, 1993). 

Os peixes são considerados bons organismos para análise da genotoxicidade de ambientes 

aquáticos, pois acumulam poluentes diretamente através da água contaminada ou indiretamente pela 

ingestão de outros organismos contaminados (Matsumoto et al., 2006). O método de análise da ação 

de compostos mutagênicos mais utilizado em peixes é o teste de micronúcleo (MN) (Al-Sabti e 

Metcalf, 1988; Udroiu, 2006). Outro tipo de biomarcador importante em peixes são as alterações 

histológicas, as quais constituem ferramentas sensíveis para detectar os efeitos tóxicos diretos de 

compostos químicos em órgãos-alvo e, portanto, são indicadores potentes da exposição prévia a 

estressores ambientais (Hinton et al., 1992; Schwaiger et al., 1997). Melletti et al. (2003) destacam 

a análise de danos causados nas brânquias de peixes devido à sensibilidade deste tecido, reforçando 

que estudos histopatológicos podem revelar efeitos tóxicos, constituindo ferramenta útil na 

avaliação de risco dos agentes tóxicos nos ambientes aquáticos.  

A Bacia Hidrográfica do Rio Ijuí pertence à Região Hidrográfica do Uruguai, destacando-se 

as atividades econômicas ligadas ao setor primário, predominando as lavouras de soja.  Alguns 

municípios desta bacia apresentam também os setores secundários e/ou terciários mais 

desenvolvidos.  Os principais usos da água se destinam a irrigação e ao abastecimento público 

(Profill, 2011). Como principais problemas ambientais da região, citam-se a descarga de esgotos 

sem tratamento nos corpos hídricos; atividades agrícolas sem utilização de práticas de conservação 

dos solos (Fepam, 2010). Diante destas fontes de contaminação, torna-se importante monitorar a 

genotoxicidade das águas da Bacia Hidrográfica do Rio Ijuí, como forma de avaliar a qualidade 

desses ambientes. 
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METODOLOGIA 

Para a realização deste trabalho, foram monitorados 3 pontos ao longo do rio Ijuí, nos 

municípios de Ijuí, Santo Ângelo e Pirapó (pontos 1, 2 e 3, respectivamente). Foram realizadas duas 

coletas de peixes (lambari) nos pontos selecionados, em julho (inverno) de 2012 e em janeiro 

(verão) de 2013. 

Após a coleta, lâminas com esfregaços sanguíneos foram preparadas para análise de 

micronúcleos e anormalidade nucleares, de acordo com Grisolia (2002) e Carrasco et. al. (1990).  

Também foi extraído o primeiro arco branquial direito, fixado em solução de Bouin por 16h, em 

seguida foram lavados em água corrente e armazenados em álcool 70%. Após preparação 

histológica das brânquias, foram avaliadas as lamelas primárias e secundárias quanto a sua 

morfologia, registrando a frequência de de alterações histológicas descritas na literatura, tais como: 

hiperplasia lamelar, hipertrofia lamelar, edemas, hiperplasia interlamelar, fusões lamelares.  

 

RESULTADOS 

Com relação aos danos histológicos nas brânquias, verificou-se que a coleta do inverno 

apresentou maior frequência de lamelas alteradas, destacando-se o ponto de Ijuí. Na coleta do verão 

a frequência de lamelas alteradas foi menor nos três pontos, mas o ponto de Ijuí novamente 

apresentou valores superiores.  

A frequência de micronúcleos e de anormalidades nucleares foi significativamente maior 

no ponto 3 (Pirapó) do que no ponto 1 (Ijuí) na coleta de inverno (neste período não foi possível 

analisar os peixes do ponto 2). Na coleta de verão não foram observadas diferenças entre os pontos 

coleta. 

 

DISCUSSÃO 

Em ambientes aquáticos degradados, particularmente quando há poluentes em 

concentrações subletais e crônicas, alterações da estrutura e função dos organismos aquáticos 

ocorrem mais frequentemente que mortalidade em massa. Por isso, na avaliação dos efeitos de 

poluentes em peixes de água doce devem ser consideradas as mudanças morfofisiológicas nos 

órgãos e tecidos, como brânquias, e moléculas, como o DNA (Santos, 2010). Na presença de 

poluentes, as brânquias podem exibir modificações que são consideradas respostas de defesa, visto 

que algumas levam ao aumento da distância entre o meio externo e o meio interno, diminuindo 

assim a área da superfície em contato com o poluente. Porém, a dificuldade para a difusão do 

18



 

 

 

 

poluente para o meio interno ao mesmo tempo provoca redução na difusão dos gases respiratórios, 

podendo provocar hipóxia (Mallatt, 1985). 

A presença em todos os pontos de coleta de edema e descolamento do epitélio das 

representam os primeiros sinais de alterações graves em brânquias (Tophon et al., 2003), o que 

sugere alteração na qualidade da água. Da mesma forma, a ocorrência de frequências elevadas de 

micronúcleos indica contaminação por substâncias mutagênicas. 

 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Dados mais detalhados e conclusivos serão obtidos com o prosseguimento do 

monitoramento nos três locais de coleta. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

A poluição atmosférica tem-se tornado uma das mais graves ameaças à qualidade 

ambiental, sendo definida como o resultado da introdução excessiva de compostos e partículas 

para as camadas de ar da atmosfera. O município de Caxias do Sul, localizado no Estado do 

Rio Grande do Sul, possui aproximadamente 435.564 habitantes, distribuído em uma área de 

1.644 km
2 

(IBGE, 2013). A região sedia o segundo maior polo metal mecânico do país o que 

contribui para o aumento da urbanização e da frota veicular, causando impactos à qualidade 

ambiental (MAZZONI et al. 2012). O aumento de compostos e partículas na atmosfera 

interfere na qualidade ambiental (Savóia et al., 2009). Nesse contexto, o biomonitoramento da 

poluição do ar se torna um importante instrumento de avaliação, para que medidas de controle 

sejam adotadas (CARRERAS et al. 2009). Os bioindicadores respondem aos efeitos 

sinérgicos das complexas misturas químicas (ISIDORI et al. 2003), podendo ser utilizados 

como um parâmetro complementar para avaliar a qualidade do ar. Tradescantia pallida var. 

purpurea  é uma espécie que vem sendo utilizada  em biomonitoramento da qualidade do ar 

em diferentes locais (COSTA e DROSTE, 2012). 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

O ar das grandes cidades vem apresentando de forma crescente substâncias que são 

inóspitas ou impróprias aos organismos vivos, podendo a poluição atmosférica ser vista 

também como um caso de saúde publica. Estudos epidemiológicos confirmam essa visão, pois 

têm mostrado uma relação entre o aumento da poluição aérea em centros urbanos e o aumento 

de doenças respiratórias na população (HENDERSON et al., 1975; ALVES, 2001). Extratos 

do ar de ambientes urbanos induzem genotoxicidade não apenas em humanos, mas também 

em animais, plantas e bactérias, podendo comprometer a harmonia dos ecossistemas 

(ISIDORI et al., 2003). 

As plantas fornecem dados de biomonitoramento importantes para os programas de 

controle da poluição do ar. Suas respostas podem ser observadas tanto em nível 

macroscópico, através da apresentação de cloroses, necroses, quedas de folhas ou diminuição 

no seu crescimento, como podem ocorrer em nível genético (ALVES, 2001). O 

biomonitoramento do ar atmosférico pode ser passivo, com a utilização de organismos 

naturalmente existentes na área avaliada, ou ativo, quando os bioindicadores são introduzidos 

no ambiente a ser estudado. Uma vantagem do uso do biomonitoramento ativo é a eliminação 

de alguns fatores, como: diferença das características do solo, suprimento de água, estádio de 

desenvolvimento e exposição das plantas, que podem modificar os resultados obtidos 

(GUIMARÃES et al., 2000). 

A avaliação da qualidade do ar por meio do teste de micronúcleos em Tradescantia 

(Trad-MCN) é considerada valiosa ferramenta pela simplicidade da metodologia e 

sensibilidade desta planta aos agentes genotóxicos (MA et al., 1994; RODRIGUES et al., 

1997; BATALHA et al., 1999; GUIMARÃES et al., 2000). Micronúcleos (MCN) são 

estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou de fragmentos cromossômicos que se 

perdem na divisão celular e, por isso, não são incluídos no núcleo das células filhas, 

permanecendo no citoplasma das células interfásicas (HEDDLE et al., 1983).  

Especificamente no Brasil, diversos estudos com o uso de Tradescantia foram 

realizados na última década. Em Santo André (São Paulo), Tradescantia pallida var. 

purpurea foi exposta a vários locais contaminados com diferentes poluentes atmosféricos. Os 

autores concluíram que as condições do ambiente observadas nos locais poluídos promoveram 

um aumento na frequência de micronúcleos, destacando os locais poluídos com intenso 

tráfego veicular (SAVOIA et al., 2009). 
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 A frequência de micronúcleos encontrada nas tétrades de Tradescantia pallida var. 

purpurea exposta em Estância Velha foi significativamente superior à encontrada no ambiente 

rural, podendo  relacionar-se com a urbanização e a industrialização da  localidade (COSTA e 

DROSTE, 2012).  

 Considerando a inexistência de dados sobre a qualidade do ar no município de 

Caxias do Sul e reconhecendo a importância do biomonitoramento ambiental como 

contribuição ao diagnóstico ambiental, o presente estudo tem por objetivo avaliar a qualidade 

do ar desta cidade, em áreas com diferentes impactos antrópicos por meio do teste de 

micronúcleo em Trandescantia pallida var. purpurea. 

 
 
3. METODOLOGIA 
 

Foram selecionados três pontos de exposição no município de Caxias do Sul (urbano, 

industrial e agrícola), amostrados durante os meses de novembro de 2012, janeiro e março de 

2013. Após 24 h de adaptação, as inflorescências com botões florais de Tradescantia pallida 

var. purpurea foram transportadas até os pontos amostrais e expostas por 8 h, em seguida 

foram recuperadas por 24 h em água destilada. Dez lâminas foram preparadas para cada 

amostra. A fixação das inflorescências, o armazenamento, a preparação das lâminas e a 

análise dos dados foram realizados de acordo com o protocolo descrito por Thewes et al. 

(2011). Simultaneamente, foi realizado o controle negativo com água destilada, em sala 

climatizada. As frequências médias de micronúcleos obtidas nas amostras em cada mês foram 

comparadas utilizando o teste ANOVA, seguido do teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 

 

4. RESULTADOS 
 

No mês de novembro, os botões florais expostos às áreas urbana e industrial 

apresentaram as maiores frequências de MCN (8,27 e 5,80, respectivamente) não diferindo 

significativamente entre si, porém diferindo estatisticamente daqueles expostos à área rural 

(2,77) e do controle negativo (1,57) (F=17,252; p<0,001), que não apresentaram diferença 

significativa. Em janeiro, a maior frequência de MCN foi observada nos botões expostos à 

área industrial (5,30), diferindo 
1
significativamente dos expostos às áreas urbana (3,57) e rural 

(3,40). As frequências observadas nas amostras do controle diferiram daquelas obtidas nos 

pontos amostrais (F=22,658; p<0,001). No mês de março, os botões expostos às áreas urbana, 
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industrial e rural apresentaram frequências de MCN estatisticamente iguais (3,97; 3,50 e 3,43, 

respectivamente) e superiores àqueles do controle (1,33) (F=9,016; p<0,001). 

 

5. DISCUSSÃO 
 

As frequências de MCN observadas evidenciaram genotoxicidade do ar nos pontos 

amostrados, alertando sobre os possíveis efeitos dos poluentes atmosféricos aos organismos 

vivos. Os botões florais expostos na área urbana apresentaram oscilações nas frequências de 

MCN (8,27; 3,57 e 3,97), provavelmente pela diferença de tráfego durante o ano. Pereira et al. 

(2013) também encontraram  diferenças nas frequências de MCN (3,25; 4,42) em ambientes 

com  diferentes intensidades veiculares. No mês de novembro, a frequência de MCN da área 

rural foi menor (2,77) do que nos meses subsequentes, provavelmente por não ser época de 

utilização de agrotóxicos nos parreirais, que constitui a cultura predominante na região 

(EMATER, 2013). Os resultados obtidos na região industrial foram semelhantes nos 

diferentes períodos do biomonitoramento (5,8; 5,3 e 3,5), devido à presença de fontes 

estacionárias de poluição atmosférica no ambiente (MEIRELES et al. 2009). 

 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

Os resultados apresentaram a presença de agentes com potencial genotóxico no ar 

atmosférico de Caxias do Sul ao longo de todo o período amostrado. Os dados reforçam a 

importância do uso do biomonitoramento ativo com o bioensaio Trad- MCN para avaliação da 

qualidade do ar em diferentes áreas de um município. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24



 

 

 

 

6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

 

ALVES, E. S.; GIUSTI, P. M.; DOMINGOS, M.; SALDIVA, P. H. N.; 

GUIMARÃES, E. T.; LOBO, D. J. A. Estudo anatômico foliar do clone híbrido de 

Tradescantia: alterações decorrentes da poluição aérea urbana. Revista Brasileira de 
Botânica, v.24, n.4, p. 561-566, 2001. 

 

BATALHA, J.R.F.; GUIMARÃES, E.T.; LOBO, D.J.A.; LICHTENFELS, A.J.F.C.; 

DEUR, T.; CARAVALHO, H.A.; ALVES, E.S.; DOMINGOS, M.; RODRIGUES, G.S.; 

SALDIVA, P.H.N..Exploring the clastogenic effects of air pollutants in São Paulo (Brazil) 

using the Tradescantia micronuclei assay. Mutation Research, v.426, p. 229-232, 1999. 

 

CARRERAS, HA., RODRIGUEZ, JH., GONZALEZ, CM., WANNAZ, ED., 

FERREYRA, FG., PEREZ, CA. e PIGNATA, ML. Assessment of the relationship between 

total suspended particles and the response of two biological indicators transplanted to an 

urban area in central Argentina. Atmospheric Environment, v.43, p. 2944-2949, 2009. 

 

COSTA, G. M.; DROSTE, A. Genotoxicity on Tradescantia pallida var. purpurea 

plants exposed to urban and rural eviroments in the metropolitan area of Porto Alegre, 

Southhern Brazil. Brazilian Journal of Biology, v.72.4; p.801-806, 2012. 

 

EMATER, 2013. Associação Rio-Grandense de Empreendimentos de Assistência 

Técnica e Extensão Rural. Disponível em: http://www.emater.tche.br/site/. Acesso em: 20 jun. 

2013. 

 

GUIMARÃES, E. T.; DOMINGOS, M.; ALVES, E. S.; CALDINI J. R. N.; LOBO, 

D. J. A.; LICHTENFELS, A. J. F. C.; SALDIVA, P. H. N. Detection of the genotoxicity of 

air pollutants in and around the city of Sao Paulo (Brazil) with the Tradescantia-micronucleus 

(Trad-MCN) assay. Environment and Experimental Botany, Oxford, v.44, n.1, p.1-8, 2000. 

 

IBGE, Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística. Disponível em: 

<http://www.ibge.gov.br/cidadesat/linl.php?uf=rs>. Acesso em: 10 jan.2013. 

 

ISIDORI, M.; FERRARA, M.; LAVORGNA, M.; NARDELLI, A.; PARRELA, A. 

In situ monitoring of urban air in Souther Italy eith the Tradescantia micronucleus bioassays 

and semipermeable membran devices (SPMDs). Chemosphere, v.52, p. 121-126, 2003. 

 

HEDDLE, J.A. A rapid in vitro test for chromosomal damage. Mutation Research, 
v.18, p.1987-1990, 1983. 

 
HENDERSON, B.E., GORDON, R.J., MENCK, H., SOOHOO, J., MARTIN, S.P. & 

PIKE, M.C. Lung cancer and air pollution in Southcentral Los Angel country. American 

Journal of Epidemiology, v.101, p. 477- 488, 1975. 

 

MA, T. H.; CABRERA, G. L.; CHEN, R.; GILL, B. S.; SANDHU, S. S.; 

VANDENBERG, A. L.; SALAMONE, M. F. Tradescantia micronucleus bioassay. Mutation 
Research, v. 310, p.221-230, 1994. 

 

25



 

 

 

 

MAZZONI, A. C.; LANZER, R.; BORDIN, J.; SCHAFER, A.; WASUM, R.; 

Mosses as indicators of atmospheric metal deposition in an industrial area of southern Brazil. 

Acta Bot. Bras. 2012, v.26, n.3 p. 553-558.  

 

MEIRELES, J.;  ROCHA, R.; NETO, A.C.; CERQUEIRA, E.. Genotoxic effects of 

vehicle traffic pollution as evaluated by micronuclei test in Tradescantia (Trad-MCN). 

Mutation Research, v. 675, p.46-50, 2009. 

 

  RODRIGUES, G.S.; MA, T.H.; PIMENTEL, D.; WEINSTEIN, L.H.. Tradescantia 

bioassay as monitoring systems for environmental mutagenesis: a review.  Critical Reviews 
of Plant Science, v.16, p. 325-359, 1997. 

 

SAVOIA E. J.; DOMINGOS M.; GUIMARÃES E. T.; BRUMATI, F.; SALDIVA 

P.H. Biomonitoring genotoxic risks under the urban weather conditions and polluted 

atmosphere in Santo Andre, SP, Brazil, through Trad- MCN bioassay. Ecotoxicology 
Environmental, v.72, p. 255-260, 2009. 

 

THEWES, M. R., ENDRES JUNIOR, D., DROSTE, A.  Genotoxicity biomonitoring 

of sewage in two municipal wastewater treatment plants using the Tradescantia pallida var. 

purpurea  bioassay. Genetics and Molecular Biology, v.34, n.4, p.689-693, 2011. 

 

26



 

 
 

 

EFEITOS DA INFECÇÃO POR ADENOVIRUS 5 SOBRE A 
EXPRESSÃO DE QUATRO GENES ENVOLVIDOS NO CICLO 

CELULAR 
 

Isabel Cristina GiehlI 
Caroline Rigotto Borges2 

Andréia Henzel3 
Rodrigo Staggemeier4  

Larisssa Ferreira de Jesus5 
Fernando Rosado Spilki6 

Palavras-chave: Infecção por HAdV-5. Linhagem celular humana. Transcrição. qPCR. 

INTRODUÇÃO 

Adenovírus são vírus de DNA, não-envelopados, que pertencem à Família 

Adenoviridae. Alguns adenovirus humanos, mais especificamente o sorotipo 5 (HAdV-5) 

causam infecções no trato respiratório. Durante um processo de infecção, é bastante 

conhecida a capacidade que os AdV têm de reprogramar a célula hospedeira e burlar seus 

mecanismos de defesa antivirais, para que consigam reproduzir-se. Estes vírus codificam 

diversas proteínas que interferem em mecanismos celulares que regulam processos como a 

progressão do ciclo celular e a apoptose.  

A fim de compreender quais são os impactos da infecção por adenovírus sobre 

linhagens celulares isoladas a partir de diferentes organismos, são cada vez mais frequentes 

estudos in vitro voltados para o exame desse processo de reprogramação na expressão gênica 

da célula hospedeira durante a infecção. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo 

compreender qual o impacto de uma infecção por adenovirus humano tipo 5 (HAdV-5) em 

uma linhagem de células humanas (A549), no que diz respeito à expressão de alguns genes 

envolvidos no controle do ciclo celular. Para tanto, é necessário conhecer os níveis basais da 

expressão destes genes em células mantidas sob condições normais, em comparação com 

células da mesma linhagem expostas ao AdV-5. Os intervalos de tempo analisados são 1, 24 e 
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48 horas pós-infecção. A ferramenta utilizada para a quantificar a expressão gênica é a 

Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real (qPCR).  

FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

Os AdV são vírus não-envelopados, de partícula icosaédrica constituída por um 

capsídeo externo que envolve um cerne de DNA genômico de fita dupla (STEWART et al., 

1993; LEHMBERG et al., 1999). Os AdV humanos fazem parte do gênero Mastadenovirus, 

pertencente à família Adenoviridae (ICTV, 2011). Os tipos de AdV humanos mais 

comumente usados em pesquisa são o HAdV-2 e o HAdV-5, pertencentes ao Subgrupo C, que 

têm relação com doenças do trato respiratório (ainda que sejam consistentemente excretados 

pela via fecal) e, a priori, não possuem potencial oncogênico (GRANBERG, 2006). 

Quando uma célula é infectada por AdV, sua expressão gênica é alterada. 

Inicialmente, a transcrição de genes celulares envolvidos na defesa contra o vírus é 

aumentada. Em seguida, grande parte dos genes celulares é silenciada e apenas aqueles que 

são úteis para a replicação viral têm sua expressão aumentada (DORN et al., 2005). Estes 

vírus codificam vários genes que agem diretamente sobre algumas proteínas celulares 

envolvidas na regulação da transcrição (ZHAO et al., 2007). Desta forma, inúmeros processos 

celulares são afetados durante a progressão da infecção por AdV, de forma a otimizar o 

ambiente celular e deixá-lo propício para a replicação viral. Dentre os processos que sofrem 

interferência, pode-se citar de forma generalizada o controle do ciclo celular, rotas de 

crescimento e inibição do crescimento celular, bem como o metabolismo de DNA, RNA e de 

proteínas (ZHAO et al., 2003). 

METODOLOGIA 

Adenovirus humano tipo 5 (HAdV-5) foi inoculado sobre cultivos da linhagem 

celular de carcinoma pulmonar humano (A549), nas concentrações de 0,1, 1 e 5 MOI 

(multiplicity of infection) . O controle negativo do estudo é representado por células cultivadas 

em meio de manutenção, sem a inoculação do vírus.  

Nos períodos de 1h, 24h e 48h pós-infecção, o RNA total dos cultivos foi extraído 

com o uso de um kit comercial (PureLink® RNA Mini Kit) e seguido da síntese de cDNA 

(High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit). O cDNA obtido foi usado como molde 

para a amplificação por PCR quantitativa em tempo real (qPCR), com conjuntos de 

iniciadores específicos para as seguintes  moléculas: CCNDBP1 (Cyclin-D1-binding protein 

1) Fw 5'- GAGACCACCGAGGAGTTTAAT -3' e Rev 5'- AGCATGGACTTGTTCACAGA 

AC -3', TGFBR1 (Transforming growth factor-β receptor 1) Fw 5'- GTTACAGTGTTTCTG 
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CCACC -3' e Rev 5'- AGTTTTTGAAGAGGGTGCACAT -3', DHFR (Dihydrofolate 

reductase) Fw 5'- CTGTCATGGTTGGTTCGCTA -3' e Rev 5'- AACCAGGTCTTCTTACC 

CATA -3' e Smurf2 (SMAD ubiquitination regulatory factor 2) Fw 5'- CTGACAGTACTCTG 

TGCAA -3' e Rev 5'- GGTCATAATGCTGATTCCAC -3'. A β-actina foi usada como gene 

normalizador, ou seja, como controle celular endógeno (Fw 5'- GCATGGGTCAGAAGGA 

TT -3' e Rev 5'- CTCATTGTAGAAGGTGTGGT -3'). 

Todas as amplificações foram realizadas com o kit comercial Platinum® SYBR® 

Green qPCR Super Mix-UDG (Invitrogen). As leituras da fluorescência foram obtidas através 

do equipamento para PCR em tempo real MyiQ™2 Two-Color Real Time PCR Detection 

System (Bio-Rad Laboratories), a cada ciclo de amplificação, e, posteriormente, analisadas 

pelo software iQ™5 Optical System versão 2.1. Os resultados foram expressos em valor de Ct 

(cycle threshold), conforme o número de ciclos de PCR necessários para que o sinal 

fluorescente atinja o limiar de detecção da técnica. Para a quantificação das mudanças na 

expressão gênica entre o controle negativo não infectado e os grupos infectados, foi utilizado 

o Método Comparativo do Ct. 

RESULTADOS 

A concentração viral definida como ideal para este estudo foi a de 1 MOI, uma vez 

que fornece uma quantidade proporcional de partículas virais para a quantidade de células 

usada nos experimentos, ao mesmo tempo em que não causa um impacto negativo tão rápido 

aos cultivos celulares, permitindo que este seja mais gradual e passível de acompanhamento.  

Os resultados preliminares relativos à expressão dos genes em células infectadas 

(tabela 1) mostram aumentos significativos na expressão de TGFBR1 e CCNDBP1, em 

relação ao controle não infectado, com aumentos de 4.44 vezes e 2.33, respectivamente, em 

24 hpi, e de 2.32 e 2.30, respectivamente, em 48 hpi. No tempo de 1 hpi, os aumentos na 

expressão destes dois genes não foram significativos. 

 

  
TGFBR1 Smurf2 CCNDBP1 DHFR 

1 hpi 1,12 0,43 1,15 1,25 

24 hpi 4,44 0,98 2,33 0,04 

48 hpi 2,32 0,25 2,30 0,14 

Tabela 1: Valores da diferença de expressão (Fold Difference) dos genes estudados entre células infectadas com 
HAdV-5 e controles não-infectados, nos tempos de 1, 24 e 48 horas pós-infecção (hpi). 

Já as diferenças encontradas em relação à expressão dos outros dois genes (Smurf2 

e DHFR) em células infectadas não foram significativas, quando comparadas aos controles.  
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DISCUSSÃO 

 O aumento encontrado na expressão da molécula codificada pelo gene 

CCNDBP1, em células após a infecção por HAdV-5, pode ser explicado pelo fato 

anteriormente comentado de que existe uma indução da resposta imune neste período. O 

produto gerado por este gene interage com outra proteína, conhecida como Grap2, que é uma 

proteína adaptadora importante na sinalização para a mobilização de células imunes. Além 

disso, a molécula codificada pelo gene também interage com a Ciclina D, que é um 

importante regulador do ciclo celular, com papel fundamental na transição entre as fases S e 

G1. CHELLAS-GÉRY e colaboradores (2007) trazem evidências que indicam a atuação desta 

proteína na supressão de tumores, onde a sua superexpressão inibe o crescimento celular e a 

sua depleção corresponde a proliferação. Este mesmo trabalho reforça o conceito de que a 

infecção de células por um microorganismo resulta em alterações na expressão de genes 

envolvidos no controle do ciclo celular. Os resultados encontrados no estudo determinam que 

a infecção de células HeLa por Chlamydia faz com que a expressão de CCNDBP1 esteja 

reduzida, uma vez que esta bactéria necessita que a célula esteja proliferando para se 

estabelecer, mecanismo contrário ao observado no ciclo infeccioso dos adenovírus humanos. 

Da mesma forma, o aumento na expressão TGFBR1, molécula diretamente 

envolvida na rota de sinalização do TGF-β (Transforming growth factor beta), foi um 

comportamento esperado, uma vez que o efeito clássico da cascata do TGF-β consiste da ação 

antiproliferativa em células, bloqueando o avanço do ciclo celular. Estudos similares, como o 

realizado por LEONG e colaboradores (2005), com a infecção de células da linhagem Vero 

por coronavírus, encontram resultados semelhantes, com aumento na expressão de genes 

como o MADH2, que medeia a sinalização de TGF- β. 

É sugestivo, portanto, que na ocasião da infecção por HAdV-5, pode ser bloqueada 

ou refreada a progressão do ciclo celular, havendo um direcionamento da maquinaria celular 

para a produção de proteínas virais. Cabe ressaltar que estes mecanismos são recorrentes 

quando se trata da infecção de células por diferentes tipos virais e microorganismos. 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Este é um estudo inovador, uma vez que não foram reportados trabalhos nesse 

sentido com os modelos aqui utilizados (AdV-5 e células A549). Os resultados mostrados são 

preliminares, fazendo-se necessário um estudo mais aprofundado, em intervalos de tempo 

menores que os explorados neste trabalho, a fim de acompanhar e compreender como se dá a 

expressão gênica celular ao longo das fases do ciclo infeccioso do vírus. 
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