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1 INTRODUCAO

A Bacia Hidrogréafica do Rio dos Sinos, que faz parte da regido metropolitana de
Porto Alegre, se caracteriza por uma alta densidade populacional e industrial. Esta localizada
a nordeste do Estado do Rio Grande do Sul, entre os paralelos 29° e 30° sul, com um curso
d'agua principal de 190 km e com area total de 3.820 km® Esta Bacia ja apresentou a
qualidade de agua 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 regido central do
municipio de Novo Hamburgo (FIGUEIREDO et al., 2010; FEPAM, 2013).

Neste contexto, a preocupacdo com o estado de degradacéo dos corpos hidricos induz
a necessidade de se estabelecer métodos analiticos eficientes, tanto em nivel da propria
avaliacdo quanto auxiliares nas tomadas de decisOes nos processos de gestdo ambiental
(RODRIGUES e CASTRO 2008). Sendo assim, 0 biomonitoramento com o teste Trad-MCN
em Tradescantia constitui uma ferramenta adicional para avaliacdo da qualidade da agua de
corpos hidricos e aguas residuais provenientes de esgotos domésticos (MIELLI et al., 2009;
THEWES et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi realizar a avaliacdo da qualidade da agua do arroio Luiz
Rau no municipio de Novo Hamburgo, por meio do bioensaio com Tradescantia (Trad-
MCN).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Estudos sobre a qualidade de corpos hidricos com o uso de bioindicadores como
Tradescantia sdo reconhecidos mundialmente como uma importante ferramenta para a
avaliacdo de efeitos genotoxicos de poluentes presentes em ambientes aquaticos. Tradescantia
pallida (Rose) D.R. Hunt. var. purpurea Boom é uma espécie selvagem, gque apresenta alta
sensibilidade a agentes genotdxicos, sendo utilizada em biomonitoramentos da qualidade da
agua, através do teste de microndcleos (Trad-MCN) (MIELLI et al., 2009; THEWES et al.,
2011). O teste Trad-MCN baseia-se na formacgéo e contagem de micronucleos nas células-mae
dos gréos de polen na fase de tétrades (ANDRADE JUNIOR et al., 2008; MEIRELES et al.,
2009).

O monitoramento da qualidade da agua normalmente é realizado através da avaliacao
fisico-quimica e bacterioldgica para indicacdo de potabilidade ou usos multiplos, de acordo
com os parametros estabelecidos pela Resolugdo CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005). No
entanto, estes parametros quando analisados isoladamente, podem subestimar a real
magnitude dos danos que estdo sendo causados aos ambientes aquaticos (KARR e CHU,
1999).

3 METODOLOGIA

Foram coletadas amostras de dgua em dois pontos no arroio Luiz Rau (proximo a
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 Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT/NBR 9898/1987) e o
Standard Methods (APHA, 2005). Apds 24 h de adaptacao, as inflorescéncias foram expostas
por 8 h as amostras de agua do arroio e recuperadas por 24 h em agua destilada. A exposicao
das plantas, fixagdo das inflorescéncias, armazenamento, preparacdo das laminas e a analise
dos dados foram realizados de acordo com Thewes et al. (2011). Sete laminas foram
preparadas para cada amostra. Simultaneamente, foi realizado o controle negativo,
substituindo a &gua das amostras por agua destilada. Frequéncias de micronudcleos obtidas nas
amostras e no controle em cada més foram comparadas por ANOVA seguida do teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS

No inverno, os botdes florais expostos as amostras de agua da area da nascente e da
foz apresentaram as maiores frequéncias de MCN (4,80 e 5,76, respectivamente), néo
diferindo significativamente entre si. No entanto, foram estatisticamente diferentes das
amostras do controle negativo (2,0) (F=15,213; p<0,001). No veréo, as frequéncias de MCN
observadas nos botdes expostos as amostras de agua da area 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 DISCUSSAO

As amostras de dgua da area da nascente e da foz do arroio indicaram a presenca de
poluentes com potenciais efeitos genotéxicos, uma vez que as frequéncias de MCN
observadas foram superiores as consideradas por Pereira et al.(2013) como resultado de
mutacOes espontaneas (2,0 MCN/100 tétrades), que podem ocorrer em ambientes desprovidos
de poluicéo.

Em ambas as estacdes do ano, os botbes florais expostos a agua tanto da &rea da
nascente quanto da foz apresentaram frequéncias de MCN estatisticamente iguais,
evidenciando a presenca de poluentes desde o inicio do curso d’agua, corroborando com o
estudo de Robaina et al. (2002), que verificaram condicGes de risco moderado a alto, em todos

0s pontos, para alguns metais pesados analisados em amostras de agua do arroio Luiz Rau.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentaram niveis de genotoxicidade nos pontos amostrados,
refor¢ando a importancia do biomonitoramento com o uso do bioensaio Trad-MCN como um
pardmetro para integrar a avaliacdo da qualidade de corpos hidricos. Considerando que o
arroio Luiz Rau é um importante afluente do Rio dos Sinos, a poluicdo de suas aguas se

reflete no comprometimento da qualidade das 4guas da bacia.
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INTRODUCAO

Atualmente, a contaminacgdo dos corpos hidricos por metais provenientes de diversas
fontes de contaminacdo constitui-se em um grande risco para a saude das populacdes
aquaticas e da populacdo humana que faz uso destes recursos. Levando em consideragdo a
escassez de informacOes acerca dos possiveis efeitos de alguns destes metais sobre 0 DNA,
este trabalho visa avaliar, através do teste de micronucleos, o potencial genotoxico do

aluminio em peixes da espécie Astyanax jacuhiensis.

FUNDAMENTACAO TEORICA

O aluminio é dos elementos mais abundantes nos ecossistemas. Sob condicGes
naturais, € liberado nos corpos hidricos através da erosdo de rochas ou do solo, podendo
alcancar altas concentracdes na agua. No entanto, nos ultimos anos, 0s niveis ambientais deste
metal tém aumentado em decorréncia de diversas atividades antropogénicas, como o
tratamento da agua e a lixiviagdo ocasionada por operacfes de mineracdo e aterros industriais
(Garcia-Medina et al., 2013). O aluminio é considerado como sendo um metal nocivo aos
ecossistemas, responsavel por efeitos toxicos com sérias consequéncias ecologicas, como
alteraces hematoldgicas, respiratorias, metabdlicas e reprodutivas em peixes (Correia et al.,
2010).

!Mestre em Qualidade Ambiental pela Universidade Feevale
2Doutor em Neurociéncias pela Universidade Federal do RS (UFRGS)
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Biomarcadores de danos de DNA sdo ferramentas valiosas para a avaliacdo dos efeitos
agudos e cronicos em organismos aquaticos expostos a substancias genotdxicas, que podem
levar a inducdo de anormalidades morfoldgicas e processos de carcinogénese, além da
inducdo de alteraces no DNA que sdo passadas para as futuras geracdes (Monserrat et al.,
2007). Dentre os diversos ensaios disponiveis para a deteccdo de danos ao DNA, o teste de
micronucleos esta entre os mais utilizados atualmente.

Os micronucleos (MN) podem se originar tanto por fragmentos cromossémicos como
por cromossomos inteiros que ndo sdo incorporados ao nucleo principal durante a diviséo
celular (Al-Sabti & Metcalfe, 1995). Diversos mecanismos estdo envolvidos na formacéo de
micronucleos, como quebras cromossémicas e erros no fuso mitético. Assim, o teste de
micronucleos detecta tanto agentes clastogénicos como aneugénicos, podendo ser aplicado a
praticamente qualquer tipo celular (Brunetti et al., 1988). Em peixes, especificamente, outros
grupos de anormalidades nucleares, como invaginacgdes, brotos e células binucleadas, tém
sido avaliadas durante o teste de micronucleos (Ayllon & Garcia-Vazquez, 2000; Pacheco &
Santos, 2002; Matsumoto et al., 2006).

Considerando-se os altos niveis de aluminio encontrados nos ecossistemas aquaticos
em diversos trabalhos (Camargo et al., 2009; Blume et al., 2010), bem como a necessidade de
um melhor entendimento acerca da relacdo entre alteracdes no DNA e a exposicdo a este
metal, 0 objetivo do presente trabalho é avaliar a presenca de danos genéticos em peixes da

espécie Astyanax jacuhiensis, expostos a duas concentrac@es de aluminio.

METODOLOGIA

Peixes da espécie Astyanax jacuhiensis foram obtidos de um piscicultor local e
aclimatados em laboratorio durante sete dias. Ap6s o periodo de aclimatacdo, os animais
foram aleatoriamente divididos em trés grupos (n por grupo = 7): controle (4gua tratada sem
cloro), Al 0,3 mg/L e Al 30 mg/L, em pH neutro. A concentracdo de 0,3 mg/L foi baseada no
limite maximo permitido para agua potavel, de acordo com o decreto 518/2004 do Ministério
da Saude, enquanto a concentracdo de 30 mg/L baseia-se em um estudo realizado em um
ponto do trecho inferior do Rio dos Sinos (Blume et al., 2010). Ap6s 72 horas de exposicao,

os animais foram sacrificados para obtencdo de amostras de sangue periféerico.
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O sangue foi coletado a partir de um corte na regido caudal e diretamente gotejado
sobre uma lamina limpa, sendo realizado um esfregaco com o auxilio de outra lamina. O
material foi entdo fixado em etanol absoluto durante 10 minutos e corado com Giemsa 5%.
Todas as ldaminas foram codificadas e analisadas sem o conhecimento do grupo de peixes aos
quais pertenciam. A analise das amostras foi realizada com a utilizagdo de microscopio
Optico, examinando-se 2000 eritrocitos de cada peixe. Os critérios para a identificacdo de
micronucleos foram os mesmos adotados por Grisolia (2002): (a) seu didmetro deve ser
menor que um terco do didmetro do nucleo principal, (b) deve estar claramente separado do
nacleo principal e (c) deve possuir coloracdo e intensidade semelhantes as do nucleo
principal. Em relagdo a analise de anormalidades nucleares, foram considerados nlcleos com
invaginagdes, brotos e células binucleadas

A comparacdo das frequéncias de micronucleos e anormalidades nucleares foi
realizada através do teste de Kruskall-Wallis, considerando um nivel de significancia de
p<0,05.

RESULTADOS
A tabela 1 apresenta os resultados das frequéncias de micronlcleos e anormalidades
nucleares encontradas nos peixes expostos as duas concentracdes de aluminio e nos animais

do grupo controle.

Tabela 1. Frequéncia/1.000 células do nimero de micronucleos (MN) e anormalidades
nucleares (AN) dos individuos analisados. Média + desvio padrao.

Grupo n MN/1000 AN/1000
Controle 7 0,00 £ 0,00 1,29 +£1,95
Aluminio 0,3 mg/L 7 0,21 + 0,27 1,64 +1,35
Aluminio 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 as duas concentracdes de aluminio tenham apresentado
uma maior média de micronucleos e anormalidade nucleares em relacdo ao grupo controle,
ndo foram encontradas diferencas significativas entre a frequéncia de microndcleos (p = 0,17)

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

DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho indicam que, nas condigdes utilizadas, o aluminio
ndo apresenta efeitos genotoxicos em peixes da espécie Astyanax jacuhiensis. Embora ja
existam relatos de estudos acerca do potencial genotdxico do aluminio em peixes, ainda nao
hd um consenso a respeito dos mecanismos de inducdo de danos ao DNA em animais
expostos a este metal. Em um estudo realizado por Galindo e colaboradores (2010), ndo foram
encontradas diferencas significativas entre a frequéncia de micronucleos em exemplares da
espécie Prochilodus lineatus expostos a 1 mg/L de aluminio durante 6, 24 e 96 horas e 0
grupo controle. Entretanto, neste mesmo estudo, a frequéncia de anormalidades nucleares dos
individuos expostos mostrou-se significativamente maior do que a frequéncia dos animais do
grupo controle. Garcia-Medina e colaboradores (2013), avaliando os efeitos genotdxicos de
trés concentracdes de aluminio (0,05 mg/L, 120 mg/L e 239 mg/L) em peixes da espécie
Cyprinus carpio, encontraram um aumento da frequéncia de micronucleos nos animais apos
12, 24 e 48 horas. No entanto, ap6s 72 e 96 horas de exposi¢do, estas frequéncias sofreram um
decréscimo, sugerindo que, naquela espécie, o pico maximo da inducdo de formacdo de
micronucleos por aluminio ocorra em até 48 horas. Os resultados do presente trabalho, bem
como o0s resultados de estudos publicados anteriormente, demonstram que o potencial
genotdxico do aluminio depende de diversos fatores, tais como a espécie utilizada, o tempo de

exposicao e as concentracdes selecionadas para estudo.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho visa contribuir para um melhor entendimento do potencial
genotdxico do aluminio em peixes. Ressalta-se a importancia da realizacdo de novos estudos,
levando em consideragdo exposi¢Ges cronicas e demais concentragdes encontradas em

ambientes naturais.
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1. INTRODUCAO:

Em resposta a demanda da populacdo pelo uso de fitoterdpicos, e como tentativa de
promover o uso racional desta classe de farmacos nota-se a grande necessidade da elucidag¢do
do mecanismo de acdo dos mesmos, tendo em vista que estudos nesta drea sao escassos.

Um dos fitoterdpicos que se destaca pela prevaléncia de seu uso em relagao aos demais
fitoterdpicos € o Gingko biloba (Marliére, 2008). Este farmaco € indicado para os quadros de
vertigens, zumbidos resultantes de distlirbios circulatérios gerais e distirbios circulatérios
periféricos e insufici€éncia vascular cerebral (Nicolleti, 2007). Em um nimero menor de
estudos, este fitoterdpico tem tido efeitos sobre a aprendizagem, a concentracdo € a memoria
(Yoo, 2011). Porém pouco se sabe sobre o mecanismo de ag@o deste ativo.

Tendo em vista este cendrio, é evidente a importancia da pesquisa envolvendo
medicamentos fitoterdpicos. Estes estudos deverdo contribuir para a elucidacdo de seu
mecanismo de acdo e interacdo com outros farmacos, para somente entao ser possivel a real
seguranc¢a no atendimento em programas de satde publica que envolvam estes medicamentos.
Neste sentido, modelos animais e cultivos celulares sdo ferramentas que fornecem subsidios
para a elucidagdo da atividade farmacoldgica dos medicamentos fitoterdapicos. Neste trabalho,
serd feita uma revisdo destes tipos de investigacdes publicadas na literatura, que tenham como

foco o efeito do fitoterdpico Ginkgo biloba sobre parametros neurolégicos.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA:

A demanda de medicamentos fitoterdpicos na terap€utica brasileira é notdria e,
segundo Rates (2001), a utilizacdo de produtos naturais como recurso terapéutico € tdo antiga
quanto a civilizacdo humana. Esta pritica na maioria das vezes € realizada através da
utilizacdo de conhecimentos empiricos étnicos sobre a atividade farmacoldgica das plantas
passando de geragdo para geracdo. Entretanto o uso deste tipo de medicamento muitas vezes

ocorre devido a crenca de que o mesmo, por se tratar de um produto natural, ndo confere

*Possui Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas (2007) pela Universidade Feevale. Atualmente participa do programa Aperfeicoamento Cientifico da
Universidade Feevale.

**Possui Doutorado em Ciéncias Biolégicas: Bioquimica (2006), Mestrado em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica e graduagdo em Farmécia (1998) com
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toxicidade, efeitos indesejados ou interagdo com os farmacos que o individuo j4 utiliza.

Nicoletti e cols (2007) ressaltam a importancia do conhecimento dos efeitos dos
fitoterdpicos, pois quando utilizados em associacdes com outros medicamentos quimicos ou
outros fitoterdpicos podem causar interacdes medicamentosas. Ainda que sejam tantas as
possibilidades e a demanda de desenvolvimento de medicamentos obtidos de ativos naturais,
se observa que os estudos envolvendo fitoterdpicos sdo escassos, frente a sua grande
utilizacdo pela populagao.

Em resposta a demanda da populacdo pelo uso de fitoterdpicos, e como tentativa de
regulamentar o uso e aumentar a seguranca para o paciente que utiliza esta classe de
medicamentos a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria) publicou a Resolucdo
89/2004 (Brasil, 2004), que descreve as principais acdes terapéuticas e normatiza a venda sob
prescricdo médica de alguns fitoterdpicos como Ginkgo biloba (L.), Centella asiatica (L.) e
Echinacea purpurea.

Embora existam alguns estudos a respeito do uso, da toxicidade, dos mecanismos de
acdo e da eficécia das plantas medicinais, segundo Santos (2011) a literatura cientifica ainda é
precdria no sentido de se conhecer como fitoterapicos estdo sendo usados, quais sao seus reais
beneficios e como se poderd capacitar os profissionais para o aconselhamento da utilizacao
como medicina integrativa no SUS.

Segundo Rates (2001), o uso racional de medicamentos implica na obten¢cdo do
melhor efeito, com a utilizacdo pelo menor periodo de tempo possivel. Ainda que pareca
obvio, a pratica tem demonstrado que raramente os medicamentos sdo utilizados de forma
racional. A promocao do uso racional de medicamentos pode ser fundamentada nos seguintes
aspectos: selecdo, necessidade, eficdcia, seguranca, custo e qualidade, disponibilidade,
programas de educagdo para profissionais da saide e pacientes, padrdes adequados para a
prescricdo de medicamentos e acompanhamento da utilizacdo de medicamentos.

Ginkgo biloba (L.) da familia botanica Ginkgoaceae € uma arvore de origem oriental
que vem sendo amplamente utilizada no Brasil em fun¢do de suas indica¢des farmacoldgicas
para o tratamento de vertigens e zumbidos (resultantes de distirbios circulatérios), de
distirbios circulatérios periféricos (claudicacdo intermitente) e de insufici€ncia vascular
cerebral (Brasill, 2004). Em um ndmero menor de estudos, este fitoterdpico tem tido efeitos
sobre a aprendizagem, a concentracdo € a memoria, como observado no estudo de Yoo e cols,
(2011).

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

fitoterdpicos 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 etdria.
Esta planta é uma das espécies vegetais com maior nimero de derivados registrados no pais
(Carvalho, A.C.B., 2008). Possui aproximadamente 50 medicamentos fitoterdpicos
desenvolvidos por diversas industrias farmacéuticas brasileiras, utilizando este extrato como
principio ativo, € que tiveram seu registro deferido e publicado no Diario Oficial da Unido
(DOU). Destes medicamentos, doze possuem registro ativo atualmente, segundo site da
ANVISA. Além da industrializacdo de fitoterdpicos a base de extrato de Ginkgo biloba, este
ativo também € manipulado em Farmécias 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 provavel
influéncia deste fitoterdpico sobre a neurobiologia. Diversos estudos de associacdo em
diferentes populacdes t€m procurado associar o uso de extratos da planta com melhora de
memoria tanto em individuos com deméncia, quanto em pessoas com queixas de memdoria
sem o diagndstico de deméncia.

A partir destas lacunas, alguns trabalhos t€ém sido focados em avaliar os efeitos deste
fitoterdpico em modelos animais e cultivos celulares, uma vez que o efeito real dos

componentes do Ginkgo biloba sobre a fisiologia neuronal ainda ndo € compreendido. Este
trabalho propde uma revisdo dos dados referentes a esta questdo, disponiveis na literatura

cientifica.

3. METODOLOGIA:

O procedimento metodolégico utilizado para esta revisdo cientifica foi pesquisa de
referéncias utilizando os sites “PubMed” e “Scielo”. Para a realizacdo da pesquisa foram
utilizadas as palavras chave: “Gingko biloba e memoéria”, “Gingko biloba e cultivo celular”,
“Ginkgo biloba e neurogénese”. Todos os artigos encontrados sobre o assunto foram

utilizados, sem limite de tempo.

4. RESULTADOS:

Em 1992, uma revisdo publicada na revista Lancet avaliou os resultados de 40 estudos
de intervenc¢do, sendo que 39 deles demonstram ao menos um efeito pequeno na melhora da
memoria (Kleijnem e Knipschild, 1992). No entanto, a qualidade metodolégica de muitos
destes estudos foi considerada como sendo baixa. Apds a publicacdo desta revisdo,

intervengdes mais adequadas foram realizadas, mas a maior parte delas demonstrou efeito de
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melhora de memdria somente em pacientes com deméncia, como o estudo do North American

W]

Egb Study Group (Le Bars et al, 1997). Ainda assim, intervencOes com boa qualidade
metodolégica como a realizada por de van Dongen et al (2003) ndo detectaram nenhum efeito
significante do Gingko biloba sobre a memdria de pacientes com deméncia ou de individuos
com outros déficits de memoria.

Dados de modelos animais estdo disponiveis em um menor nimero de estudos, a partir de
1986, quando Krieglstein e cols evidenciaram que o tratamento com extratos da planta
provocou aumento de fluxo sanguineo cerebral. Em 1998 Tadano e cols publicaram que a
planta conferiu melhora na memoria 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 neurogénese e sinaptogénese, bem como efeitos
benéficos em modelos de doenca de Alzheimer. No entanto, nenhum destes estudos procurou

identificar as vias moleculares associadas a estes efeitos.

5. DISCUSSAO:

Mesmo com a alta taxa de consumo deste fitoterdpico na pratica médica, os resultados de
estudos cientificos ainda sdo contraditérios. Relatos como os de Van Dongeno e cols (2002)
ainda demonstram a auséncia de efeito significante do Ginkgo biloba sobre a memdria de
pacientes com deméncia ou de individuos com outros déficits de memoria. Estudos com
animais tendem a ser mais concordantes, no entanto ainda ndo demonstram o mecanismo de
acdo desse medicamento.

Tendo em vista o amplo consumo de fitoterdpicos a base de Gingko biloba no pais, bem
como a escassez de estudos utilizando extrato padronizado (Egb761) para identificar seu
mecanismo de acdo em modelos patolégicos ou ndo, € clara a necessidade de estudos in vitro
em linhagens celulares. Somente utilizando-se desta abordagem, serd possivel avaliar a acdo

deste composto sobre o funcionamento neuronal.

6. CONSIDERACOES FINAIS:

O presente trabalho demonstra a necessidade de investigacdes utilizando cultivos celulares
para o maior entendimento dos efeitos do Ginkgo biloba sobre a neurobiologia. Somente com
estes dados disponiveis serd possivel a avaliacdo de suas influéncias sobre as células

humanas, possibilitando desta forma, uma utilizacio racional deste fitoterdpico.
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INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos sofrem contaminagfes de origem urbana, industrial e agricola. A
composi¢cdo de contaminantes varia de acordo com a atividade geradora, sendo que muitos
apresentam substancias genotoxicas, mutagénicas e carcinogénicas a diversas formas de vida
incluindo a espécie humana.

Em funcéo da genotoxicidade de determinados poluentes, tornam-se imprescindiveis estudos
que avaliem a sua acdo nos organismos e também no ecossistema como um todo. Os trabalhos de
genética toxicologica contribuem para a deteccdo de ecossistemas aquaticos contaminados e serve
como subsidio para a tomada de medidas que visem a adequacdo dos niveis de poluentes
descartados nos corpos d’agua em concentragdes ndo prejudiciais ao ecossistema. Neste contexto,
este trabalho tem o objetivo de monitorar a genotoxicidade do Rio ljui utilizando o teste de

micronucleo em peixes e de analises de danos histolégicos.

FUNDAMENTACAO TEORICA
Os ambientes aquaticos sdo utilizados para diferentes finalidades, destacando-se como fonte
de agua para abastecimento das popula¢fes humanas, geracdo de energia, irrigacdo, navegacao,

aquicultura, além de importancia paisagistica (Sperling, 1993). Além disso, estes ambientes tém
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sido utilizados como meio de descarte de diferentes produtos (White e Rasmussen, 1998), muitos
deles com efeitos danosos sobre o equilibrio natural dos ecossistemas aquaticos (Van der Werf,
1996).

A contaminacdo de ambientes aquaticos por poluentes quimicos tdxicos pode apresentar diferentes
origens. Uma delas pode ser a agricultura que utiliza em sua pratica atual diversos tipos de
agrotoxicos com o intuito de combater organismos indesejaveis. Estes agrotoxicos podem alcancar
0s corpos de agua através da aplicacdo intencional, deriva e escoamento superficial a partir de areas
onde ocorreram aplicagdes (Tomita e Beyruth, 2002).

A poluicédo proveniente do descarte de diferentes tipos de efluentes nos ambientes aquaticos
potencializa o risco de danos genéticos e de cancer nos organismos que ali habitam e também ao
Homem (Stahl, 1991). Substancias genotdxicas podem ndo contaminar apenas 0S 0rganismos
aquaticos por si s6, mas sim o ecossistema inteiro podendo afetar os humanos através da ingestdo
desses organismos na alimentacdo (\Von Burg e Liu, 1993).

Os peixes sdo considerados bons organismos para analise da genotoxicidade de ambientes
aquaticos, pois acumulam poluentes diretamente através da agua contaminada ou indiretamente pela
ingestdo de outros organismos contaminados (Matsumoto et al., 2006). O método de andlise da acao
de compostos mutagénicos mais utilizado em peixes é o teste de micronicleo (MN) (Al-Sabti e
Metcalf, 1988; Udroiu, 2006). Outro tipo de biomarcador importante em peixes sdo as alteracdes
histol6gicas, as quais constituem ferramentas sensiveis para detectar os efeitos toxicos diretos de
compostos quimicos em 6rgdos-alvo e, portanto, sdo indicadores potentes da exposicdo prévia a
estressores ambientais (Hinton et al., 1992; Schwaiger et al., 1997). Melletti et al. (2003) destacam
a andlise de danos causados nas branquias de peixes devido a sensibilidade deste tecido, reforcando
que estudos histopatolégicos podem revelar efeitos tdxicos, constituindo ferramenta util na
avaliacdo de risco dos agentes tdxicos nos ambientes aquéticos.

A Bacia Hidrografica do Rio ljui pertence a Regido Hidrografica do Uruguai, destacando-se
as atividades econdmicas ligadas ao setor priméario, predominando as lavouras de soja. Alguns
municipios desta bacia apresentam também os setores secundarios e/ou terciarios mais
desenvolvidos. Os principais usos da agua se destinam a irrigacdo e ao abastecimento publico
(Profill, 2011). Como principais problemas ambientais da regido, citam-se a descarga de esgotos
sem tratamento nos corpos hidricos; atividades agricolas sem utilizacdo de praticas de conservagdo
dos solos (Fepam, 2010). Diante destas fontes de contaminacgdo, torna-se importante monitorar a
genotoxicidade das aguas da Bacia Hidrografica do Rio ljui, como forma de avaliar a qualidade

desses ambientes.
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METODOLOGIA

Para a realizacdo deste trabalho, foram monitorados 3 pontos ao longo do rio ljui, nos
municipios de ljui, Santo Angelo e Pirap6 (pontos 1, 2 e 3, respectivamente). Foram realizadas duas
coletas de peixes (lambari) nos pontos selecionados, em julho (inverno) de 2012 e em janeiro
(verdo) de 2013.

ApoOs a coleta, laminas com esfregagos sanguineos foram preparadas para andlise de
micronucleos e anormalidade nucleares, de acordo com Grisolia (2002) e Carrasco et. al. (1990).
Também foi extraido o primeiro arco branquial direito, fixado em solucdo de Bouin por 16h, em
seguida foram lavados em 4agua corrente e armazenados em dalcool 70%. Ap0s preparacdo
histologica das branquias, foram avaliadas as lamelas priméarias e secundarias quanto a sua
morfologia, registrando a frequéncia de de alteracdes histoldgicas descritas na literatura, tais como:

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

RESULTADOS

Com relacdo aos danos histoldgicos nas branquias, verificou-se que a coleta do inverno
apresentou maior frequéncia de lamelas alteradas, destacando-se o ponto de ljui. Na coleta do verao
a frequéncia de lamelas alteradas foi menor nos trés pontos, mas o ponto de ljui novamente
apresentou valores superiores.

A frequéncia de microndcleos e de anormalidades nucleares foi significativamente maior
no ponto 3 (Pirapd) do que no ponto 1 (ljui) na coleta de inverno (neste periodo nao foi possivel
analisar os peixes do ponto 2). Na coleta de verdo ndo foram observadas diferencas entre os pontos

coleta.

DISCUSSAO

Em ambientes aquaticos degradados, particularmente quando ha poluentes em
concentracdes subletais e cronicas, alteracbes da estrutura e funcdo dos organismos aquaticos
ocorrem mais frequentemente que mortalidade em massa. Por isso, na avaliacdo dos efeitos de
poluentes em peixes de &gua doce devem ser consideradas as mudancas morfofisioldgicas nos
orgdos e tecidos, como branquias, e moléculas, como o DNA (Santos, 2010). Na presenga de
poluentes, as branquias podem exibir modifica¢fes que sdo consideradas respostas de defesa, visto
que algumas levam ao aumento da distancia entre 0 meio externo e o meio interno, diminuindo

assim a area da superficie em contato com o poluente. Porém, a dificuldade para a difusdo do
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poluente para 0 meio interno a0 mesmo tempo provoca reducdo na difusdo dos gases respiratorios,
podendo provocar hipoxia (Mallatt, 1985).

A presenca em todos os pontos de coleta de edema e descolamento do epitélio das
representam os primeiros sinais de alteragcOes graves em branquias (Tophon et al., 2003), o que
sugere alteracdo na qualidade da agua. Da mesma forma, a ocorréncia de frequéncias elevadas de

micronucleos indica contaminacao por substancias mutagénicas.

CONSIDERACOES FINAIS
Dados mais detalhados e conclusivos serdo obtidos com o prosseguimento do

monitoramento nos trés locais de coleta.
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Microndcleo. Qualidade ambiental.

1. INTRODUCAO

A poluicdo atmosférica tem-se tornado uma das mais graves ameacas a qualidade
ambiental, sendo definida como o resultado da introducdo excessiva de compostos e particulas
para as camadas de ar da atmosfera. O municipio de Caxias do Sul, localizado no Estado do
Rio Grande do Sul, possui aproximadamente 435.564 habitantes, distribuido em uma area de
1.644 km? (IBGE, 2013). A regido sedia o segundo maior polo metal mecanico do pais o que
contribui para o aumento da urbanizacdo e da frota veicular, causando impactos a qualidade
ambiental (MAZZONI et al. 2012). O aumento de compostos e particulas na atmosfera
interfere na qualidade ambiental (Savdia et al., 2009). Nesse contexto, 0 biomonitoramento da
poluigéo do ar se torna um importante instrumento de avaliacdo, para que medidas de controle
sejam adotadas (CARRERAS et al. 2009). Os bioindicadores respondem aos efeitos
sinérgicos das complexas misturas quimicas (ISIDORI et al. 2003), podendo ser utilizados
como um parametro complementar para avaliar a qualidade do ar. Tradescantia pallida var.
purpurea € uma espécie que vem sendo utilizada em biomonitoramento da qualidade do ar
em diferentes locais (COSTA e DROSTE, 2012).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

O ar das grandes cidades vem apresentando de forma crescente substancias que séo
indspitas ou improprias aos organismos vivos, podendo a poluicdo atmosférica ser vista
também como um caso de saude publica. Estudos epidemiologicos confirmam essa visao, pois
tém mostrado uma relacéo entre o aumento da poluicdo aérea em centros urbanos e 0 aumento
de doengas respiratdrias na populacdo (HENDERSON et al., 1975; ALVES, 2001). Extratos
do ar de ambientes urbanos induzem genotoxicidade ndo 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 poluicdo do ar. Suas respostas podem ser observadas tanto em nivel
macroscopico, através da apresentacdo de cloroses, necroses, quedas de folhas ou diminuicéo
no seu crescimento, como podem ocorrer em nivel genético (ALVES, 2001). O
biomonitoramento do ar atmosférico pode ser passivo, com a utilizacdo de organismos
naturalmente existentes na area avaliada, ou ativo, quando os bioindicadores sdo introduzidos
no ambiente a ser estudado. Uma vantagem do uso do biomonitoramento ativo é a eliminacédo
de alguns fatores, como: diferenca das caracteristicas do solo, suprimento de agua, estadio de
desenvolvimento e exposicdo das plantas, que podem modificar os resultados obtidos
(GUIMARAES et al., 2000).

A avaliacdo da qualidade do ar por meio do teste de micronucleos em Tradescantia
(Trad-MCN) € considerada valiosa ferramenta pela simplicidade da metodologia e
sensibilidade desta planta aos agentes genotdxicos (MA et al., 1994; RODRIGUES et al.,
1997; BATALHA et al., 1999; GUIMARAES et al., 2000). Micronicleos (MCN) sdo
estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou de fragmentos cromossémicos que se
perdem na divisdo celular e, por isso, ndo sao incluidos no nucleo das células filhas,
permanecendo no citoplasma das células interfasicas (HEDDLE et al., 1983).

Especificamente no Brasil, diversos estudos com o uso de Tradescantia foram
realizados na ultima década. Em Santo André (Sdo Paulo), Tradescantia pallida var.
purpurea foi exposta a varios locais contaminados com diferentes poluentes atmosféricos. Os
autores concluiram que as condi¢des do ambiente observadas nos locais poluidos promoveram
um aumento na frequéncia de micronucleos, destacando os locais poluidos com intenso
trafego veicular (SAVOIA et al., 2009).
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A frequéncia de micronucleos encontrada nas tétrades de Tradescantia pallida var.
purpurea exposta em Estancia Velha foi significativamente superior a encontrada no ambiente
rural, podendo relacionar-se com a urbanizacgéo e a industrializagdo da localidade (COSTA e
DROSTE, 2012).

Considerando a inexisténcia de dados sobre a qualidade do ar no municipio de
Caxias do Sul e reconhecendo a importancia do biomonitoramento ambiental como
contribuicdo ao diagndstico ambiental, o presente estudo tem por objetivo avaliar a qualidade
do ar desta cidade, em areas com diferentes impactos antropicos por meio do teste de

micronucleo em Trandescantia pallida var. purpurea.

3. METODOLOGIA

Foram selecionados trés pontos de exposi¢do no municipio de Caxias do Sul (urbano,
industrial e agricola), amostrados durante 0os meses de novembro de 2012, janeiro e marco de
2013. Apds 24 h de adaptacéo, as inflorescéncias com bot6es 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 &gua destilada. Dez laminas foram preparadas para cada
amostra. A fixacdo das inflorescéncias, 0 armazenamento, a preparacdo das laminas e a
analise dos dados foram realizados de acordo com o protocolo descrito por Thewes et al.
(2011). Simultaneamente, foi realizado o controle negativo com &gua destilada, em sala
climatizada. As frequéncias médias de micronlcleos obtidas nas amostras em cada més foram

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

4. RESULTADOS

No més de novembro, os botbes florais expostos as areas urbana e industrial
apresentaram as maiores frequéncias de MCN (8,27 e 5,80, respectivamente) nao diferindo
significativamente entre si, porém diferindo estatisticamente daqueles expostos a area rural
(2,77) e do controle negativo (1,57) (F=17,252; p<0,001), que ndo apresentaram diferenca
significativa. Em janeiro, a maior frequéncia de MCN foi observada nos botfes expostos a
area industrial (5,30), diferindo significativamente dos expostos as areas urbana (3,57) e rural
(3,40). As frequéncias observadas nas amostras do controle diferiram daquelas obtidas nos

pontos amostrais (F=22,658; p<0,001). No més de marco, os botdes expostos as areas urbana,
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industrial e rural apresentaram frequéncias de MCN estatisticamente iguais (3,97; 3,50 e 3,43,
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respectivamente) e superiores aqueles do controle (1,33) (F=9,016; p<0,001).

5. DISCUSSAO

As frequéncias de MCN observadas evidenciaram genotoxicidade do ar nos pontos
amostrados, alertando sobre os possiveis efeitos dos poluentes atmosféricos aos organismos
vivos. Os botdes florais expostos na area urbana apresentaram oscilacdes nas frequéncias de
MCN (8,27; 3,57 e 3,97), provavelmente pela diferenca de trafego durante o ano. Pereira et al.
(2013) também encontraram diferengas nas frequéncias de MCN (3,25; 4,42) em ambientes
com diferentes intensidades veiculares. No més de novembro, a frequéncia de MCN da area
rural foi menor (2,77) do que nos meses subsequentes, provavelmente por nao ser época de
utilizacdo de agrotdxicos nos parreirais, que constitui a cultura predominante na regido
(EMATER, 2013). Os resultados obtidos na regido industrial foram semelhantes nos
diferentes periodos do biomonitoramento (5,8; 5,3 e 3,5), devido a presenca de fontes

estacionarias de poluicdo atmosférica no ambiente (MEIRELES et al. 2009).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentaram a presenca de agentes com potencial genotéxico no ar
atmosférico de Caxias do Sul ao longo de todo o periodo amostrado. Os dados reforcam a
importancia do uso do biomonitoramento ativo com o bioensaio Trad- MCN para avaliacdo da

qualidade do ar em diferentes areas de um municipio.
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INTRODUCAO

Adenovirus sdo virus de DNA, nao-envelopados, que pertencem a Familia
Adenoviridae. Alguns adenovirus humanos, mais especificamente o sorotipo 5 (HAdV-5)
causam infec¢des no trato respiratério. Durante um processo de infec¢do, € bastante
conhecida a capacidade que os AdV tém de reprogramar a célula hospedeira e burlar seus
mecanismos de defesa antivirais, para que consigam reproduzir-se. Estes virus codificam
diversas proteinas que interferem em mecanismos celulares que regulam processos como a

progressao do ciclo celular e a apoptose.

A fim de compreender quais sd@ao os impactos da infec¢do por adenovirus sobre
linhagens celulares isoladas a partir de diferentes organismos, s@o cada vez mais frequentes
estudos in vitro voltados para o exame desse processo de reprogramacgao na expressao génica
da célula hospedeira durante a infec¢ao. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo
compreender qual o impacto de uma infeccao por adenovirus humano tipo 5 (HAdV-5) em
uma linhagem de células humanas (A549), no que diz respeito a expressdo de alguns genes
envolvidos no controle do ciclo celular. Para tanto, é necessario conhecer os niveis basais da
expressdo destes genes em células mantidas sob condi¢des normais, em comparagdo com

células da mesma linhagem expostas ao AdV-5. Os intervalos de tempo analisados sdo 1, 24 e
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48 horas poés-infec¢do. A ferramenta utilizada para a quantificar a expressdo génica € a

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

FUNDAMENTACAO TEORICA

Os AdV sao virus ndo-envelopados, de particula icosaédrica constituida por um
capsideo externo que envolve um cerne de DNA gendmico de fita dupla (STEWART et al.,
1993; LEHMBERG et al., 1999). Os AdV humanos fazem parte do género Mastadenovirus,
pertencente a familia Adenoviridae (ICTV, 2011). Os tipos de AdV humanos mais
comumente usados em pesquisa sdo o HAdV-2 e o HAdV-5, pertencentes ao Subgrupo C, que
tém relacdo com doengas do trato respiratério (ainda que sejam consistentemente excretados

pela via fecal) e, a priori, ndo possuem potencial oncogénico (GRANBERG, 2006).

Quando uma célula é infectada por AdV, sua expressdao génica € alterada.
Inicialmente, a transcricdio de genes celulares envolvidos na defesa contra o virus é
aumentada. Em seguida, grande parte dos genes celulares € silenciada e apenas aqueles que
sdo uteis para a replicagdo viral tém sua expressdo aumentada (DORN et al., 2005). Estes
virus codificam vérios genes que agem diretamente sobre algumas proteinas celulares
envolvidas na regulacao da transcricdo (ZHAO et al., 2007). Desta forma, inimeros processos
celulares sdo afetados durante a progressdao da infeccdo por AdV, de forma a otimizar o
ambiente celular e deixa-lo propicio para a replicagcdo viral. Dentre os processos que sofrem
interferéncia, pode-se citar de forma generalizada o controle do ciclo celular, rotas de
crescimento e inibicdo do crescimento celular, bem como o metabolismo de DNA, RNA e de

proteinas (ZHAO et al., 2003).

METODOLOGIA

Adenovirus humano tipo 5 (HAdV-5) foi inoculado sobre cultivos da linhagem
celular de carcinoma pulmonar humano (A549), nas concentragdes de 0,1, 1 e 5 MOI
(multiplicity of infection) . O controle negativo do estudo € representado por células cultivadas
em meio de manuten¢do, sem a inoculacdo do virus.

Nos periodos de 1h, 24h e 48h p6s-infec¢dao, o RNA total dos cultivos foi extraido
com o uso de um kit comercial (PureLink® RNA Mini Kit) e seguido da sintese de cDNA
(High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit). O cDNA obtido foi usado como molde
para a amplificacio por PCR quantitativa em tempo real (qQPCR), com conjuntos de
iniciadores especificos para as seguintes moléculas: CCNDBP1 (Cyclin-D1-binding protein
1) Fw 5'- GAGACCACCGAGGAGTTTAAT -3' e Rev 5'- AGCATGGACTTGTTCACAGA
AC -3', TGFBRI1 (Transforming growth factor-f 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 B-actina foi usada como gene
normalizador, ou seja, como controle celular endégeno (Fw 5'- GCATGGGTCAGAAGGA
TT -3'e Rev 5'- CTCATTGTAGAAGGTGTGGT -3").

Todas as amplificacdes foram realizadas com o kit comercial Platinum® SYBR®
Green qPCR Super Mix-UDG (Invitrogen). As leituras da fluorescéncia 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 amplificacdo, e, posteriormente, analisadas
pelo software 1Q™S5 Optical System versdo 2.1. Os resultados foram expressos em valor de Ct
(cycle threshold), conforme o numero de ciclos de PCR necessarios para que o sinal
fluorescente atinja o limiar de detec¢do da técnica. Para a quantificacdo das mudancas na
expressao génica entre o controle negativo ndo infectado e os grupos infectados, foi utilizado

0 Método Comparativo do Ct.

RESULTADOS

A concentracdo viral definida como ideal para este estudo foi a de 1 MOI, uma vez
que fornece uma quantidade proporcional de particulas virais para a quantidade de células
usada nos experimentos, a0 mesmo tempo em que ndo causa um impacto negativo tao rapido
aos cultivos celulares, permitindo que este seja mais gradual e passivel de acompanhamento.

Os resultados preliminares relativos a expressdao dos genes em células infectadas
(tabela 1) mostram aumentos significativos na expressio de TGFBR1 e CCNDBPI, em
relacdo ao controle nao 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

expressao destes dois genes nao 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 diferenca de expressao (Fold Difference) dos genes estudados entre células infectadas com
HAdV-5 e controles ndo-infectados, nos tempos de 1, 24 e 48 horas pés-infecgdo (hpi).

Ja as diferencas encontradas em relac@o a expressao dos outros dois genes (Smurf2

e DHFR) em células infectadas nao foram significativas, quando comparadas aos controles.
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DISCUSSAO
O aumento encontrado na expressao da molécula codificada pelo gene
CCNDBPI, em células apdés a infeccdo por HAdAV-5, pode ser explicado pelo fato
anteriormente comentado de que existe uma indugdo da resposta imune neste periodo. O
produto gerado por este gene interage com outra proteina, conhecida como Grap2, que € uma
proteina adaptadora importante na sinalizacdo para a mobilizacdo 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 transicdo entre as fases S e
G1. CHELLAS-GERY e colaboradores (2007) trazem evidéncias que indicam a atuacdo desta
proteina na supressao de tumores, onde a sua superexpressao inibe o crescimento celular e a
sua deplecao corresponde a proliferacdo. Este mesmo trabalho refor¢a o conceito de que a
infeccdo de células por um microorganismo resulta em alteracdes na expressdo de genes
envolvidos no controle do ciclo celular. Os resultados encontrados no estudo determinam que
a infeccdo de células HelLa por Chlamydia faz com que a expressio de CCNDBP1 esteja
reduzida, uma vez que esta bactéria necessita que a célula esteja proliferando para se
estabelecer, mecanismo contrario ao observado no ciclo infeccioso dos adenovirus humanos.
Da mesma forma, o aumento na expressio TGFBR1, molécula diretamente
envolvida na rota de sinalizacdo do TGF-B (Transforming growth factor beta), foi um
comportamento esperado, uma vez que o efeito classico da cascata do TGF-f consiste da a¢ao
antiproliferativa em células, bloqueando o avanco do ciclo celular. Estudos similares, como o
realizado por LEONG e colaboradores (2005), com a infeccdo de células da linhagem Vero
por coronavirus, encontram resultados semelhantes, com aumento na expressao de genes

como o MADH?2, que medeia a sinalizacdo de TGF- f.

E sugestivo, portanto, que na ocasido da infec¢do por HAdV-5, pode ser bloqueada
ou refreada a progressdo do ciclo celular, havendo um direcionamento da maquinaria celular
para a producdo de proteinas virais. Cabe ressaltar que estes mecanismos sdo recorrentes

quando se trata da infec¢ao de células por diferentes tipos virais € microorganismos.

CONSIDERACOES FINAIS

Este é um estudo inovador, uma vez que nio foram reportados trabalhos nesse
sentido com os modelos aqui utilizados (AdV-5 e células A549). Os resultados mostrados sao
preliminares, fazendo-se necessdrio um estudo mais aprofundado, em intervalos de tempo
menores que os explorados neste trabalho, a fim de acompanhar e compreender como se dé a

expressao génica celular ao longo das fases do ciclo infeccioso do virus.
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