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INTRODUCAO

Devido as diversas atividades humanas, milhares de substancias
nocivas sao liberadas diariamente no ambiente podendo causar
impactos danosos aos organismos vivos ali presentes (AMORIM et
al., 2003). O meio aquatico € um dos principais locais para
descartes de residuos industriais, esgotos domésticos e outros.
Estas substancias podem acarretar prejuizos para a sobrevivéncia
das espécies que vivem neste ambiente (CAJARAVILLE et al., 2000).
As consequéncias sdo alteracOes fisiologicas, comportamentais,
malformacoes, mudancas nas taxas de crescimento, reproducao ou
até mesmo a morte de toda a comunidade, afetando a estrutura do
ecossistema (RESH, DAVID & VH, 1993; CLEMENTS, 2000). As
malformagdes causadas por alteracdes da molécula de DNA, podem
ser um risco também para a saude humana, por ser repassada por
meio da cadeia alimentar (JHA, 1998). Como consequéncia pode
ocorrer doencas congénitas, doencas genéticas (mutagénese) e
degenerativas, envelhecimento celular, cancer, entre outras
(ERDTMANN, 2003).

Para o biomonitoramento e identificacao do grau de dano sofrido
nos seres vivos de um ecossistema, se faz necessario, portanto,
uma técnica que avalie os parametros relacionados com os danos
nestes organismos. O Ensaio Cometa (teste de células
individualizadas em gel de agarose) € um método desenvolvido
para detectar quebras no DNA de forma preventiva (pré-mutagé
nese) (KAMMANN et al., 2001). As células, avaliadas por esta té
cnica, que possuirem elevado grau de dano no DNA apresentam
uma forma semelhante a de um cometa, pois ocorre aumento na
migracdo de DNA cromossomal do nlcleo (SPEIT & HARTMANN,
1999). O Ensaio Cometa é utilizado em diversas areas de
conhecimento, incluindo biomonitoramento ambiental, genética
toxicologica, radiacdo bioldgica, processos de reparo de DNA e
ecotoxicologia genética (GONTIJO & TICE, 2003).

O molusco Biomphalaria glabrata (B. glabrata), considerado um
biomonitor ambiental (CLAXTON, HOUK & HOUGHES, 1998) foi
utilizado recentemente para avaliar alteracdes ao DNA através do
ensaio cometa (GRAZEFFE et al., 2008). A hemolinfa deste animal
contem hemocitos (células de defesa) que irdo estar em contato
direto com os contaminantes. Portanto, este tecido é apropriado
para o teste do cometa (VILLELA et al., 2006). Neste estudo,
moluscos B. glabrata foram expostos a substancia genotoxica
metanosulfonato de metila (MMS), com a finalidade de observar
dano a molécula de DNA, por meio do ensaio cometa.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados moluscos adultos da espécie B. glabrata
pigmentados, apresentando 10-14 mm de diametro, oriundos do
Moluscario do Laboratério de Radiobiologia localizado no
Departamento de Biofisica e Radiobiologia da UFPE. Os animais
foram mantidos em tanques plasticos de aproximadamente 20 L
contendo agua filtrada e declorada (ph 7,0 e temperatura de 25 *
2°C) e alfaces organicos frescos (alimentacéao diaria).

Exposicao ao MMS

Foram utilizados 5 animais para o grupo exposto ao MMS (0,3 mM)
(Acros organics) e para o grupo controle (agua filtrada e
declorada). A exposicao dos animais selecionados foi de 24 h.

Ensaio cometa

O ensaio alcalino do Cometa foi feito como descrito por Singh e
col. (1988), com modificacdes. Para cada animal duas laminas de
microscopio foram cobertas com agarose de ponto de fusdo normal
1,5% (Sigma-aldrich) dissolvida em PBS (livre de Ca*" e Mg¥). Foi
coletado 100 pL de hemolinfa de cada animal, através de estimulo
sucessivo da regiao podal, que culmina na liberacao de hemolinfa
pelo animal. Este volume de hemolinfa foi homogeneizado em 100
pL de agarose de baixo ponto de fusdo, e colocado sobre a lamina
coberta com a agarose de ponto de fusdo normal. Apods solidificaga
0 a 4°C (5-10 min), as laminas foram incubadas em solucdo de lise
(NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Triton-X 100 1% e DMSO 10
%, pH 10,0) por 12 h a 4°C. Apos lise, as laminas foram colocadas
em uma cuba (10 cm x 28 cm) de eletroforese horizontal e imersas
em tampao alcalino, pH 13,0 (EDTA 1 mM e NaOH 300 mM) por 20
min e submetidas a eletroforese (0,74 V/cm, 150 mA) por 20 min a
4°C. As laminas foram ent&o neutralizadas com tampao Tris 0,4 M,
pH 7,5 por 15 min, fixadas com alcool absoluto por 10 min e
coradas com SYBR safe (Invitrogen). Foram analisadas 100 células
por animal em microscopio de fluorescéncia (Nikon H550L) em
aumento de 400x, com um filtro de excitacao de 450-490 nm, filtro
de emissao de 500-550 nm e um filtro de barreira de 495 nm. A ana
lise visual dos danos nos hemdcitos foi realizada de acordo com
Jaloszynski e col. (1997), que consistiu na classificacao dos
cometas em categorias (0 a 3). Cada uma dessas categorias
representa, de forma crescente, a extensao do dano ao DNA. Por
exemplo, na categoria 0 os cometas nao apresentam cauda, na
categoria 3 os cometas apresentam cabeca pequena e cauda longa
contendo a maior parte do contetido de DNA (dano maximo).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O efeito genotdxico do MMS foi avaliado sobre hemocitos de B.
glabrata através do Ensaio Cometa. No ensaio foi observada a
presenca de cauda e diminuicdo da cabeca dos nucledides do grupo
exposto ao MMS em comparacao ao grupo controle (Figura 1). A ana
lise visual dos cometas demonstrou que 90% dos nucledides do
grupo exposto ao MMS 0,3 mM apresentaram dano ao DNA entre as
categorias 2 e 3, indicando migracao do DNA cromossomal
danificado comparado ao grupo controle. Portanto, a concentracao
de 0,3 mM de MMS foi capaz de induzir dano ao material genético
do B. glabrata.

Figura 1. Imagens de cometas, a partir de hemocitos expostos ao MMS de Biomphalaria
glabrata, corados com SYBR safe. Categoria zero (0) representa a auséncia de dano gené
tico, e as categoria de 1-3 indicam dano ao DNA de forma crescente. (Fonte: Autor).

Estudos recentes utilizaram o MMS em ensaio cometa com
diferentes sistemas bioldgicos, desde células de mamiferos
(COLLIN, DUSINSKA & HORSKA, 2001), peixes (LEMOS et al., 2005) e
invertebrados (RIGONATO, MANTOVANI & JORDAO, 2005; CHEUNG,
DEPLEDGE & JHA, 2006). Este agente genotoxico demonstrou
sensibilidade ao ensaio do cometa com B. glabrata e deu uma
resposta positiva na concentracdo utilizada. O MMS é um agente
alquilante que atua sobre os centros nucleofilicos do DNA formando
monoadutos (tipo de ligacdo quimica), por meio de uma reacéao de
substituicao (JENKINS et al., 2005). Diferentes respostas celulares
sao ocasionadas pela formacao de monoadutos, como: parada na
replicacao, inibicao da transcricao, parada no ciclo celular, reparo
do DNA e morte celular (WANG & LIPPARD, 2005).

CONCLUSOES

A utilizacdo do Ensaio Cometa com B. glabrata possibilita a obtenc
do de informacdes a nivel molecular, o que permite estudar a acao
de agentes fisicos ou quimicos de forma sensivel e preventiva.
Portanto, os testes de biomonitoramento ambiental ganham mais
uma ferramenta para controle da qualidade da biodiversidade.
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