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RESUMO

Os seres Vvivos que se abastecem de agua contaminada, além de estarem sujeitos a diversas
doencas, estdo expostos a riscos de potencial genotoxico, caracterizado por qualquer tipo de
dano a molécula do acido desoxirribonucleico (DNA). O igarapé Judia, situado na regido do
segundo distrito da cidade de Rio Branco, apresenta perda da mata ciliar e notavel poluigao das
suas aguas devido lancamento de diversos efluentes que alcancam seu leito e foz,
frequentemente, sem um prévio tratamento. O presente estudo teve como objetivo geral
avaliar o potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico das aguas do igarapé Judia no
municipio de Rio Branco, Acre, comparando os periodos chuvoso e estiagem. A pesquisa
também descreveu as principais técnicas para realizacao do teste de micronicleo em analises
de genotoxicidade e os principais procedimentos para analise mutagénica de A&guas
superficiais de rios amazonicos utilizando o sistema de teste Allium cepa, através de revisdes
de literatura. Na analise laboratorial foram coletadas 11 amostras de agua do Igarapé Judia
em dois periodos do ano, chuvoso (dezembro) e estiagem (Junho). Sementes de A. cepa
foram submetidas & germinacdo, aplicando-se 3 ml das amostras e posteriormente foram
preparadas laminas para analise microscopica. No periodo de estiagem, os pontos 3, 4,6 e
9 foram significantes em relagdo a nascente ao expressarem, 0s maiores indices mitoticos.
O Ponto 6 representou a Unica amostra significante com maior nimero de aberracdes
cromossémicas no periodo de estiagem em relacdo ao periodo chuvoso. Quanto a
mutagenicidade, foi constatado que os pontos 6, 7, 8, 9 e 10 apresentaram aumento significativo
do numero de micronucleos no periodo de estiagem em comparacdo ao periodo chuvoso. Os
dados deste estudo sugerem a existéncia de agentes contaminantes no igarapé Judia com
potencial citotdxico, genotdxico e mutagénico em células de A. cepa.

Palavras-chave: biomonitoramento; ecotoxicologia; Allium cepa; poluicdo ambiental.
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ABSTRACT

Living beings that supply contaminated water, in addition to being subject to various diseases,
are exposed to risks of potential genotoxicity, characterized by any type of damage to the
molecule of deoxyribonucleic acid (DNA). The Judia stream, located in the region of the second
district of the city of Rio Branco, presents loss of riparian forest and remarkable pollution of its
waters due to the release of various effluents that reach its bed and mouth, often without prior
treatment. The present study aimed to evaluate the cytotoxic, genotoxic and mutagenic potential
of the waters of the Judia stream in the municipality of Rio Branco, Acre, comparing the rainy
and dry periods. The research also described the main techniques for performing the
micronucleus test in genotoxicity analyzes and the main procedures for mutagenic analysis of
surface waters of Amazonian rivers using the Allium cepa test system, through literature reviews.
In the laboratory analysis, 11 water samples were collected from Judia stream in two periods of
the year, rainy (December) and drought (June). A. cepa seeds were submitted to germination, 3
ml of samples were applied and slides were prepared for microscopic analysis. In the dry season,
points 3, 4, 6 and 9 were significant in relation to the spring when expressing the highest mitotic
indices. Point 6 represented the only significant sample with the highest number of chromosomal
aberrations in the dry season compared to the rainy period. As for mutagenicity, it was found
that points 6, 7, 8, 9 and 10 showed a significant increase in the number of micronuclei in the
dry season compared to the rainy period. The data from this study suggest the existence of
contaminating agents in the Judia stream with cytotoxic, genotoxic and mutagenic potential in
A. cepa cells.

Keywords: biomonitoring; ecotoxicology; Allium cepa; environment pollution.
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INTRODUCAO GERAL

O acesso a agua potavel caracteriza-se como um dos direitos humanos fundamentais e
necessarios, para a sobrevivéncia e desenvolvimento da sociedade (RIBEIRO; ROLIM, 2017;
LIMA et al., 2018). Apesar disso, verifica-se que a sua adequada distribuicdo entre as populacfes
é deficiente, e a preservacdo exigida para manutencdo da qualidade das dguas de mananciais,
rios e igarapés ainda é fragil e ineficiente em diversos paises (GUPTA; AHLERS; AHMED,
2010; GENTRY-SHIELDS; BARTRAM, 2014; SUBBARAMAN; MURTHY, 2015;
BORDALO, 2017).

A disponibilidade adequada de &gua e a coleta e tratamento de esgoto tém papel
fundamental na satde da populacdo, na produtividade dos trabalhadores, e na diminuicdo dos
custos com salde, ao promover 0 bem estar social reduzindo a incidéncia e a transmissdo de
doencas relacionadas a veiculacdo hidrica (SNIS, 2014; SILVA et al., 2017; SNIS, 2018;
ANA, 2019).

Os seres vivos que se abastecem de agua contaminada, além de estar sujeitos a diversas
doencas, estdo expostos a riscos de potencial genotoxico, caracterizado por qualquer tipo de
dano & molécula do Acido Desoxirribonucleico (DNA) (MARTINS et al., 2017; COSTA et
al., 2018; SPOSITO et al., 2019).

E possivel analisar o provavel efeito de poluentes através de testes de genotoxicidade
(LEME; MARIN-MORALES, 2008; GARRIDO et al., 2016; CASTRO SOUZA et al., 2017).
Existem diversos tipos de bioindicadores, como as bactérias, plantas, peixes e mamiferos, que
permitirdo verificar os impactos desses contaminantes para a saide ambiental e populacional
(KOHATSU; SHIMABUKURO, 2007; SANTOS et al., 2017; FERNANDES et al., 2017;
KASPER et al., 2018).

O teste de microndcleo, dentre osensaios de genotoxicidade, € 0 mais evidente por
detectar alteracdes no material genético,sendo Util como biomarcador e instrumento de
monitoracdo de substancias, ambientes ou individuos expostos a agentes mutagénicos e/ou
carcinogénicos (MENEGUETTI et al., 2014; FARIA et al., 2017; FERNANDES et al., 2018).

A anélise de mutagénicidade, fornece uma avaliacdo do risco ao qual o ser humano se
expbe ao entrar em contato com substancias que possuem o potencial de causar danos ao
material genético das células (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000).
Um dos testes mais utilizados, nesse contexto, € o Allium cepa, tido como um excelente
bioindicador de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagénicidade (MENEGUETTI et al., 2012;
MACEDA et al., 2015; SPOSITO et al., 2019), principalmente de ecossistemas
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aquaticos de agua doce, como rios e igarapés, fontes essenciais no abastecimento
de agua em diversas localidades (PERON; CANESIN; CARDOSO, 2009; OLIVEIRA;
YAMASHITA; MENEGUETTI, 2013; DUARTE et al., 2014; DUSMAN et al., 2014; COELHO
etal., 2014; FARIA et al., 2017; COSTA et al., 2018; IQBAL et al., 2019).

1.1.GENOTOXICIDADE

A genotoxicidade ocorre quando um composto genotoxico presente na agua, ar ou solo
causa uma modificacdo na estrutura quimica do DNA (MATEUCA, 2006; KOHATSU;
SHIMABUKURO; GATTAS, 2007; CURADO et al, 2018). Estas variacdes
possuem competéncia para iniciar um processo de mutagdo, o qual é descrito por gerar alteracoes
na sequéncia da informacdo genética com potencial de desorganizar o funcionamento de uma
célula (KIRSCH-VOLDERS et al., 2011; DUSMAN et al., 2012; SPOSITO et al., 2019),
ocorrendo durante o processo de mitose (Figura 1).

A

D -
Figura 1. Esquema das fases do processo mit6tico em células de A. cepa.
(A) Intérfase; (B) Profase; (C) Metafase; (D) Anafase; (E) Tel6fase.
O agente mutagénico ¢ genotoxico, porém, nem toda genotoxicidade resultara em
mutagcOes (VALENTE et al., 2017). Isso ocorre devido ao desempenho de um sistema que
repara danos em regides especificas, corrigindo o DNA (KIRSCH-VOLDERS et al., 2011;
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SANTOS; NARDIN, 2014; FARIA et al., 2017; CURADO et al., 2018; SPOSITO et al.,
2019).

MutacBes apresentam relevancia para a variabilidade genética das espécies, e trazem
vantagens ao conferir resisténcia a algumas enfermidades (SOETEMAN-HERNANDEZ;
JOHNSON; SLOB, 2016). Apesar disso, sdo determinantes cruciais de doengas como o
cancer (SANTOS; NARDIN, 2014; NAVES et al., 2018).

Biomarcadores sdo importantes ferramentas que permitem verificar os potenciais
efeitos da exposicdo a determinadas substancias, como exemplo, as genotoxicas (PERON;
CANESIN; CARDOSO, 2009; DUARTE et al., 2014; COSTA et al., 2018). Nesse caso, 0
microndcleo (Figura 2) € um dos mais utilizados (SARGSYAN et al., 2018).

A

D

Figura 2. AlteragBes cromossdmicas no processo de divisdo mitdtica e micronicleo em
celulas de A. cepa.

(A) Intérfase; (B) Profase; (C) metafase com C-mitose; (D) Anafase com perda cromossdmica; (E) Teldfase com
aderéncia e perda cromossémica; (F) Intérfase com microndcleo.

Essa anomalia € caracterizada pela presenca de uma porcdo do material genético de
uma célula, que no processo de divisao celular, em virtude de quebras ou falhas na separagéo,
ndo se incorporam ao nucleo principal formando um ou mais nicleos menores adjacentes
(FARIA et al., 2017; MARTINS et al., 2017; COSTA et al., 2018; CURADO et al., 2018).
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O biomarcador inserido em um local exposto & agdo genotoxica, possui competéncia
para identificar os potenciais danos, que o ambiente oferece através da avaliagdo de
micronucleos presentes em suas células (MENDES et al.,, 2011; PETRIE et al., 2015;
MACHADO et al., 2016). Quanto maior a quantidade de micronucleos, maior serdo os danos

ao DNA e consequentemente, 0s prejuizos a saude humana (NAVES et al., 2018).

1.2 O TESTE Allium cepa E O BIOMONITORAMENTO DA POLUICAO AMBIENTAL

Com intuito de analisar os possiveis efeitos deletérios sobre organismos vivos,
causados por substancias quimicas ou toxicas lancadas no meio ambiente, originou-se o
desenvolvimento de métodos de pesquisa genotoxica (BRUSICK, 1987). Desde entdo, 0 uso
de plantas parabiomonitoramento de efeitos genotoxicos através de testes de micronucleo e
aberracdes cromossdmicas tém sido amplamente utilizados por exibir eficacia e sensibilidade
as substancias nocivas inseridas no solo, agua ou ar (IQBAL et al., 2019).

A identificacdo do potencial de alteracfes genéticas através do uso de biomarcadores
oportunizam a deteccdo de riscos ambientais, permitindo analisar as ameacas que 0S seres
vivos inseridos em um espaco determinado estdo expostos (FERNANDES et al., 2018;
KASPER et al., 2018).

Na década de 30, o uso do A. cepa como organismo teste foi estabelecido por Levan,
com o intuito de investigar o mecanismo citolégico da colchicina na mitose de suas raizes
(LEVAN, 1938). Posteriormente, pesquisas demonstraram que os resultados obtidos em testes
genotdxicos com plantas e com mamiferos apresentaram 91% de concordancia, conferindo
maior valor e confiabilidade no emprego de vegetais em verificacbes genotoxicoldgicas
(GRANT, 1978; GRANT, 1982; GROVER et al., 1990; RANK et al., 1997; GRANT, 1999;
LESSA; CARIELLO, 2017).

Com células que ostentam cromossomos grandes, de numero reduzido (2n=16),
crescimento rapido de raizes, alta proliferacdo celular e favoravel visualizacdo microscopica,
a aplicacdo deste vegetal superior em diversos estudos € progressiva e notavelmente eficaz ao
aferir acOGes desfavoraveis de produtos quimicos em materiais bioldgicos (FISKEJO, 1993;
DUSMAN et al., 2014; MACEDA et al., 2015; LESSA; CARIELLO, 2017; IQBAL et al.,
2019).

O teste A. cepa apresenta boa correlagdo com outros testes, a0 monitorar os fatores de

risco ambientais, a titulo de exemplo, a verificacdo do declinio no crescimento de suas raizes,
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e a citotoxicidade s&o um instrumento muito Util na medida do grau de polui¢do em corpos de
agua (FISKEJO, 1993; PERON; CANESIN; CARDOSO, 2009; BARBOSA; AMARAL,;
MEDEIROS, 2011; DUARTE et al., 2014; COSTA et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Auvaliar o potencial citotdxico, genotoxico e mutagénico das aguas do lgarapé Judia
no municipio de Rio Branco, Acre.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Apresentar as principais técnicas aplicadas para realizacdo do teste de microndcleo em
analises de genotoxicidade;

e Descrever 0s principais procedimentos para analise mutagénica de aguas superficiais
de rios amazoénicos através do sistema de teste Allium cepa;

e Auvaliar o efeito citotoxico, genotdxico e mutagénico das dguas do lgarapé Judia, em
dois periodos (chuvoso e estiagem).



3. CAPITULO I: O TESTE DE MICRONUCLEO E SUAS
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RESUMO

Ensaios de micronucleo tém sido amplamente utilizados em diversos estudos ao longo dos
anos, dado sua importancia para contribuicdo no conhecimento citogenético ou em testes
de biomonitoramento, conferindo uma significante reprodutibilidade. O presente estudo teve
como objetivo realizar uma revisdo de literatura demostrando as principais técnicas
aplicadas para realizagdo do teste de micronucleo em analises de genotoxicidade. Ao
permitir analisar distintos sistemas de verificagdo bioldégica e sua interagdo com
determinado grupo de células, ensaios para micronucleo possuem a vantagem da
simplicidade e rapidez na identificacao de alteragbes cromossdémicas.

Palavras-chave: ensaios para micronucleos; testes de mutagénicidade; testes de
toxicidade genética.

ABSTRACT

Micronucleus assays have been widely used in several studies over the years, given their
importance to contribute to cytogenetic knowledge or biomonitoring tests, conferring a
significant reproducibility. The present study aimed to perform a literature review
demonstrating the main techniques applied to perform the micronucleus test in genotoxicity
analyzes. By allowing the analysis of different biological verification systems and their
interaction with a particular group of cells, micronuclei assays have the advantage of
simplicity and speed in the identification of chromosomal alterations.

Key words: micronuclei tests; mutagenicity test; genetic toxicity tests.

1. INTRODUCAO

A genotoxicidade é a competéncia de causar danos e alteragdes no processo de
segregacdo do Acido Desoxirribonucleico (DNA) ou do seu contelido, decorrente da

exposicéo a agentes nocivos (HERSHMAN et al., 2017). A consequente modificagdo que
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ocorre no material genético da célula, devido agcéo de substancias genotoxicas caracteriza
a mutagénicidade (BAFANA et al., 2018). Dentre as técnicas utilizadas para identificacao
do potencial mutagénico desses processos, uma das principais € o teste do micronucleo
(SARGSYAN et al., 2018).

Micronucleos sé&o pequenos nucleos, que se localizam préximos ao nucleo principal
de uma célula (AGOSTINI, 1993). Correspondem a alteragbes cromossémicas induzidas
ou espontaneas, que ocorrem durante o processo de divisao celular (BALLESTRERI et al.,
2017).

A existéncia de micronucleos tem sido reconhecida ha muitos anos (BRENNEKE,
1937; MATHER, 1937; TAYDAY, 1951, RUSSELL; RUSSELL, 1954). Sua utilizagc&o para
verificar danos citogenéticos surge em torno de 1959, ao ser verificado que as quebras e
as trocas incompletas e desreguladas dos cromossomos, dariam origem a fragmentos que,
na interfase, ndo estariam aderidos ao nucleo das células filhas, porém adjacentes, como
micronucleos (EVANS; NEARY; WILLIAMSON, 1959).

Durante a anafase, penultima fase da mitose, podem ocorrer danos do fuso mitético
devido a trocas cromossémicas, perda mitética de fragmentos acéntricos, cromossomos
inteiros ou consequéncias mecanicas de quebras, que poderao resultar, no fim do processo
de divisdo, em células filhas com a presenca de micronucleos (AGOSTINI, 1993; SILVA,
2017).

O teste do micronucleo foi primordialmente descrito por Schmid em 1975, utilizando
células de medula 6ssea de pequenos animais, permitindo observar que apos a telofase,
os elementos que se atrasavam poderiam estar incluidos nas células-filhas, entretanto, uma
propor¢ao consideravel transformava-se em um ou varios nucleos secundarios, menores
que o nucleo principal (SCHMID, 1975).

Ensaios do micronucleo consistem em verificar alteragdes citogenéticas, através da
frequéncia de microndcleos em células, que sofreram aguda ou crbénica acgdo de
substancias potencialmente mutagénicas (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2016). Apresenta
diversas caracteristicas importantes como a rapida execuc¢éo, aplicabilidade in vivolin vitro
e a possibilidade de investigacéo de potencial carcinogénico (SELKAR et. al., 2016).

Ao considerar o mecanismo pelo qual se formam os micronucleos, sugere-se que,
dependendo do nivel, a sua presenca pode atribuir risco genético (BALLESTRERI et al.,
2017). Estudos recentes sugerem que a presenga do micronucleo nas células propicia
condigcbes de variagdo genética que podem estar relacionadas ao céncer (RUSSO,;
DEGRASSI, 2018). A concentrag&o, o tamanho e a frequéncia de micronucleos em células
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refletem o grau e a caracteristica do dano que o agente indutor pode representar
(CAVALCANTE et al., 2017).

E um teste que envolve diferentes organismos e tecidos nos quais, apds induzidos
por agentes que interferem na fungdo dos acidos nucléicos, podera ser quantitativamente
mensurado o dano cromossdmico (SOETEMAN-HERNANDEZ; JOHNSON; SLOB, 2016).
Este ensaio possibilita a deteccdo de mutagenos especificos que causam quebras nos
cromossomos, denominados de clastégenos, e agentes aneugénicos que geram alteracées
na divisdo celular e no fuso mitético, com consequente ganho ou perda de material genético
(CARVALHO et al., 2017).

Para o emprego do teste de micronticleo € necessario o uso de células que ja tenham
experimentado ou ainda estejam em processo de divisdo celular (AGOSTINI, 1993; SILVA,
2017). Nos animais, como camundongos, utilizam-se células da medula éssea, figado de
embrides ou células de tumores de ovarios (BEKESCHUS et al., 2018). No homem, podem-
se empregar linfécitos de sangue periférico, fibroblastos e células epiteliais esfoliadas
(BEKESCHUS et al., 2018).

Ensaios de micronucleo tém sido amplamente utilizados em diversos estudos ao
longo dos anos, dado sua importancia para contribuicdo no conhecimento citogenético ou
em testes de biomonitoramento, conferindo uma significante reprodutibilidade
(BALLESTRERI, 2018). Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo realizar uma
revisdo de literatura demostrando as principais técnicas aplicadas para realizagdo do teste

de micronucleo em analises de genotoxicidade.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TESTES DO MICRONUCLEO EM CELULAS DA MEDULA OSSEA:

Células da medula 6ssea foram as pioneiras na realizagéo do teste de micronucleo,
detentoras da capacidade de rapida divisdo (SCHMID, 1995). Os micronucleos podem ser
observados em mielécitos, mieloblastos ou eritroblastos, sendo facilmente reconhecido em
eritrocitos jovens (SCHMID, 1995). Em humanos, células eritroblasticas sao utilizadas para
realizacido do teste, enquanto que em ratos e camundongos os eritrocitos policromaticos
sd0 os mais adequados para uso (MENEGUETTI et al., 2015; BAKARE et al., 2016).
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De acordo com Schmid et al. (1975) a técnica com eritrécitos policromaticos segue

os seguintes passos:

a) Preencher, para cada individuo, um tubo Falcon de 5 ml com soro fetal bovino;

b) Extrair do animal pés-morto os dois fémures inteiros em um corte desde a pelve
até a tibia;

c¢) Com uma gaze, tracionar suavemente a porgéo epifisaria distal e remover a tibia
e o musculo adjacente;

d) Com uma tesoura, encurtar cuidadosamente a extremidade proximal do fémur até
visualizar uma pequena abertura do canal medular;

e) Aspirar com uma seringa de insulina 0,2 ml de soro fetal bovino do tubo Falcon;

f) Inserir a agulha alguns milimetros na parte proximal do canal medular que ainda
esta fechado na extremidade distal;

g) Submergir o fémur completamente no soro, pressionando dentro do tubo Falcon
para evitar que a agulha escorregue;

h) Aspirar a medula e enxaguar subsequentemente com o soro fetal, as células
devem entrar no soro como uma suspensao fina. Apos varias aspiragdes suaves
e enxague, o processo sera repetido da extremidade distal do fémur;

i) Centrifugar o tubo a 1000 rpm por 5 minutos, remover o sobrenadante com auxilio
de uma pipeta Pasteur;

j) Misturar as células do sedimento por aspiragdo com uma pipeta Pasteur
siliconizada, (se necessario, repetir os passos “i’ e ‘).

k) Colocar uma gota da suspencdo na extremidade de uma lamina estéril
previamente identificada;

I) Realizar o esfregago com auxilio de outra lamina posicionada em 45° que ira puxar
e distribuir o material uniformemente;

m) Secar em temperatura ambiente overnight;

n) Com a lamina em local apropriado, cobrir a extensdo do esfregago com 1 ml do
corante May-Grunwald, deixar agir por 3 minutos. Em seguida, acrescentar 1 ml
de agua destilada, homogeneizar com um bastdo de vidro com movimentos de
cima para baixo até que os dois liquidos estejam totalmente misturados, deixar
agir por 1 minuto;

o) Escorrer a mistura, e sem lavar, recobrir a Iamina com 2 ml da solugéo diluida de

Giemsa com agua destilada 1:6, deixar agir por 15 minutos;
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p) Lavar a preparacdo abundantemente em agua corrente e deixar a lamina para
secar na posi¢ao vertical,

q) Montar a lamina com Entellan ou com laminula de vidro;

r) Analisar no microscopio com objetiva de 100x e ocular de 10x;

s) Para determinar a frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados, foram
preparadas 3 laminas para cada individuo e analisadas, no total, 2.000 células de

eritrécitos policromaticos.

O uso de células eritropoiéticas in vivo pode representar vantajosa aplicacdo em
humanos devido a sua rapida diferenciacdo, principalmente, se comparado ao lento
processo que ocorre em linfécitos de sangue periférico (SALES, et al., 2018). Entretanto,
testes do micronucleo em células da medula éssea in vivo, tém a desvantagem de
metabdlitos produzidos no figado n&o a atingirem, baixo nivel de ativacdo metabdlica de
alguns carcindgenos e sensibilidade reduzida na detec¢céo de substancias com capacidade
de induzir micronucleos, sendo necessario o emprego de doses letais (MAHIOUT, et al.,
2018; LIMA et al., 2018).

2.2 TESTES DE MICRONUCLEO EM LINFOCITOS DO SANGUE PERIFERICO:

A utilizacdo de linfocitos de sangue periférico para verificagdo de dano genético
através do teste de micronucleo teve inicio na década de 70 (COUNTRYMAN; HEDDLE,
1976). Ganhou notoriedade devido ao longo tempo de vida da cultura, facil obtengéo e
distribuicdo por todo o corpo, seu uso tem sido continuo em diferentes tipos de pesquisas
que visam observar o potencial dano de substancias téxicas ao organismo (STURBELLE
et al., 2010).

De acordo com Monteiro et al. (2000), a técnica € descrita da seguinte forma:

a) Coletar 5 ml de sangue periférico de cada individuo em tubos de heparina sodica,
previamente codificados e mantidos a 4°C;

b) Cultura de linfécitos - adicionar 0,5 ml do sangue coletado a 4,5 ml de meio F-10
HAM, suplementado com 1% de heparina sédica (50 Ul/ml), 1% de L-glutamina,
24% de soro fetal bovino (SFB) e mistura de antibidticos (estreptomicina (50

pg/ml) e penicilina (100 Ul/ml));
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c) Para estimular a divisdo celular, inserir 80 pl de fitohemaglutinina reconstituida a
2% em agua deionizada e homogeneizar a mistura;

d) Incubar a 37° C durante um periodo de 44 horas, 2 réplicas para cada individuo;
apos este periodo, adicionar a cultura 150uL citocalasina B (concentracédo final
desta na cultura: 6 ug/mL) de forma a inibir a citocinese das células;

e) Incubar por mais 28 horas até completar o total de 72 horas de incubacgéo;

f) Nofinal do periodo de incubacéo, homogeneizar os tubos e separar as células por
centrifugacédo a 1000 rpm (270xg) durante 10 minutos;

g) Decantar o sobrenadante e tratar as amostras por 2 vezes com 5 ml de solugao
de lavagem (pH 7,2) RPMI 1640. Suplementar com 2% de SFB e centrifugar a
1000 rpm durante 7 minutos;

h) No agitador, adicionar 5 ml de solugéo hipotonica de choque osmaético, RPMI 1640
(meio de cultura), na proporgéo de 4:1 (agua:RPMI), suplementar com 2% de SFB
e imediatamente centrifugar por 5 minutos a 1000 rpm;

i) Desprezar o sobrenadante e utilizar o pellet para realizar os esfregagcos nas
laminas;

j) Preparar cerca de 6 esfregacos (por cada individuo) e posteriormente colocar para
secar durante 24 horas ao abrigo da luz;

k) Apos secagem ao ar, fixar as laminas numa tina contendo uma solucgéo fria (-
20°C) de metanol: acido acético (3: 1), por 20 minutos;

I) Quando as laminas estiverem secas, corar com Giemsa 4% em tampao fosfato
0,01 M, pH 6,8, por 8 minutos. Apds esse periodo, lavar em agua corrente e
colocar para secar na posigao vertical,

m) Montar as laminas com Entellan e colocar para secar na posi¢ao horizontal;

n) Analisar as células com microscopio de campo claro, ampliacdo de 500x (ocular:
12,5x; objetiva: 40x);

o) Para cada individuo da amostra selecionar duas laminas e contabilizar os

micronucleos presentes em 1000 células binucleadas (500 por réplica/lamina).

A detecgado de micronucleos em linfécitos humanos foi aperfeicoada por métodos
que permitem verificar as células que se dividiram ao menos uma vez apos exposicao a
substancia mutagénica (HOBBS, et al., 2018). O emprego da citocalasina B mantém o
citoplasma integro e propicia a identificacdo de nucleos que sofrem divisdo celular por

blogueio da citocinese apds a teléfase, acumulando células binucleadas na fase G1,
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assegurando eficacia na analise de micronucleos em linfocitos de pessoas expostas, ou
substancias em testes in vitro (TOBOLSKA, et al., 2018).

2.3 TESTES DO MICRONUCLEO EM CELULAS ESFOLIADAS

Células com origem na camada basal em proliferagédo, que se tornam esfoliadas ao
atingir a camada superficial, expressam alteragdes cromossOmicas em analises
citogenéticas (GARCIA et al., 2018). O uso destas células em testes é aplicavel nos tratos
pulmonar, urinario, gastrointestinal e na mucosa oral para verificar exposicéo recente a
substancias carcinogénicas, ou reparos decorrentes de erros espontaneos no material
genético (LUCENA et al., 2011).

Conforme Reis et al. (2002), o teste de micronucleo para células da mucosa oral

pode ser realizado da seguinte forma:

a) Orientar os participantes a realizar um enxague bucal com agua;

b) Coletar as células com uma escova de cerdas de nylon (cytobrush) girando 5
vezes, suavemente, no lado direito e esquerdo da mucosa bucal maxilar
correspondente ao fundo de sulco vestibular posterior;

c) Inserir a escova em um tubo falcon contendo 5 ml de solugéo salina (NaCl a 0,9%
de concentragdo em agua destilada);

d) Centrifugar o tubo a 1500 rpm durante 10 minutos;

e) Descartar o sobrenadante;

f) Fixar em solugdo metanol:acido acético (3:1) e posteriormente transferir para
l&minas limpas, umidas e geladas;

g) Secar as laminas durante 24 horas;

h) Submergir as laminas, apds o periodo de 24 horas, em solugdo de HCI 1 N por 30
minutos;

i) Corar com reagéo de Feulgen e a contracoloracéo “Fast Green’;

j) Desidratar as células com etanol e clarificar com xilol;
k) Montar as laminas com laminula, utilizando balsamo do Canada;
[) Analisar as células no microscépio de luz com ampliagcédo de 400 x;

m) Contar no minimo 1.000 células de cada sitio para analise de células
micronucleadas e de micronucleo por células.
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Meneguetti et al. (2012), também descreve outro método de deteccédo de
micronucleos em mucosa oral, porém de acordo com o mesmo, de menor custo que o

descrito anteriormente. A técnica segue os passos abaixo:

a) Orientar os participantes a realizar trés repeticdes de enxague bucal com agua
destilada;

b) Coletar as células com uma escova de cerdas de nylon (cytobrush) girando 10
vezes, suavemente, no lado direito e esquerdo da mucosa bucal maxilar;

c) Inserir a escova em um tubo de ensaio contendo 04 ml de tampé&o (Cloridrato de
Tris 0,01 M Tris HCI, acido etilenodiaminotetracético 0,1 M EDTA e Cloreto de
Saodio 0,02M NaCl) com ph 6,8 e vedar os tubos para transporte;

d) Homogeneizar o material no vortice;

e) Centrifugar a 1.000 rpm por 10 minutos, descartar o sobrenadante;

f) Adicionar 04 ml de solugédo tampéo, homogeneizar no vortice e centrifugar a 1.000
rem por 10 minutos, descartar o sobrenadante (repetir este passo até completar
no total 3 lavagens);

g) Para fixacdo, adicionar 2 ml de Triariimetano a 0,1% e 2 ml de xantenos a 0,1%.
Homogeneizar no voértice e centrifugar a 1000 rpm por 10 minutos;

h) Descartar o sobrenadante deixando apenas o pellet branco mais trés vezes a
quantidade de pellet de solugéo 50% Triariimetano a 0,1% e 50% xanthenes 0,1%.
Homogeneizar no vértice;

i) Aspirar o material com uma pipeta Pasteur e gotejar 3 gotas em |&amina pré
aquecida a 37° C;

j) Secar em temperatura ambiente durante 30 minutos;

k) Corar as laminas mergulhando 10 vezes em cada recipiente com a duragao da
imersdo de 1 segundo na seguinte ordem: triariimetano a 0,1%, xantenos a 0,1%
e tiazina a 0,1%;

[) Lavar as |aminas com agua destilada para remover excesso de corante;

m) Secar em temperatura ambiente durante 30 minutos e posteriormente realizar a

contagem das células.
A analise de micronucleos em células da mucosa oral permite a coleta de células

esfoliadas em grande quantidade, sendo rotineiramente aplicada em individuos fumantes,
consumidores de alcool, trabalhadores expostos a material genotéxico ou individuos em
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tratamento quimio ou radioterapico (BATISTA; JUNIOR, 2014; FARHADI: SOUZA et al.,
2014; JOLEHAR; SAFAPOUR, 2018). As células podem ser coradas por diversos métodos,
desde os mais elaborados como o estabelecido por Feulgen contracoradas por “Fast

Green”, até os mais simples como a coloragdo do Papanicolau multicromatica ou o corante
azul de metileno (CAMPOS; GONCALVES; NOVENTA, 2017; PAZ et. al., 2018).

2.4 TESTES DO MICRONUCLEO EM CELULAS VEGETAIS

Substancias toxicas apresentam efeito genotdéxico em plantas (AMORIM, et. al.,
2018). O uso da Allium cepa em citogenética permite identificar potenciais agentes
causadores de danos ao DNA em células vegetais, através da verificacdo de alteracdes
fitotoxicas, citotoxicas e mutagénicas provenientes de extratos de plantas, agroquimicos,
farmacos, efluentes industriais ou aguas contaminadas (MENEGUETTI et al., 2014; FARIA
et. al., 2017).

Para esse teste podem ser utilizadas sementes de Allium cepa e segundo Carvalho

et al. (2017), o teste ocorre da seguinte forma:

a) Depositar 30 sementes de A. cepa, para cada tratamento, em placa Petri forrada
com papel filtro ou de germinacéo;

b) Aplicar 3 ml dos tratamentos e do controle nas sementes diariamente, colocar para
germinar em temperatura de 25° C com placa Petri fechada;

c) Coletar os meristemas com 1 a 2 cm de comprimento;

d) Fixar em Carnoy (3:1, etanol:acido acético) em frasco de vidro por 2 a 20 horas
em temperatura ambiente;

e) Retirar as raizes do fixador, enxugar levemente com papel filtro;

f) Colocar em tubo de ensaio com orceina 2%, em quantidade que cubra os
meristemas;

g) Acrescentar uma gota de HCI 1N (acido cloridrico) para cada nove de orceina (ou
cerca de 10% do volume de corante), e agitar;

h) Aquecer o tubo de ensaio aberto em chama de lamparina a alcool ou bico de
Bunsen até que o corante ferva;

i) Retirar o tubo rapidamente da chama quando o corante borbulhar, tampar o tubo

de ensaio e deixar esfriar por 20-30 minutos;
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j)  Em uma lamina limpa colocar uma raiz, seccionar a porgao apical (mais escura) e
eliminar o restante do material;

k) Fragmentar o meristema em pedacos menores;

I) Acrescentar duas gotas do corante, cobrir com uma laminula e pressionar para
espalhar bem as células de cada fragmento;

m) Pressionar a laminula com papel toalha para remover vestigios do corante;

n) Analisar em microscoépio éptico com objetiva de 40x;

o) Verificar micronucleos contando 1.000 células por l&amina, totalizando 3.000
células por tratamento.

Outro mecanismo para se realizar esse teste € a utilizagdo do bulbo de Allium cepa.

De acordo com Meneguetti et al., (2012) a técnica pode ser realizada da seguinte forma:

a) Adquirir 10 bulbos de A. cepa (pequenas, uniformes, da mesma origem, nao
germinadas e sadias) para cada amostra e controle;

b) Colocar cada bulbo para germinar em frascos de 50 ml, com o fundo imerso na
amostra e no controle (agua mineral);

c) Coletar os meristemas apés cerca de 72 horas com aproximadamente 0,5 a 3,0 cm
de comprimento;

d) Lavar os meristemas em agua destilada;

e) Hidrolisar com 1N HCL por 10 minutos em banho-maria a 60 “C, resfriar os tubos
em agua corrente;

f) Lavar os meristemas com agua destilada;

g) Preparar os esfregacos em duas laminas por bulbo;

h) Corar com o kit Panético rapido LB mergulhando as laminas 10 vezes em cada
recipiente com a duracéo da imersao de 1 segundo na seguinte ordem: triarilmetano
a 0,1%, xantenos a 0,1% e tiazina a 0,1%;

i) Lavar as ldminas com agua desionizada pH 7,0. Secar em temperatura ambiente;

j) Contar 1.000 células por lamina.
Detentora da capacidade de corresponder ao meio em que esta inserida, a Allium

cepa, representa uma valiosa ferramenta para biomonitoramento (GALVAO et. al., 2015).

De simples manuseio, obtengao, verificagdo de alteragdes cromossémicas € micronucleos
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ao microscopio Optico, as células de A. cepa configuram satisfatoria analise de
citotoxicidade e genotoxicidade em pesquisas (ROSA; JUNIOR; COCCO, 2017).

3. CONSIDERAGOES FINAIS

Ao permitir analisar distintos sistemas de verificacdo bioldgica e sua interagcdo com
determinado grupo de células, ensaios para micronucleo possuem a vantagem da
simplicidade e rapidez na identificacdo de alteragdes cromossdmicas (XINYUE et. al.,
2018). Porém, ao se tratar de pesquisa cientifica, testes com humanos necessitam ser
submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e com animais, ao Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA). No caso de células meristematicas, como Allium cepa, que nao
necessitam aprovacéo ou liberagcdo de um comité, € importante garantir a utilizagcéo de

sementes ou vegetais livres de agroquimicos.
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CAPITULO 12

A UTILIZAGAO DO SISTEMA TESTE DE Allium cepa PARA ANALISE
MUTAGENICA DE RIOS DA AMAZONIA

Hémilly Caroline da Silva Paixdo', Sérgio Luiz Prolo Junior', Renato André Zan?,
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RESUMO

O sistema teste de micronucleo em raizes da espécie Allium cepa (cebola), € definido como
sendo um dos melhores para estudos de monitoramento ambiental e mutagénicidade de
agua, por sua sensibilidade e exatiddo. O presente estudo teve como objetivo realizar uma
revisao de literatura demostrando os principais procedimentos para a analise mutagénica
de aguas superficiais de rios amazodnicos através do sistema teste Allium cepa. A analise
mutagénica de aguas superficiais empregando A. cepa n&o necessita de equipamentos
elaborados, reagente com elevado valor, a matéria prima & encontrada facilmente e durante
todo o ano, e néo exige aprovacdo em Comités de Etica e Pesquisa em Seres Humanos ou
em Animais.

Palavras-chave: Genotoxicidade, Toxicologia e Métodos de analise.

ABSTRACT

The micronucleus test system in roots of the Allium cepa (onion) species is defined as being
one of the best for environmental monitoring and water mutagenesis studies because of its
sensitivity and accuracy. The present study aimed to perform a literature review
demonstrating the main procedures for the mutagenic analysis of surface waters of
Amazonian rivers through the Allium cepa test system. The mutagenic analysis of surface
water using A. cepa does not require elaborate equipment, reagent with high value, the raw
material is easily found and throughout the year, and does not require approval in Ethics
and Research Committees in Humans or Animals.

Key words: Genotoxicity, Toxicology and Analysis methods.

1. INTRODUGAO

A hidrografia da regido amazoénica € a maior, € uma das mais importantes do mundo,
concentrando cerca de 15% das aguas doces superficiais ndo congeladas do planeta
(SNIF, 2014; NETO; FURTADO, 2015). Formada por grandes rios e pequenos igarapés
que correspondem a 81% das aguas superficiais do territdério nacional, a rede hidrografica
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da Amazobnia é responsavel pelo abastecimento de centenas de cidades e milhares de
pessoas (SNIF, 2014; SILVA; NODA, 2016).

O crescimento da urbanizagéo e das fronteiras agricolas, que tém ocorrido ao longo
dos anos, causam prejuizos a rios e igarapés devido exposicdo a dejetos humanos,
agrotoxicos, excretas de laticinios, frigorificos e, varias outras empresas, que despejam
efluentes nestes mananciais, muitas vezes, sem um tratamento prévio (SINGH et al., 2014).
Consequentemente, o consumo e a utilizagdo dessas aguas contaminadas, podem levar a
intoxicacdes e até mesmo mutacgdes, apresentando o potencial de desencadear a curto e
longo prazo sérios problemas de saude (MAZZEO; MARIN-MORALES, 2015).

As substancias mutagénicas podem causar danos celulares aos organismos vivos
que estdo frequentemente expostos a estas, danos que geralmente sdo induzidos por
agentes fisicos, quimicos ou biolégicos que acabam afetando processos como a transcrigcao
e duplicacdo génica e alteragbes cromossémicas, 0 que leva a processos cancerosos e
morte celular (MENEGUETTI et al., 2012; HARA; MARIN-MORALES, 2017; QUADRA et
al., 2018). Compostos que causam lesdes nos materiais genéticos sdo conhecidos como
genotoxicos (IQBAL et al., 2019)

Os efeitos mutagénicos podem ser observados por meio da formagcdo de
micronucleos, que s&o pequenos corpos contendo acidos desoxirribonucleicos (DNA),
localizados no citoplasma (SILVA ET AL., 2011; FATEH et al., 2019). Micronucleos podem
ser resultantes de quebras cromossémicas, formando fragmentos acéntricos, ou com
sequéncias de cromossomos inteiros que néo se prendem ao fuso mitético e, dessa forma,
nao chegam aos polos das células durante a mitose ou a meiose (Figura 1) (POLLETO et
al.,, 2011; MENEGUETTI et al., 2012; ZHANG et al., 2018).

O teste de micronucleos detecta mutagénese em organismos eucariotos do tipo
clastogénese, aneugénese e danos no fuso mitético (MILLER, 1973; HARA; MARIN-
MORALES, 2017). Os micronucleos séo identificados em qualquer tipo de célula, sendo
possivel aplicar seu uso em analises para diagnéstico de doengas hematoldgicas, em
células epiteliais da boca, do trato urinario e também monitorar ambientes atraves de testes
com roedores e plantas (FENECH, 1993; FAO et al., 2012; DUSINSKA et al., 2019). Para
que o micronucleo seja visualizado € necessario uma divisdo celular apds a ocorréncia
mutagénica, a realizacdo do cultivo celular, ou uso de células que estdo se multiplicando
constantemente, como a medula 6ssea e as raizes vegetais (meristemas) (SILVA et al.,
2012; PALSIKOWSKI et al., 2017).
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Figura 1. Célula em divisdo mitética e formagdo de micronucleos.
Fonte: Elaborado pelos autores

O sistema de teste de micronucleo em raizes da espécie Allium cepa (cebola), é
definido como sendo um dos melhores para estudos de monitoramento ambiental e
mutagénicidade de agua, por sua sensibilidade e exatiddo (SILVA et al., 2003; COSTA;
MONTEIRO; BATISTA, 2018). As raizes da A. cepa possuem processo de divisdo celular
similar aos do homem, e devido a universalidade do cédigo genético, se um agente pode
causar danos ao DNA, apresenta potencial genotoxico em qualquer tipo de célula animal,
vegetal ou microrganismos (COSTA; MENK, 2000; GAVRONSKI, 2008; ROBERTO et al,,
2016).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo realizar uma revisao de literatura,
demostrando os principais procedimentos para a analise mutagénica de aguas superficiais

de rios amazonicos através do sistema teste Allium cepa.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 COLETAS DAS AMOSTRAS
As coletas devem ser realizadas em pontos estratégicos, antes e apds algumas

possiveis causas de interferéncia na qualidade dos rios, podem ser locais de despejo de
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dejetos humanos ou animais, frigorificos, laticinios, cidades, conjuntos habitacionais dentre

outros. Um exemplo de pontos de coletas pode ser observado na (Figura 2).

I
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Figura 2. Mapa demonstrando os pontos 1, 2, 3, 4 e 5 indicados para a coleta, em um
determinado rio.
Fonte: Elaborado pelos autores

O ponto 1, da figura acima, ou a nascente do rio podem ser utilizados como controle
negativo, porém é importante utilizar um segundo controle negativo contendo agua mineral,
para utilizar como parametro de comparagéo com o controle do ponto 1.

Em alguns casos, é indicada também a utilizagdo de um controle positivo, contendo
agentes mutagénicos, esse controle & importante para demonstrar a gravidade da poluicdo
em casos de resultados com significancia estatistica alta.

As amostras poderao ser coletadas em dois periodos do ano, no de estiagem e de
chuva, para observar se ha variagdo nos resultados ao comparar o periodo da cheia com o
periodo da seca em rios ou igarapés.

As coletas de agua sdo, geralmente, feitas na calha central do rio na profundidade
de 15 a 30 cm (CETESB, 1988). O balde normalmente utilizado para amostragem na
superficie de corpos d’agua (Figura 3), em geral, deve estar acoplado a uma corda e ser
confeccionado em aco inox AlSI 316L polido, para evitar incrustagées nas costuras de
solda, e apresentar volume adequado para a finalidade da amostragem (CETESB; ANA,
2011).
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Figura 3. Coleta de aguas superficiais com auxilio de balde inox acoplado a corda.
Fonte: Arquivo pessoal

Os recipientes mais utilizados para coleta e preservacdo de amostras sdo os de
plastico autoclavavel de alta densidade (polietileno, polipropileno, policarbonato ou outro
polimero inerte) e os de vidro, com boca larga (mais ou menos 4 cm de diametro) para
facilitar a coleta da amostra e a limpeza. As amostras deverao ser transportadas e mantidas
sob refrigeracdo em torno de 4°C + 2°C (CETESB; ANA, 2011).

2.2 GERMINACAO DOS MERISTEMAS UTILIZANDO BULBOS DE Allium cepa

O experimento utiliza a espécie Allium cepa, (conhecida popularmente como cebola
de cabeca) de tamanho pequeno, uniforme, de mesma origem (de preferéncia organica),
nao germinadas e saudaveis, sendo realizadas repeticdes de 10 espécimes por ponto de
coleta (Figura 4a), postos a germinar em frascos transparentes de 50 ml (copos
descartaveis ou coletores de fezes) com a parte inferior mergulhada nas aguas coletadas
(Figura 4b).
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Figura 4. Germinacgdo de A. cepa.
Fonte: Meneguetti et al. (2012)

2.2.1 Preparo das laminas

As seguintes etapas sdo adaptacdes propostas por Meneguetti et al. (2012):

Em torno de 72h apds o inicio do teste, os meristemas sdo coletados com
aproximadamente 0,5 a 3,0 cm de comprimento (Figura 5), sendo lavados em agua
destilada.

Figura 5. Meristemas germinados
Fonte: Meneguetti et al. (2012)
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a) Para o preparo de 1 litro de solugdo 0,1 N de HCI, deve-se transferir 8,36 mL de
HCI concentrado e diluir a 1000 mL;
Formula para preparo de solugdo HCL 1 N - Adicionar 3,65g de HCI em um litro
de solugéo, 0,1 N = 0,1 Normal = 0,1 equivalente-grama/L = 0,1 eqg-g/L , equivale
a 3,65g de HCl em 1 L de solucéo.
A questdo € como realizar este procedimento quando n&o é possivel pesar o
HCI?

Para isso, sdo necessarias algumas informagdes, pois normalmente essa
substancia é feita a partir de uma solugdo concentrada de HCI.

Informacées:

e HCI Fumegante.

e Concentracdo de HCI = 37%
e Densidade = 1,18 g/mL

e Mol do HCI = 36,5.

Se adensidade € 1,18 g/mL, € possivel concluir que 1000 mL = 1180 g. Como a
concentragao € 37%, deve-se calcular a massa de HCI na solugdo utilizando
uma regra de trés:

e ¢c(%)=(mHCL x 100) / m sol

e (%) = concentracdo porcentual = 37%

e m HCI = massa de HCI = valor procurado

e m sol = massa total da solugdo = 1,18

e kg mHCI =c(%) xm sol /100 = 37 x 1,18 / 100 = 0,4366 kg ou 436,6 g de HCI
por litro de solugéo.

e nequivalentes = 436,6 / 36,5 = 11,36 equivalentes gramas de HCI

e Entdo asolucdo € 11,96 N

o MiV1i=M2V2

e Vi=M2V2/M1=0,1%x1000/11,96=8,36 mL ;

b) Inserir os meristemas coletados em tubos de ensaio e adicionar 1N HCL até uma
quantidade em que os meristemas estejam cobertos;
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c) Hidrolisar os meristemas com 1N HCL por 10 minutos em banho-maria a 60 °C
e posteriormente resfriar os tubos em agua corrente;

d) Lavar os meristemas com agua destilada;

e) Realizar esfregacos em duas laminas por bulbo, sendo postas em seguida em
gelo seco por 1 minuto para retirada da laminula e deixado por 30 minutos em
temperatura ambiente para secagem;

f) Corar com o kit Panético rapido LB mergulhando as Iaminas 10 vezes em cada
recipiente com a duracdo da imersdo de 1 segundo na seguinte ordem:
triariimetano a 0,1%, xantenos a 0,1% e tiazina a 0,1%;

g) Lavar as laminas com agua deionizada pH 7,0. Secar em temperatura ambiente;

h) Visualizar ao microscépio de Luz na objetiva de 40x;

i) Em cada lamina serdo contadas mil células em interfase e a quantidade de

micronucleos por mil células (Figura 6).

Figura 6. A — Células de A. cepa (ocular: 10x, objetiva 10x), B — Micronucleo em célula de
A. cepa (ocular: 10x, objetiva 40x).
Fonte: Meneguetti et al. (2012)

2.3 GERMINACAO DOS MERISTEMAS UTILIZANDO SEMENTES DE Allium cepa

O uso das sementes de A. cepa fornece maior praticidade na realizagéo de
experimentos devido ocuparem menor espacgo, ndo desprender odor intenso no local em
que estao inseridas, de simples manuseio e facilidade de obtengdo com boa qualidade e
livre de agroquimicos (LESSA; CARIELLO, 2017; FERNANDES et al., 2018).
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2.3.1 Preparo das laminas
Sera descrito, a seguir, uma adaptagao desta técnica utilizando as sementes de A.
cepa:
a) Colocar sementes de A. cepa da variedade Baia Periforme em uma placa de
Petri revestida com papel filtro (Figura 7). Cerca de 50 sementes por placa e
duas placas para cada tratamento;

Figura 7. Sementes de A. cepa
Fonte: Arquivo pessoal

b) Submeter as sementes a germinagdo, sob temperatura de 22+2°C, utilizando
como meio as amostras (agua coletada e controle);

c) Utilizar como Controle Negativo, agua mineral e/ou a nascente do rio/igarapé;

d) Aplicar 3 ml das amostras e controle correspondentes, diariamente, utilizando
pipeta Pasteur e manter a placa Petri fechada;

e) Preparo da orceina acética a 2% (100 ml) para fixar e corar os meristemas -
usar um béquer de 250 ml e colocar 100 ml de acido acético 45%. Colocar o
béquer no agitador magnético e adicionar 2,0 g de orceina. Deixar agitando por
10 minutos, filtrar a solug&o utilizando papel filtro e guardar em frasco fechado
em temperatura ambiente;
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f) Coletar os meristemas com 1 a 2 cm de comprimento e colocar em tubos de
ensaio ou Eppendorf previamente identificados com a amostra correspondente;

g) Com auxilio de uma pipeta Pasteur, inserir no tubo/Eppendorf a orceina acética
até uma quantidade em que os meristemas estejam cobertos, armazenar na
geladeira (2 a 8 ° C) no periodo de 12 a 24 horas para fixacao;

h) Colocar os meristemas em laminas, seccionar a porgéo apical (mais escura) e
eliminar o restante do material;

i) Posicionar uma lamina limpa sobre a bancada e pingar, sobre ela, 3 gotas de
orceina acética a 2%;

j) Cobrir com uma laminula e segurar a lamina sobre a chama (bico de
Bunsen/vela), a cerca de 5 cm de distancia, por cerca de 3 segundos. Repetir
esse procedimento por 3 vezes com intervalos de 3 segundos. Se houver
necessidade acrescentar mais uma gota de orceina na borda da laminula.

k) Esmagar a ponta do meristema pressionando levemente a laminula com a
ponta da pinga. Atencdo: cuidado para ndo deslocar a laminula do lugar. A
pressao dever ser suficiente para esmagar as raizes sem quebrar a laminula.

I) Retirar o excesso de orceina latico/acética colocando a lamina entre um pedago
de papel filtro dobrado e passando o dedo sobre ele;

m) Analisar a lamina em microscopio de luz, utilizando a objetiva de 100x;

n) Tirarfotos das |aminas em objetivas de 20x ou 40x (Figura 8) utilizando software
de processamento e analise de imagens digitais;

o) Utilizar contador de células para quantificar 5000 células por tratamento, sendo

500 células por lamina e 5 ldminas por cada placa de Petri.

Figura 8. A — Células de A. cepa coradas com orceina acética 2% (ocular: 10x, objetiva
20x), B — Micronucleo em célula de A. cepa (ocular: 10x, objetiva 40x).
Fonte: Arquivo pessoal

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazoénia. Stricto Sensu Editora, 2019.

47



2.4 ANALISE ESTATISTICA
Neste caso é utilizado o teste de Analise de Variancia (ANOVA), que é um
procedimento paramétrico para analisar trés ou mais tratamentos. Esse teste especifica se
ocorreu diferenca estatistica significante entre os postos, porém ele ndo especifica entre
quais pontos ocorreu essa diferenga, por esse motivo utiliza-se também o teste Tukey, que
pode ser considerado como uma extensdo do ANOVA.
Para essa analise sao utilizados varios softwares, sendo indicado o Graphad Prism
5.0 para as pessoas que utilizam Windows XP, e a versao 6.0 para Windows 7, e outros

sistemas operacionais.

3. CONSIDERAGOES FINAIS

A analise mutagénica de aguas superficiais empregando A. cepa néo necessita de
equipamentos elaborados, reagente com elevado valor, a matéria prima é encontrada
facilmente e durante todo o ano, e ndo exige aprovacdo em Comités de Etica e Pesquisa
em Seres Humanos ou em Animais.

O sistema teste de A. cepa dispde de aplicacbes e adaptagdes diversificadas que
contribuem positivamente na elaboragdo de experimentos. As técnicas que fazem uso
desse sistema sao regularmente aprimoradas garantindo satisfatéria reprodutibilidade e

contribuicdo cientifica.
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RESUMO

Na cidade de Rio Branco, capital do estado do Acre, 0s mananciais urbanos tém sofrido, ao
longo dos anos, considerdvel desgaste proveniente da ocupagdo de suas proximidades. O
Igarapé Judia, situado na regido do segundo distrito, sendo um dos mais extensos e importantes
dessa area, apresenta perda da mata ciliar, fauna e notavel polui¢do das suas dguas devido
lancamento de diversos efluentes que alcangam seu leito e foz, frequentemente, sem um prévio
tratamento. Dessa forma, este trabalho verificou o potencial citotoxico, genotoxico e
mutagénico do lgarapé Judia. Foram coletadas 11 amostras de dgua, sendo uma na nascente e
outros 10 pontos ao longo do Igarapé Judia em dois periodos do ano, chuvoso (dezembro) e
estiagem (Junho). Sementes de Allium cepa foram submetidas a germinacao, aplicando-se 3 ml
das amostras e controle correspondentes, diariamente sobre as sementes. As laminas foram
analisadas e foi verificado o indice mitotico, aberracdes cromossomicas e nucleares e
micronucleos. No periodo de estiagem, os pontos 3, 4,6 e 9 foram significantes em relacdo
a nascente ao expressarem, 0s maiores indices mitoticos. O Ponto 6 representou a Unica
amostra significante com maior nimero de aberra¢cdes cromossémicas no periodo de estiagem
em relacdo ao periodo chuvoso. Quando comparado os dois periodos, foi constatado que os
pontos 6, 7, 8, 9 e 10 apresentaram aumento significativo do nimero de micronucleos no
periodo de estiagem em comparacdo ao periodo chuvoso. Os dados deste estudo sugerem que
existam agentes contaminantes no igarapé Judia com potencial de causar citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagénicidade em células de A. cepa.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; Allium cepa; Poluigdo ambiental.
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1. INTRODUCAO

A agua é considerada um bem indispensavel a sobrevivéncia das espécies e a
manutencdo dos ecossistemas (LIMA et al., 2018). Devido ao constante crescimento
populacional e industrial, este recurso tem se tornado cada vez mais disputado e a sua
presenca em carater potavel mais escasso (SINGH et al., 2014). Estima-se que 97,5% da agua
existente no mundo é salgada, sendo considerada imprépria ao uso, apenas 2,5% da agua do
planeta é considerada doce, entretanto somente uma pequena proporcdo deste ndmero,
aproximadamente 1%, é acessivel e adequada para consumo (ANA, 2012).

A distribuicdo de agua potavel e o acesso ao saneamento basico caracterizam um
direito humano, que contribui para a saude e o desenvolvimento da populacdo (WHO, 2017).
O saneamento basico é uma ferramenta que atua na melhoria do atendimento do sistema de
agua e esgoto de uma cidade, gerando beneficios a populagdo quanto a reducdo de doencas de
veiculacdo hidrica e demais maleficios que a contaminagdo de afluentes pode causar ao
homem e ao meio ambiente (CNI, 2015; CNI, 2017).

A ocupacdo urbana de forma desordenada nas proximidades de aguas superficiais, ao
longo dos anos, tem exercido influéncia direta sobre a composicao fisico-quimica e bioldgica
de afluentes devido aos mais diversos tipos de descargas residuais que tornam a agua impropria
ao consumo humano, animal, vegetal e para as demais atividades pelas quais sua utilizacéo
se faz indispensavel (DUSMAN et al., 2014).

No Brasil, apenas 50% do esgoto gerado é tratado e 0s corpos d’agua receptores,
distribuidos pelo pais, ndo possuem competéncia suficiente para diluicdo dessas substancias,
prejudicando a qualidade da agua para consumo e gerando aumento dos custos produtivos
(ANA, 2019). O estado do Acre, com cerca de 829 mil habitantes, apresenta os indicadores de
abastecimento de agua (49,1%), coleta de esgoto (10,7%) e 6 municipios com plano de
saneamento, abaixo da média nacional (CNI, 2017; SNIS, 2018).

Frequentemente, as bordas dos rios e igarapés apresentam consideravel concentragdo
urbana e populacional, que se utilizam dos afluentes como um meio de abastecimento e
transporte, e simultaneamente representam ameaca a qualidade da agua devido a escoadura de
diversos residuos liquidos, domésticos, provenientes da agricultura e efluentes industriais,
expondo a saude ambiental e da populacdo inserida nas proximidades ao risco de potenciais
contaminantes (DUARTE et al., 2014; FARIA et al., 2017).
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A contaminacdo de afluentes confere potencial mutagénico ao local em que estéo
inseridos, representando risco de genotoxicidade aos organismos adjacentes, visto que a
concentracdo deste complexo nocivo dependera, dentre outros fatores, dos efluentes locais,
sazonalidade da chuva, indice pluviométrico, vazante, entre outros (COELHO et al., 2014).

Popularmente conhecida como cebola, o Allium cepa vem sendo utilizada através dos
anos como ferramenta de biomonitoramento ambiental, em testes consideravelmente validos
devido sua compatibilidade com outros mais complexos, rapida execucdo, baixo custo,
verificagdo combinada da toxicidade e mutagénicidade, que quando positivos em determinada
andlise, indicam risco bioldgico a outros organismos (FISKESJO 1985; FISKESJO 1988). A
predilecdo por este teste deve-se basicamente por este vegetal superior, possuir uma forma
simples de plantio, facilidade de acesso e obtencdo, apresentar um processo de divisdo celular
semelhante ao dos seres humanos, cromossomos de tamanho favoravel para visualizacéo
microscopica e ndmero reduzido (ALVIM et al., 2011; FARIA et al., 2017), além de
corresponder as influéncias quimicas ou toxicas do ambiente em que esta inserido
permitindo, desta forma, que pesquisadores verifiqguem e interpretem a nivel celular os
potenciais maleficios que estas substancias representam aos ecossistemas (BRAGA; LOPES,
2015).

Experimentos realizados com esta hortalica permitem, dentre outras coisas, identificar
nas aguas de rios e igarapés a presenca de substancias citotoxicas, expressas pela diminuicéo
do indice mitético de suas raizes, de substancias genotodxicas através da verificacdo de
alteracBes cromossémicas em suas células e da mutagénicidade pela identificacdo de
micronucleos, expressos por material nuclear que se desprende durante o processo de divisdo
celular e forma pequenos nucleos adjacentes ao nicleo principal (DUARTE et al., 2014).

Substancias potencialmente toxicas a organismos vivos possuem, na maioria das vezes,
competéncia genotoxica que se destaca como causadora de danos diretos ao material genético
das células (DNA), formando pontes anafésicas, a quebra de fita simples ou dupla, formacédo
de adutos de base, lesdo cromossomal, dentre outros (DUSMAN et al., 2012; SPOSITO et
al., 2019).

Localizada na regido do Baixo Acre, a sub-bacia do igarapé Judia tem sua nascente no
municipio de Senador Guiomard, com uma extensdo de aproximadamente 26 km, & um
importante manancial da cidade de Rio Branco, que nesta regido, representa o principal
afluente da margem direita do rio Acre (SANTOS, 2012). Grande parte da concentragdo
populacional nas proximidades do lIgarapé Judia, reside nas imediacdes de Areas de

Preservacdo Permanente (APP), além de serem zonas que podem apresentar enchentes,
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deslizamentos, escorregamentos ou estiagens (PEREIRA et al., 2017).

Classificado como um igarapé com um padrdo de drenagem ramificado, caracteristico
da regido amazonica (SOUSA et al., 2012), a agua deste afluente é habitualmente utilizada
no abastecimento publico na regido do segundo distrito de Rio Branco, na dessedentacédo de
rebanho bovino, na agricultura, no comércio de &gua subterrdnea em carros pipas,
balneabilidade, uso doméstico e paisagismo (SANTOS et al., 2012). Portanto, o objetivo da
presente pesquisa foi avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e a mutagénicidade do Igarapé

Judia no municipio de Rio Branco, Acre, Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO E COLETA DAS AMOSTRAS

O igarapé Judia (Figura 1), localiza-se a sudeste do municipio de Rio Branco,
apresentando suas nascentes no municipio de Senador Guiomard/AC e a foz na cidade de Rio
Branco, confluéncia com o rio Acre. Localizado entre as coordenadas 10°9°1”’S e 67°44°14”
W, onde situa-se o alto curso, e 0 baixo curso entre as coordenadas de 9°58°24” S e 67°47°30”
W (LIRA et al., 2010).

A sua nascente principal localiza-se na zona urbana do municipio de Senador
Guiomard a poucos metros da rodovia AC 40, seguindo por trés bairros daquela regido
(Centro, Sdo Francisco e Nary Leite) (SANTOS, 2012). Ap06s percorrer um trecho na zona
rural, o lgarapé Judia atinge a zona urbana da cidade de Rio Branco através de 09 bairros:
Vila Acre, Cidade do Povo, Loteamento Santo Afonso, Santa Inés, Belo Jardim, Recanto
dos Buritis, Areial, Santa Terezinha e Seis de Agosto, onde faz desembocadura no Rio Acre
(SOUZA et al., 2012).

Foram coletadas 11 amostras de agua, sendo uma na nascente (10°09'14.0"S
67°44'16.6"W) e outros 10 pontos ao longo do Igarapé Judia: Ponto 1 (10°02'41.7"S
67°45'28.9"W); Ponto 2 (10°02'12.0"S 67°45'25.5"W); Ponto 3 (10°01'53.9"S
67°46'10.6"W); Ponto 4 (10°01'28.0"S 67°47'02.3"W); Ponto 5 (10°01'18.2"S
67°47'03.3"W); Ponto 6 (10°00'18.4"S 67°47'22.1"W); Ponto 7 (9°59'42.2"S
67°47'44.2"W); Ponto 8 (9°59'19.0"S 67°47'32.9"W); Ponto 9 (9°58'35.6"S 67°47'40.7"W);
Ponto 10 (9°58'28.3"S 67°47'31.2"W) em dois periodos do ano, chuvoso (dezembro, 2018) e
estiagem (junho, 2019).

As coletas das amostras foram feitas na calha central do rio na profundidade de 15 a 30
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cm (CETESB, 1988; CETESB 2011), com balde de ago inox polido acoplado a uma corda
(CETESB, 1988; ANA, 2012; ANA, 2019). As amostras foram armazenadas em frascos de
vidro, boca larga, de 600 ml e encaminhadas ao laboratorio Multifuncional (UFAC) para

analise Genotdxica e Citotoxica.

Nascente:
,SensGuiomard

Google Earth

s [0a1ap¢ Judia @ Senador Guiomard 9 Rio Branco 9 Rio Acre

Figura 1. Imagens de satélite dos pontos amostrais ao longo do Igarapé Judia.
Figura elaborada utilizando o software Google Earth, 2019.

2.2 ANALISE GENOTOXICA, MUTAGENICA E CITOTOXICA

Foram colocadas sementes de A. cepa da variedade Baia Periforme em placa de Petri
revestida com papel filtro. Cerca de 100 sementes por placa e duas placas para cada
tratamento. As sementes foram submetidas a germinacdo, sob a temperatura de 22+2°C,
utilizando como meio as amostras (dgua coletada e controle), sendo a Nascente utilizada
como controle negativo. Aplicou-se 3 ml das amostras (utilizando pipeta Pasteur) e
controle correspondentes, diariamente sobre as sementes, até a germinacdo das mesmas
(CARVALHO et al., 2017; PAIXAO et al., 2019a).

Apos 72h, os meristemas foram coletados com 1 a 2 cm de comprimento e colocados
em tubos de ensaio contendo orceina acética, previamente identificados com a amostra

correspondente e armazenados na geladeira (2 a 8 °C) no periodo de 12 a 24 horas para
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fixacdo. Apos isso, os meristemas foram colocados em laminas e foi seccionado a porcéo
apical, adicionado 3 gotas de orceina acética e posicionado uma laminula por cima. Realizou-
se 0 esmagamento do meristema com auxilio de uma pinca (CARVALHO etal., 2017; PAIXAO
etal., 2019b).

As laminas foram analisadas e fotografadas sob objetivas de 20x e 40 x em
microscopio Zeiss® (modelo Scope.Al). Apb6s o registro fotogréfico, as células foram
contadas utilizando o software ImageJ versdo 1.52d com auxilio do plugin Cell Counter.

A analise genotdxica foi avaliada pela presenca de alteracbes cromossdémicas. Foram
identificadas as células que contém aberra¢cdes cromossémicas (aderéncia, poliploidia, perda,
C-metéfase, multipolaridade e pontes anafasicas) e anormalidades nucleares (células
binucleadas, trinucleadas e ndcleos lobulados), foram utilizadas para este parametro 500
células por lamina, totalizando 5 mil células por amostra (PALSIKOWISK et al., 2018).

Para a andlise mutagénica foram identificadas células que continham um ou mais
micronucleos, sendo contadas 500 células por lamina, totalizando 5 mil células por amostra
(FISKEJO, 1988; MENEGUETTI et al., 2012; MENEGUETTI et al., 2014; ANACLETO;
ROBERTO; MARIN-MORALES, 2017; PAIXAO et al., 2019a, PAIXAO et al., 2019b).

Para o calculo de indice Mitético na andlise citotdxica foi aplicada a seguinte equagao:
(Numero Total de Células em Mitose/Numero Total de Células x 100).

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos em médias e desvio padrdo para cada abordagem. O teste
Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados e o teste Mann-Whitney de
comparacdo entre médias, foi aplicado para aferir as diferencas significativas entre os valores
encontrados em relacdo a Nascente (MAZEO et al., 2015). Para a comparagdo dos pontos entre
periodo chuvoso e de estiagem foram adotados os testes t-Student e Mann-Whitney de acordo
com o teste de normalidade realizado. A analise dos dados e a elaboragdo dos graficos foi
realizada através do programa GraphPad Prism® 8.0, sendo considerado significante quando
p<0.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir das analises de cada ponto amostral estdo representados
na Tabela 1, com o valor médio e respectivo desvio padrdo para o indice mitético (IM),
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alteracfes cromossémicas e nucleares (ACN) e micronucleos (MN).

Tabela 1. Média e desvio padrao das analises amostrais do Periodo Chuvoso e do Periodo de
Estiagem.

Periodo
Chuvoso NS P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
13,48 2,96 344 522 602 2646 812 7,20 5,68 4,16 2,00
IM (+1531) (£2,44) (¢3,63) (¢4,07) (#531) (¥17.21) (+639) (¢9,24) (¥4,39) (500) (291)"
2,40 1,70 380 420 760 620 250 0,20 3,20 1,20 0,60

ACN (¢392)  (¢2,63) (+4,59) (¢3,64) (*593) (1531) (¢3,75) (#0,42)  (+270) (¢1,48)  (+1,90)

0,80 0,60 1,60 5,10 7,30 2,10 1,70 0,70 2,70 1,00 0,90
MN (+1,87)  (¢1,35) (:2,76) (+563) (3852 (x4,63) (+3,83) (¥1,25) (¥3.09)  (x1,70)  (+0,99)
Periodo de
Estiagem NS P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
1,72 1,42 1,06 10,04 1644 926 1192 2,70 10,54 18,06 8,74
M (+1,58)  (+1,32) (¥1,71) (¢3,54)" (¢6,87)" (+9,79) (¥10,4)  (¥4,93) (¥9,37)  (x14,8)"  (+6,94)
ACN 4,90 3,0 2,0 2,80 6,80 3,20 5,80 1,20 1,80 3,70 4,0

(+4,25)  (¥2,44) (+2,21) (+2,48) (¢7,23) (#352) (+3,67) (x1,61)  (+1,75)  (+4,16)  (+3,12)
7,70 1,10 1,90 5,90 4,90 3,80 11,20 6,40 10,40 9,30 11,70
MN (+14,24) (x1,44) (:2,88) (¥341) (23,41) (+4,66) (:9.63) (£7,89) (+4,76)  (¥2,83)  (¢7,39)

* representa se ha diferenca entre a Nascente e 0s  pontos; (* p<0,05); (** p<0,01). (NS) Nascente; (IM) indice
Mitdtico; (ACN) Alterages Cromossdmicas e Nucleares; (MN) Micronicleos.

Através da verificagdo do indice mitético é possivel avaliar o nivel de citotoxicidade nas
células apds exposicao as amostras, conforme o registro das alteracbes no indice mitotico das
ceélulas de A. cepa identificou-se significancia estatistica (p<0,01) no ponto 10 e (p<0,05) nos
pontos 1, 2 e 9 ao apresentarem diminuicdo significativa no IM em relacdo a nascente.
Estudos sugerem que a diminuicdo significativa dos indices mit6ticos comparados a nascente
pode estar relacionada a concentracdo de contaminantes quimicos ou biolégicos que possam
estar presentes na extensdo dos cursos de dgua ou em regides pontuais, que afetam o crescimento
e 0 desenvolvimento das células (ATHANASIO et al., 2014; LV et al., 2015; LI et al., 2016;
VASEEM et al., 2016; DUARTE et al., 2017), enquanto que a &gua da nascente, que é
naturalmente filtrada pelo solo, apresenta boa qualidade para o consumo, podendo favorecer o
crescimento e o desenvolvimento das células (ZANIN; BONUMA; CHAFFE, 2013).

No periodo de estiagem, os pontos 3, 4,6 e 9 foram significantes (p<0,01) em
relacdo a nascente ao expressarem, 0s maiores indices mitoticos. Alguns trabalhos sugerem
que tanto a redugdo quanto o aumento do IM podem indicar a polui¢do de ambientes aquaticos,

dessa forma, IM superiores ao controle podem ocorrer sob influéncia de substancias que causam
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uma proliferacdo celular desordenada com potencial de gerar desvantagens ou maleficios a
organismos (CARITA E MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009;
FERNANDES et al., 2018).

A figura 4 relaciona cada ponto de coleta entre si em relacdo aos dois periodos
avaliados, para verificar as possiveis diferencas estatisticas da citotoxicidade entre os pontos

amostrais.
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Figura 2. Comparacdo dos indices mitdticos entre cada ponto amostral em relagéo ao periodo

chuvoso e de estiagem.
* (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001), teste t-Student e Mann-Whitney.

Ao analisar se houve diferenca estatistica dos pontos amostrais entre periodo chuvoso
e estiagem, os pontos 3, 4, 9 e 10 apresentaram aumento significativo (p<0,05) do IM no
periodo de estiagem. Trabalhos demonstram que o volume de agua dos rios, atraves da influéncia
de periodos sazonais tem relacdo direta com a concentracdo de substancias toxicas e nas
diferencas do nivel de toxicidade entre as amostras avaliadas, ao evidenciar que valores do IM
foram maiores na estacdo seca (SCALON, 2009; OLIVEIRA et al., 2012), corroborando com 0s
dados da presente pesquisa.

Em pesquisas realizadas em cidades dos estados de S&o Paulo, Rio Grande do Sul e
Ronddnia foi identificado que durante a estacdo chuvosa o potencial de citotoxicidade nao foi
estatisticamente significante em relacdo ao controle ou a estacéo seca, provavelmente devido ao
maior volume pluviométrico deste periodo (BIANCHI et al., 2011; CUCHIARA et al., 2012;
OLIVEIRA etal., 2012; FARIA et al., 2017). Estes dados estdo de acordo com o presente estudo,
visto que 9 dos 10 pontos ndo apresentaram aumento no periodo chuvoso.

A genotoxicidade é caracterizada por alteragdes cromossdmicas e nucleares, sendo
encontrado no presente estudo, pontes anafasicas, pontes telofasicas, C-metafase, aderéncia,

anafases com cromossomos atrasados, quebras cromossémicas, brotamentos (Figura 3).
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Figura 3. Genotoxicidade e mutagénicidade em células de A. cepa.

a. e b. metifase com alteragles; ¢. anafase com cromossomo vagante; d. anafase tardia; e. ponte anafésica; f. ponte anafasica com
cromossomo isolado; g. e h. ponte telofésica com cromossomo isolado e aderéncie; i. brotamento; j. telfase tardia com cromossomo
isolado; k. teldfase com micronCcleo e cromossomo isolado; |. aderéncia.

No periodo chuvoso, os pontos 7 e 10 apresentaram menor numero de aberracGes
cromossdmicas, quando comparados com a nascente (p<0,05). Dados esses que se
mantiveram no ponto 7 durante a estiagem, sendo o Unico ponto amostral, neste periodo a
apresentar significancia estatistica. Apesar de ser verificada a acdo genotdxica, neste estudo ela
ndo foi significativa pelo aumento e sim pelo menor nimero de alteragcbes cromossdmicas e
nucleares. No periodo chuvoso o ponto 10 apresentou diminuicdo significativa do IM e
consequente reducdo da proliferacdo celular, o que eventualmente pode diminuir a quantidade
de erros ou alteracdes cromossdmicas e nucleares. Da mesma forma, ainda que o ponto 7 ndo
tenha apresentado significancia no IM, foi verificado no periodo chuvoso diminuicdo deste
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indice em relacdo a nascente, sugerindo que esta seja a causa de um menor namero de alteracdes
cromossémicas. A seguir, a figura 5 relaciona cada ponto entre si nos dois periodos

avaliados.
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Figura 4. Comparacao das aberragcdes cromossdmicas entre cada ponto amostral em relacéo

ao periodo chuvoso e de estiagem.
** (p<0,01), teste t-Student e Mann-Whitney.

Verifica-se que o Ponto 6 representou a Unica amostra com diferenca estatistica (p<0,05)
ao apresentar maior numero de aberra¢fes cromossémicas no periodo de estiagem em relacéo
ao periodo chuvoso. Isso pode estar relacionado ao fato de que no periodo de estiagem esse
ponto apresentou aumento significativo (p<0,01) do indice mit6tico, com uma possivel
proliferacdo celular desordenada e consequente aumento da frequéncia de erros ou alteragdes.

As alteracdes cromossdmicas que ocorrem durante o processo de divisao celular, devido
influéncia de substancias com potencial de causar danos no material genético das células podem
ser deletérias para o organismo (PERON et al., 2009; BRAGA; LOPES, 2015). Efeitos
clastogénicos que causam alteragdes cromossémicas do tipo estrutural como pontes anafasicas
ou quebras, originam células com inviaveis condi¢fes de manter um funcionamento adequado,
que continuam se dividindo e propagando os danos da célula mée, enquanto que os efeitos
aneugénicos, como alteracbes no numero de cromossomos, perdas, atrasos, aderéncia,
multipolaridade e C-metafase fragilizam o funcionamento celular e estdo relacionados a doencas
de origem genética (MALAKHAMAD; ABU; ABD, 2015; SANTOS et al., 2017).

O potencial mutagénico avaliado através do registro de micronucleos em células
meristematicas de A. cepa apontou que durante o periodo chuvoso, houve significancia
(p<0,05) no ponto 4, com o maior numero de micronucleos em relacdo a nascente.

Enquanto que no periodo de estiagem, os pontos 8, 9 e 10 demonstraram significancia

(p<0,05) no potencial mutagénico ao apresentarem um maior nimero de micronicleos em
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relacdo a nascente. Quando comparado os dois periodos, foi constatado que os pontos 6, 7, 8,
9 e 10 apresentaram aumento significativo do nimero de micronucleos no periodo de estiagem

em comparacao ao periodo chuvoso (Figura 6).
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Figura 5. Comparacdo do potencial mutagénico entre cada ponto amostral em relacdo ao

periodo chuvoso e de estiagem.
* (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001), teste t-Student e Mann-Whitney.

Verificou-se que o potencial mutagénico se fez mais expressivo no periodo de estiagem,
onde pode haver maior interacdo dos efluentes na agua propiciando a concentracdo de residuos
neste local (ESTEVES, 1998). Os cinco pontos (6 ao 10) que tiveram aumento significativo,
localizam-se em regiGes mais centrais da cidade de Rio Branco e com maior densidade
populacional. Com destaque para o ponto 9, situado no bairro 06 de Agosto, um dos mais
antigos e historicos da cidade (mais de 110 anos de fundacéo), que cresceu em torno do lgarapé
Judia e do Rio Acre (SANTOS et al., 2012). Entretanto, 0 povoamento as margens deste igarapé
ocorreu de forma desordenada, e apds muitos anos, a cidade ainda nao dispde de um sistema de
coleta e tratamento adequado ou suficiente para evitar o despejo de residuos e esgoto in natura
neste afluente (CNI, 2017; SNIS, 2018), fato este, que pode corroborar com os resultados desta
pesquisa, visto que o lancamento de efluentes contaminados podem causar poluicéo e afetar a
qualidade da agua, o que pode desencadear um potencial efeito genotdxico (MORAES;
JORDAO, 2002; MEDEIROS et al., 2016; BOLONHESI; LOPES, 2018).

Além deste, outros trabalhos que utilizaram A. cepa para andalise de aguas superficiais
nas regides sul e nordeste do Brasil também identificaram que amostras provenientes de locais

sobre influéncia de esgoto domeéstico apresentaram crescimento do potencial mutagénico
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(ATHANASIO; PRA; RIEGER, 2014; BATISTA et al., 2016).

4. CONCLUSAO

Os dados deste estudo sugerem a existéncia de agentes contaminantes no igarapé Judia
com potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico em células de A. cepa. Tais resultados
podem ser oriundos do langcamento de efluentes domésticos que, neste trabalho, provavelmente
foram a causa do aumento significativo do potencial mutagénico no periodo de estiagem.

Dessa forma, sugere-se que estudos mais aprofundados acerca dos componentes
quimicos ou toxicos presentes na agua do lgarapé Judia, além da verificacdo da sazonalidade e
ampliacdo dos pontos investigados sejam realizados, uma vez que o biomonitoramento deste

igarapé € fundamental, pois a 4gua que abastece a populacdo é proveniente deste manancial.
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ANALISE GENOTOXICA: METODOS E APLICAGOES
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1. Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia, Inovagao e Tecnologia para a Amazoénia da Universidade Federal

do Acre, Rio Branco, Acre, Brasil.

RESUMO

Genotoxicidade é a capacidade de um agente causar danos ao material genético das
células. Substancias quimicas e agentes fisicos derivados de poluicdo ambiental, drogas e
afins podem ser dificeis de serem detectados por testes fisico-quimicos, entdo modelos
biolégicos sdo adequados uma melhor compreensao dos potenciais danos que oferecem
aos seres vivos. O presente estudo teve como objetivo realizar uma reviséo de literatura
demostrando as principais técnicas aplicadas para realizagéo de testes de avaliagdo de
genotoxicidade. Dentre as principais técnicas aplicadas para ensaios genotdxicos
destacam-se o teste de Allium cepa, Ensaio Cometa e SOS Chromotest, sendo estas as
mais frequentes utilizadas em experimentos. Estas técnicas apresentam boa correlagéo
quando comparadas a outros testes, permitindo que o pesquisador adote o melhor método
para a realizagao de seu experimento de acordo com sua realidade.

Palavras-chave: Genotoxicidade, Toxicologia e Métodos de analise.

ABSTRACT

Genotoxicity is the ability of an agent to cause damage to the genetic material of cells.
Chemicals and physical agents derived from environmental pollution, drugs and others, may
be difficult to detect by physical-chemical tests, so biological models are adequate for a
better understanding of the potential damage they offer to living beings. The objective of the
present study was to perform a literature review demonstrating the main techniques used to
execute genotoxicity evaluation tests. Among the main techniques applied for genotoxic
assays, Allium cepa, Comet Assay and SOS Chromotest tests are the most frequent tests
used in experiments. These techniques present a good correlation when compared to other
tests, allowing the researcher to adopt the best method to carry out their experiment
according to their reality.

Keywords: Genotoxicity, Toxicology and Analysis methods.

1. INTRODUGCAO

O acido desoxirribonucleico (DNA) é a molécula que armazena as informacdes
genéticas nas células, sendo que sua integridade e estabilidade é fundamental para a

sobrevivéncia dos seres vivos (GAJSKI, 2019). Esta molécula esta localizada em

Ciéncia, Inovagao e Tecnologia na Amazénia. Stricto Sensu Editora, 2019.
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compartimentos celulares, sendo armazenada no citoplasma de procariotos e nucleo em
eucariotos, mesmo assim ela pode sofrer alteragdes mediadas por agentes fisicos ou
quimicos do ambiente, podendo gerar danos que eventualmente levam a mutacgoes,
desencadeando patologias, incluindo céncer (LEME; MORALES, 2009; HELLEDAY;
ESHTAD; NIK-ZAINAL, 2014; ZHANG et al., 2018; FATEH et al., 2019; GERIC et al., 2019).

Substancias quimicas provenientes da poluicdo ambiental, tais como compostos
organicos e metais pesados, podem alterar a atividade celular, inibindo atividades
enzimaticas e alterando seu material genético (MACEDA et al., 2015; KASPER et al., 2018).

A genotoxicidade € um termo geral que refere-se a capacidade de um agente
provocar alteragdes genéticas, sejam de ordem estrutural, informacional ou de segregacéo
do DNA, que podem levar a danos no material genético, provocando aberragcdes
cromossOmicas, tais como C-Metafases, metafase com aderéncia, metafase com perdas
cromossOmicas, pontes anafasicas, anafases e teléfases com atrasos, perdas
cromossOmicas e anormalidades nucleares, sao algumas evidéncias de alteragdes
desencadeadas por agentes genotdxicos (PALSIKOWSKI et al., 2017; DUSINSKA et al.,
2019).

O termo mutagenicidade esta associado a genotoxicidade, uma vez que se
caracteriza pela indugéo de mutagdes no material genético de forma permanente, ou seja,
um agente genotodxico leva a mutagenidade (ARAUJO, 2013; HARA; MARIN-MORALES,
2017).

Ensaios que envolvem analises genotoxicas possibilitam a visualizagdo destes
efeitos macro e microscopicamente, sendo possivel observar, a acdo direta no
desenvolvimento celular e tecidual (CHANDRA et al., 2005). Essas alteragdes causadas
por agentes genotdxicos podem formar fragmentos cromossémicos que n&o sao
incorporados ao nucleo apdés a mitose, resultando em corpusculos denominados
micronucleos (OLIVEIRA; YAMASHITA; MENEGUETTI, 2013), que medem cerca de 1/3 a
1/5 do tamanho do nucleo principal (PEREIRA JUNIOR, 2015). Os micronucleos s&o
componentes citoplasmaticos de material genético nuclear incorporados durante a diviséo
celular, demonstrando assim que houve erro durante a replicagdo do DNA cromossdémico
e ou da divisdo celular (FLORES-BRACHO et al., 2019).

As analises genotodxicas séo realizadas afim de detectar se agentes quimicos, fisicos
e biolégicos, sdo capazes de alterar o material genético das células, e consequente,

produzir mutagdes que podem comprometer a viabilidade celular (ROBERTO et al., 2016).
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A aplicabilidade de testes genotoxicos € bastante ampla, destacam-se testes
investigativos para andlise de ecossistemas aquaticos (MAZZEO; MARIN-MORALES,
2015; HARA; MARIN-MORALES, 2017; COSTA; MONTEIRO; BATISTA, 2018;
GUERREIRA, 2019), andlise de componentes fitoquimicos (MENEGUETTI et al., 2015;
ROBERTO et al., 2016; LIMAN; CIGERCI GOKCE, 2018; WOLFF et al., 2018; MEDEIROS
et al., 2019; FATEH et al., 2019), residuos laboratoriais e industriais (MAZZEO et al., 2015;
ANACLETO; ROBERTO; MARIN-MORALES, 2017; ITOH; HATTORI, 2019; KHAN; ANAS;
MALIK, 2019; LIMAN; ACIKBAS; CIGERCI, 2019), nanoparticulas (BHAGAT; S; SHYAMA,
2019; DELMOND et al., 2019; DU et al., 2019; DUSINSKA et al., 2019; GHOSH et al., 2019),
metais pesados (DELMOND et al., 2019) e metabdlitos microbiolégicos (GERIC et al., 2019;
LACERDA et al., 2019).

Muitas analises fisico-quimicas por vezes podem apresentar certa dificuldade em
elucidar se determinado efluente, droga, moléculas, metabolitos e afins, apresentam
toxicidade para os seres vivos, pois podem se apresentar em pequenas concentragdes,
portanto testes genotoxicos vem a complementar tais analises, uma vez que organismos
biologicos sao susceptiveis a certos agentes, mesmo em baixas concentragdes (KHAN;
ANAS; MALIK, 2019).

Existe uma ampla gama de ensaios genotdxicos, cada qual com um organismo
biolégico adequado, dentre os testes, destacam-se o teste de Allium cepa (plantas), Ensaio
Cometa (animais) e SOS Chromotest (bactérias). Dessa forma, este trabalho teve como
objetivo realizar uma revisédo de literatura sobre as principais técnicas de analise

genotodxica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TESTE DE Allium cepa

A espécie A. cepa foi inicialmente utilizada como organismo biolégico a partir do ano
1920, e desde entéo, diversos estudos relacionados a toxicidade e genotoxicidade utilizam
essa espécie em experimentos, pois trata-se de um teste de baixo custo e alta eficiéncia
(FISKESJO, 1985; PERON; CANESIN; CARDOSO, 2009; MALINI et al., 2010; LESSA;
CARIELLO, 2017; FERNANDES et al., 2018). A utilizagdo de plantas para ensaios de
genotoxicidade é de grande importancia, pois dispensa a preparacado de meios de cultura
elaborados, estabelecimento de ambientes extremamente controlados, autorizagdo de
Comités de Etica em Pesquisa, além de apresentarem uma boa correlagéo quando a outras
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metodologias que utilizam animais ou microrganismos para o mesmo tipo analise
(FISKESJO, 1988; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; MENEGUETTI et al., 2011;
MENEGUETTI et al., 2012; HARA; MARIN-MORALES, 2017; IQBAL et al., 2019; QUADRA
et al., 2019).

O teste de A. cepa possui diversas adaptacdes, sendo que sera apresentado dois

protocolos de execugao, um utilizando sementes e outro bulbos.

2.1.1 Sementes de Allium cepa
O protocolo apresentado segue a metodologia e adaptagdes propostas por
Palsikowski et al. (2017):

a) Colocar sementes de A. cepa da variedade Baia Periforme em uma placa de
Petri revestida com papel filtro (100 sementes por placa, duas placas para cada
tratamento);

b) Submeter as sementes a germinacgao, sob temperatura de 22+2°C, utilizando
como meio as amostras a serem analisadas (extratos, efluentes, etc).

c) Utilizar como Controle Negativo, agua ultrapura e Controle Positivo,
Metanossulfonato de metila em concentragéo de 4x10*M e Trifluralina em 0,84 ppm
(Dois controles positivos, cada qual consiste em um tratamento independente);

d) Apés os meristemas crescerem cerca de 1,5 cm em comprimento, devem ser
coletados e fixados em solugdo Carnoy (3:1 Alcool-Acido Acético) durante 6h a
temperatura ambiente;

e) Substituir a solugdo de Carnoy e depois armazenar a 4°C até a preparacao;

f)  Submeter os meristemas fixados a Reacao de Feulgen (MELO; VIDAL, 1978);
g) Colocar os meristemas em laminas, pingar uma gota de solugédo de Carmim
acético 2%.

h) Cobrir a I&mina com laminula e pressionar suavemente para realizar o
esmagamento do meristema;

i)  Remover a laminula, colocando e retirando a lamina rapidamente sobre
nitrogénio liquido;

j)  Realizar a preparagéo permanente da lamina utilizando resina sintética;

k)  Analisar a lamina em microscopio de luz, utilizando a objetiva de 100x;

1) Contar 5000 células por tratamento, sendo 500 células por lamina e 5 laminas

por cada placa de Petri.
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Seguindo o protocolo acima descrito, € possivel avaliar os seguintes indices
propostos por Palsikowski et al. (2017):

Fitotoxicidade por meio do indice de Germinac&o (Gl):

Gl= Numero total de sementes germinadas x 100
Nuamero total de sementes expostas

Citotoxicidade, avaliando o indice Mitético (MI):

MI= Numero total de células em divisdo (Mitose) x 100
Numero total de células observadas

Genotoxicidade, avaliada por meio do indice de Alteragdes Cromossdmicas.
Consideram-se as células que contém aberra¢cdes cromossémicas (aderéncia, poliploidia,
perda, C-metafase, multipolaridade e pontes) e anormalidades nucleares (células

binucleadas, trinucleadas e nucleos lobulados):

CAl= Numero total de células alteradas  x 100
Numero total de células observadas

Mutagenicidade, avaliando o indice de Mutagenicidade (Mutl) por meio da presenca

de micronucleos:

Mutl= NUumero total de células alteradas x 100
Numero total de células observadas

2.1.2 Bulbos de Allium cepa
O protocolo apresentado segue a metodologia e adaptagdes propostas por
Meneguetti et al. (2012):

a) Adquirir 10 bulbos de A. cepa (pequenas, uniformes, da mesma origem, nao
germinadas e sadias) para cada amostra e controle;
b) Colocar cada bulbo para germinar em frascos de 50 ml, com o fundo imerso na

amostra e no controle (dgua mineral);
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c) Coletar os meristemas apés cerca de 72 horas com aproximadamente 0,5 a 3,0
cm de comprimento;

d) Lavar os meristemas em agua destilada;

e) Hidrolisar com 1N HCL por 10 minutos em banho-maria a 60 ‘C, resfriar os tubos
em agua corrente;

f) Lavar os meristemas com agua destilada;

g) Realizar a preparar em duas laminas por bulbo, utilizando a técnica de
esmagamento;

h) Corar com o kit Panético rapido LB mergulhando as l&minas 10 vezes em cada
recipiente com a duragdo da imersdo de 1 segundo na seguinte ordem:
triariimetano a 0,1%, xantenos a 0,1% e tiazina a 0,1%;

i) Lavar as laminas com agua deionizada pH 7,0. Secar em temperatura ambiente;

j) Visualizar ao microscépio de Luz na objetiva de 40x;

k) Contar 1.000 células por lamina;

Para uma melhor conservagao da lamina, Lopes (2016) sugere a colocagdo de uma
gota verniz vitral incolor Acrilex® (PAIVA et al., 2006), posteriormente a colocagdo de uma
laminula e secagem overnight, desta forma a lamina se torna permanente, facilitando sua
visualizagdo por um longo periodo de tempo.

O teste de A. cepa modificado de Meneguetti et al. (2012), permite a realizagdo desta
metodologia de uma forma rapida, mais econdmica e ja foi comprovada sua eficiéncia por
meio dos trabalhos realizados por Ancia e Roméao (2016), Meneguetti et al. (2014) Vanuchi
et al. (2015) Lopes (2016).

Para ambos os protocolos descritos podem ser utilizados os indices de Palsikowski

et al. (2017) previamente apresentados, com excegéo do Indice de Germinacéo.

2.2 ENSAIO COMETA

Esta metodologia foi introduzida pelos cientistas suecos Ostling and Johanson em
1984, ela consiste na analise do dano causado por um agente a molécula de DNA, que foi
nomeada a partir da semelhanga da imagem que o DNA analisado deixa apés uma
eletroforese (RAJAPAKSHA; WIJAYARATHNA, 2017).

Esta técnica é relativamente simples, sensivel, confiavel e de baixo custo, sendo que
diferentes organismos biolégicos podem ser utilizados para sua realizagdo, tais como
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células humanas e de outros animais, leveduras, plantas e protozoarios (GAJSKI, 2019;
LIMAN; ACIKBAS; CIGERCI, 2019).

2.2.1 Ensaio Cometa com sangue periférico de peixes
O protocolo apresentado a seguir € descrito por Carita (2010), baseado na

metodologia de Singh et al. (1988):

a) Submergir as ldminas em agarose normal 1,5% a 60°C, secar e armazenar em
geladeira;

b) Coletar amostras de 3uL de sangue de peixes e diluir em 1000uL de solugéo
fisiologica de vertebrados;

c) Colocar 10uL da suspensao celular nas laminas e adicionar 120uL de agarose de
baixo ponto de fuséo (0,5%) a 37°C;

d) Incubar em uma solugao de lise (1mL triton X-100, 10mL de DMSO e 89mL de
solucao de lise estoque, pH 10,0 — solugéo de estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM,
Tris 10mM, ~8,0g de NaOH sdlido, 10g de Lauryl sarcosinato sédico para 1L), em
geladeira por, no minimo, uma hora.

e) Apbs a lise, transferir as 1aminas para cuba de eletroforese, contendo solugéo
tampao (NaOH 300mM + EDTA 1mM, pH 12,1) a 4°C, em corrente 49V e 300mA,
por 20 minutos;

f) Neutralizar as laminas em solugao tampéao (Tris 0,4M-HCI, pH 7,5) por 15 minutos,
secar a temperatura ambiente e fixar com etanol 100% durante dez minutos.

g) Realizar a coloragao foi com Brometo de Etidio (0,02 mg/mL);

h) Visualizar em microscopio de fluorescéncia, aleatoriamente, 100 nucleoides de
cada peixe;

i) Os nucleoides sao classificados visualmente, segundo a classificagdo de
Kobayashi et al. (1995) e de acordo com a migragao dos fragmentos, em: classe
0 (auséncia de dano visivel); classe 1 (pequeno dano - cauda menor que uma vez
o tamanho do nucleoide); classe 2 (médio dano — cauda com tamanho de uma a
duas vezes o tamanho do nucleoide); e classe 3 (grande dano - cauda com

tamanho maior que duas vezes o tamanho do nucleoide).
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2.2.2 Ensaio Cometa com A. cepa

O protocolo apresentado a seguir € descrito por Liman, Acikbas e Cigerci, (2019),
baseado no protocolo de Tice et al. (2000):

a) Submeter a germinagdo bulbos de A. cepa contendo as amostras a serem
analisadas (seguir as orientagcdes do experimento com A. cepa do referido
trabalho);

b) Selecionar 10 meristemas de cada tratamento;

c) Realizar a extragédo nuclear, colocando 500 yL por meio de solugdo gelada de
tampéao Tris-MgCl2 (4 mM MgCl>—6H20; 0,2 M Tris, 0,5% v/v Triton X-100, pH 7,5);

d) Suspender 50 pL da solug¢ado e misturar com 50 uL de agarose de baixo ponto de
fuséo (1,5%) a 37°C;

e) Colocar a suspensdo sobre laminas previamente cobertas por agarose normal
(1%), sendo 3 laminas para cada tratamento;

f) Submergir as laminas em tampao alcalino (1 mM EDTA e 300 mM NaOH, pH >
13) a 4 °C por 20 minutos;

g) Realizar a eletroforese a 25 V e 300 mA at 4 °C por 20 minutos;

h) Neutralizar as laminas com solugéo Tris (0,4 M pH 7,5) trés vezes e realizar a
coloragdo com 70 pL de Brometo de Etidio (20 pg/mL) por 5 min;

i) Visualizar o material com microscoépio de fluorescéncia com objetiva de 40x.

j) Contar aleatoriamente 50 cometas por [amina e classificar em cinco classe, 0-sem
danos até 4-dano completo.

2.2.3 Ensaio Cometa sangue periférico humano

O protocolo apresentado a seguir foi baseado na metodologia utilizada por Geri¢ et
al. (2019):

a) Coletar sangue periférico e submeter as diferentes amostras (para orientagdes
sobre a coleta e condigbes de incubacgéo vide o referido trabalho);

b) Utilizar como controle positivo Peréxido de Hidrogénio (1mM durante 10 minutos);

c) Apos a exposicdo (4 a 24h), deixar as amostras overnight em tampao de lise (2,5
M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris, 1% sarcosinato de sodio, 1% Triton X-
100, 10% DMSO, pH 10);

d) Realizar a desnaturagéo por meio de solugéo desnaturante (300 mM NaOH, 1 mM
Na2EDTA, pH 13) durante 20 minutos;

e) Realizar a eletroforese (1v/cm) durante 20 minutos;
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f) Neutralizar em solugao tampao (0,4 M Tris; pH 7,5) por 15 minutos a 4°C;

g) Efetuar a coloragdo com Brometo de Etidio (10 pug/mL);

h) Visualizar o material com microscopio de fluorescéncia, com aumento de 250x;

i) Contar aleatoriamente 100 cometas por lamina, sendo duas |&minas para cada
tratamento;

j) Sugere-se repetir o experimento duas vezes.

2.3 SOS CHROMOTEST
O método SOS Chromotest foi desenvolvido e validado por Quillardet e Hofnung em
1985 e baseia-se nas respostas metabdlicas de Escherichia coli frente a agentes
genotdxicos (OTHMEN et al., 2019)
Trata-se de um ensaio quantitativo, colorimétrico, de dose-resposta que verifica se
uma determinada substancia causa dano ao genoma bacteriano, influenciando assim a
producdo da enzima B-galactosidase, utilizando como parametro de comparagdo, a
producao natural de alcalino fosfatase (QUILLARDET; HOFNUNG, 1985).
O protocolo apresentado a seguir foi baseado na metodologia utilizada por Othmen
et al. (2019):
a) Cultivar overnight cultura de E. coli de linhagem PQ37 em caldo Luria com
ampicilina (30 yg/mL) a 37°C sob agitagdo de 250 rpm;
b) Diluir a cultura até uma densidade 6ptica de 0,6;
c) Colocar 190 pl da cultura e 10 yl da amostra a ser testada em placa de 96
mMicropogos;
d) Incubar sob agitagdo de 1200g a 37°C durante 3 horas;
e) Descartar o sobrenadante e suspender o pellet 200 pyl em tampao (Tris
(hidroximetil) Aminometano 2,43%);
f) Transferir 100 pl para a placa e adicionar 100 pl de tampao SOS Chromogénico
(QUILLARDET; HOFNUNG, 1985);
g) Incubar durante 2 horas a 37°C sob agitagdo de 100g;
h) Realizar o ensaio de atividade de [B-galactosidase e de alcalino fosfatase,
seguindo o protocolo de Quillardet e Hofnung (1985);
i) Calcular a razédo entre a atividade de B-galactosidase/alcalino fosfatase, sendo

maior que 1,5, considera-se atividade genotoxica.
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

Existem diversas técnicas para a avaliagado da atividade genotéxica de um agente,
sendo que uma mesma técnica pode ser aplicada com a mesma finalidade, seja avaliando
uma um principio ativo, efluente, metal pesado, nanoparticulas, etc.

Dentre os métodos para avaliagdo genotdxica, destaca-se o teste de A. cepa, pois
sua aplicabilidade é ampla na investigagdo de inumeros agentes, baixo custo, facil
execucdo, dispensa autorizagdo em Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) e
apresenta boa correlagdo quando comparado a testes realizados com animais.

A utilizagdo de modelos biolégicos para avaliagdo genotdxica apresenta-se
complementar as avaliagdes quimicas e fisicas, uma vez que muitas substancias podem
estar presentes em baixas concentragdes, dificultando a identificagdo de sua presenca,

todavia pode ser notada pelas células.
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FATORES PRO-CICATRIZANTES E O USO DE PLANTAS MEDICINAIS
PARA O TRATAMENTO DE FERIDAS: UMA REVISAO
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RESUMO

Desde a antiguidade, o homem utiliza plantas e extratos vegetais com o propésito de
estancar hemorragia, proteger contra infeccdo e para a cicatrizagao de feridas. Atualmente,
ha o predominio de substancias sintéticas para a cobertura de lesdes, porém, observa-se
interesse crescente por alternativas naturais que alcancem o mesmo propdsito. Assim, o
presente estudo teve como objetivo realizar uma revisdo de literatura dos principais fatores
pro-cicatrizantes de feridas tratadas com plantas medicinais. Realizou-se uma revisao de
literatura nas bases Scientific Electronic Library Online (SCIELO), Biblioteca Virtual em
Saude (BVS) e National Institute of Health (PUBMED), utilizando os descritores "Medicinal
plants” ANO "Wound healing". Foram selecionados um total de 39 artigos, os quais foram
organizados em um quadro de resumo descritivo, apresentando informacdes pertinentes
dos trabalhos. Observou-se que o principal fator pré-cicatrizante presente no tratamento
com plantas medicinais é a atividade anti-inflamatéria, a qual esta diretamente relacionada
com acao antibacteriana e antioxidante.

Palavras-chave: Extratos vegetais, cicatrizag¢éo e anti-inflamatario.

ABSTRACT

Since ancient times man has used plants and vegetal extracts for the purpose of stopping
bleeding, protecting against infection and wound healing. Currently, there is the predominance
of synthetic substances to cover lesions, however, there is increasing interest in natural
alternatives that achieve the sarne purpose. Thus, the present study aimed to perform a
literature review of the main pro-healing factors of wounds treated with medicinal plants. A
review of the literature was conducted in the Scientfic Electronic Library Online (SCIELO),
Virtual Health Library (VHL) and National Institute of Health (PUBMED) databases, using
the descriptors "Medicinal plants" ANO "Wound healing". A total of 39 articles were selected,
which were organized in a descriptive summary table, presenting pertinent information of
the works. It was observed that the main pro-healing factor present in the treatment with
medicinal plants is the anti-inflammatory activity, which is directly related to antibacterial and
antioxidant action.

Keywords: Plant extracts, healing e anti-inflammatory.
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1. INTRODUCAO

As feridas sdo uma interrupgdo da continuidade dos tecidos da pele e podem ser
causadas por estimulos fisicos, quimicos ou biolégicos que desencadeiam de imediato uma
série de respostas fisiolégicas (CAPELLA et ai., 2016). O processo de cicatrizagdo de
lesbes cutdneas consiste em uma cascata de eventos celulares e moleculares que
interagem em eventos bioquimicos e fisiol6gicos para que ocorra a reparagdo tecidual
(VITORINO-FILHO et ai., 2007). Trata-se de um processo que envolve fases
interdependentes que se sobrepdem de forma continua e temporal, as quais podem ser
definidas como: inflamatéria, proliferativa e de remodelagem (SARMENTO et ai., 2014).

As lesdes de pele s&o recorrentes causadoras de incapacidade, dor e alteragdes
psicossociais. Logo, reforca-se a necessidade do desenvolvimento de novas técnicas e
coberturas para favorecer e acelerar o processo de cicatrizagdo (LIEDKE; JOHANN;
DANSKI, 2014).

Desde a antiguidade, observa-se grande preocupagdo do homem em manter a sua
integridade fisica, através do tratamento de feridas e utilizacdo de plantas e extratos
vegetais, com o propdésito de estancar a hemorragia, proteger contra infeccdo e favorecer
0 processo de cicatrizagédo (PIRIZ et ai.,2015).

O uso popular de plantas medicinais é recorrente no Brasil, sendo aplicado com
diversas finalidades clinicas por se tratarem de elementos naturais, de baixo custo e de facil
acesso a populacdo (CAPELLA et ai.,2016). Embora haja o predominio de substancias
sintéticas para o tratamento de feridas, observa-se crescente interesse por alternativas
naturalistas que promovam a cicatrizacdo das lesdes e incentivo na busca de recursos mais
simples, eficientes, de facil aplicabilidade e oriundos de matérias-primas encontradas em
regides menos desenvolvidas (VITORINO-FILHO et ai., 2007; SARMENTO et ai., 2014).

Assim, o presente estudo teve como objetivo realizar uma reviséo de literatura dos

principais fatores pro-cicatrizantes de feridas tratadas com plantas medicinais.

2. MATERIAL EMETODOS

Este estudo trata-se de uma revisdo da literatura, baseada em Galvao e Pereira

(2014), seguindo os seguintes passos:
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a) Elaboracdo da pergunta de pesquisa: Quais o0s principais fatores pro-cicatrizantes
envolvidos no processo fisiolégico de cicatrizacdo de feridas tratadas com plantas
medicinais?

b) Busca na literatura: Foram pesquisados artigos cientificos nas bases: Scientific
Electronic Library Online (SCIELO), Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e National Institute
of Health (PUBMED), utilizando os descritores previamente consultados no DECs
(Descritores em Ciéncias da Saude): "Medicinal plants” AND "Wound healing". Foram
incluidos no estudo, artigos redigidos nos idiomas inglés, portugués e espanhol e que
atendessem aos seguintes filtros: texto completo disponivel, assunto principal (cicatrizacao;
extratos vegetais; plantas medicinais) e ano de publicacdo (2010 a junho de 2018). A
guantidade de artigos encontrados na busca nas bases SCIELO, BVS e PUBMED, foram
respectivamente 73,220 e 147, totalizando, 440 artigos.

¢) Selecao dos artigos: Essa selecao foi realizada por trés pesquisadores, sendo que
0s artigos rejeitados por dois ou trés destes, foram excluidos da revisdo. Os critérios para
exclusdo foram artigos duplicados (encontrados em mais de uma base de busca), fora do
objetivo da pesquisa, baixa qualidade metodolégica e quando apresentaram resultados
negativos para potencial cicatrizante.

d) Extracéo dos dados: Apés a avaliagdo dos artigos foram selecionados um total de
39 trabalhos, conforme descrito no quadro 1, os quais foram utilzados nos resultados do
presente estudo. Além dos artigos selecionados, também foram utilizados outros trabalhos

para elaborac¢éo da introducao e enriquecimento da discusséo deste artigo.

Quadro 1. Quantidade de artigos selecionados na busca da literatura

Artigos SCIELO BVS PUBMED Total
Total encontrado 73 220 147 440
Selecionados 4 22 13 39

e) Sintese dos dados: Os dados foram organizados em quadros e descritos no texto

de acordo com o seu potencial cicatrizante.
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f) Redacao e discussédo dos resultados: A descricdo e discussdo dos dados, estdo

no tépico 3 e 4 do presente trabalho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, no quadro 2, apresenta-se o resumo descritivo dos estudos que atenderam
aos critérios e que foram selecionados pelos pesquisadores . Estes artigos foram
desenvolvidos em varios paises nos ultimos 8 anos e apresentaram como objetivo geral
avaliar a atividade cicatrizante de plantas medicinais, utilizadas popularmente, por meio de
estudos experimentais e clinicos.

Constatou-se que as espécies da familia Asteraceae, com 12 citagbes dentre os
artigos cientificos encontrados, foram nesta pesquisa as plantas medicinais com a maior
guantidade de estudos publicados com potencial terapéutico anti-inflamatério. As espécies
da familia Fabaceae aparece em seguida com 5 diferentes plantas estudadas devido sua
capacidade anti-inflamatoéria e antibacteriana. Tal aplicabilidade pode ser explicada pela
presenca de metabdlitos secundarios como os terpenos e flavondides que atuam
reforcando a acéo cicatrizante de feridas (MAVER et ai., 2015).

Analisando os dados encontrados na presente revisdo, percebe-se que a maioria
dos estudos realizados nesta linha de pesquisa sao de carater experimental, por meio de
animais, geralmente ratos wistar através da inducé@o de lesdes cutaneas na regido dorsal,
havendo poucos relatos de ensaios clinicos randomizados. Em relacdo aos fatores pro-
cicatrizantes, nota-se que o mais frequente é a atividade anti-inflamatéria, a qual esta
diretamente relacionada com acdo antibacteriana e antioxidante.

O processo de cicatrizagdo de feridas € composto por trés fases: inflamacao,
proliferacdo e remodela¢do, as quais irdo proporcionar caracteristicas especificas para as
lesBes. A aplicabilidade de agentes que visam contribuir com o processo de reparacao
tecidual necessita ser direcionado especificamente para uma destas fases, favorecendo o

processo fisiolégico desenvolvido pelo organismo (AKKOL et ai., 2012).
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Quadro 2. Plantas medicinais utilizadas para a cicatrizag&do de feridas.

Familia Espécie Forma Tipo de estudo Possivels fatores pro- Referéncias
farmacéutica cicatrizantes
Pfaffia glomerata Extrato tdroalcéolico. In vivo, utilizando ratos para o Atividade anti.inflamatoria.
modelo experimental de ferdas
Amaranthaceae cutaneas. SILVAetai., 2010

Asphodelaceae

Bulbine frutescens

Gel fresco das folhas
maduras.

In vivo, em porcos domésticos
com feridas de  controle
espelhado.

Atividade anti-inflamatoria e
sintese de colageno

PATHER; VILJOENB;
KRAMER, 2011

Bulbine nala/ensis

Gel fresco das folhas
maduras

In vivo, em porcos domést cos
com feridas de controle
espehado.

Ativdade anti-inflamatéria e
sintese de colageno

PATHER;VILJOENB;
KRAMER, 2011

Pinus caribaeavar.
caribaea

Pasta de clorofila-

caroteno

In vivo, utiizando ratos para o
modeb experimental de feridas
cutaneas.

N&o elucidado

OORVIGNY et ai., 2011

Pinus pinea L

Pomada do odleo
essencial.

In vNo, utlizando ratos para o
modelo experimental de feidas
cutaneas.

Ativdade antinflamatoria.

SUNTAR et ai.,2012

partes aéreas (folhas
e galhos).

lesbes cirlrgcas na pee  de
camundongos .

fibroblastos e éxido nitrico

Pinaceae Pinus halepensis Pomada do dleo | In vNo, utizando ratos para o Ativilade anti-inflamatér a.
Mill essencial modeb experimental de ferdas
cutaneas. SUNTAR et al., 2012
Purcaceae Punica granatum Pomada do extrato In vNo, uilizando ratos para o | N&o elucidado PIRBALOUTIA21Z1
etandlico da for. modeo experimental de
queimaduras cutaneas. KOOHPAYEH, 2012
Amygda/us Pomada do extrato In vNo, utilizando ratos para o Néo elucidado PIRBALOUTIA21ZI
etandlco da folha modelo experimental de
quemadurascutaneas. KOOHPAYEH, 2012
Orientemedio
Rubusimperia/is Extrato bruto In vivo e m vitro, o efdo Atiidlade anti-inflamatéria e
Rosaceae metandlco obtido de | cicatrzante foi avahdo em | aumento na producdo de

TONINet ai. 2016

Campanulaceae

erva

cutaneas

Ranunculus Extrato metanéko, | In vNo, utizando ratos para o | Atvilade anti-inflamatoéria.
pedatus aquoso, n-hexanico, | modelo experimental de ferdas
Ranunculaceae éter diatito e acetato | cutaneas AKKOL etai., 2012
de eta
Ranunculus Extrato  metandto, In vNo, utlizando ratos para o Atividade anti-inflamatora
constantinapof/ifanu aquoso, n-hexanico, | modelo experimental de feidas
éter datito e acetato | cutaneas. AKKOL etai., 2012
Ranunculaceae de etifa.
Michauxia Pomada do extrato | In vNo, utlizando ratos para o | Atividade anti-inflamatéria e
campanuloides metandico da rak e | modeb experimental de feidas | antoxidante

GUVENC etai. 2012

Michauxia/aevigata

Pomada do extrato
metandlico da raz e

In vNo, utilizando ratos para o
modeb experimental de feridas
cutaneas.

Ativdade anti-inflamatéria e
antioxdante.

GUVENG et ai. 2012

Michauxia
tchihatchewii

Pomada do extrato
metandlco da raiz e

In vNo, utlizando ratos para o
modelo experimental de feidas
cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
antoxidante.

GUVENC et ai. 2012

Michauxia
thyrsoidea

Pomada do extrato
metandlico da raiz e

In YNo, utiizando ratos para o
modelo experimental de feidas
cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
antioxidante

GUVENGetai.,2012

Michauxia nuda

Pomada do extrato
metandlico da raz e

In vNo, utilizando ratos para o
modeb experimental de feidas
cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
antioxidante.

GUVENGetai. 2012

Fabaceae e
Scrophuanaceae

Astragafi Radixe
Rehmanniae Radix

Extrato aquoso das
ervas combinadas

In vNo, uizando ratos diabéticos
para o modelo experimental de
Ulceras cutaneas

Atividade anti-inflamatéria e
proferacédo de fibroblastos

LAU etal., 2012

CenostCma
macrophyflum Tui

Embao odlo em
agua

In vivo,utizando ratos diabéticos
para o modelo experimental de
feridas cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
aumento na producdo de
fibroblastos e 6xido nitrico

COELHOetai, 2013

Ciéncia, Inovacgéo e Tecnologia na Amazénia. Stricto Sensu Editora,2019.

90



Familia Espécie Forma Tipo de estudo Possiveis fatores pr6- Referéncias
farmacéutica cicatrizantes
Afbizzia lebbeck Extrato etandlico da | fn vhlo, utilizando ratos para o | Atividade antibacteriana e
raiz. modelo experimertal de ferdas anbxidante.
cutaneas. JOSHt et ai., 2013
Caesalpinia Extrato aquoso In Wo. utiizando ratos para o | Abidade antibacteriana, anti-
mimosoides Lam. etandko do broto e modelo experimental de ferdas inBmatéria e antiodante
Fabaceae folhas cutaneas BHAT etai.,2016

Stryphnodendronad
stringens

Gel a 1% do extrato
bruto da casca.

Invivo, utilizando ratos diabéticos
para o m:>delo experimental de
Ulceras cutaneas.

Aumento da producdo das
fibras de colageno

PINTO etai,2015

Scrophulariaceae

Parkia biglobosa Extrato aquoso e In vitro, utlizando ensaios de Atvidade anbxidante ADETUTU; MORGANA
etanéko da casca do cicatr zag&o deferidas antibacteriana

tronco. CORCORANA 2011

Scrophularia Pomada do extrato | In vl'vo, utizando ratos para o Nao eluaado PIRBALOUTIAZ IZI

deserfi

etandlico do caule.

rrodelo experimental de
quinaduras cutaneas

KOOHPAYEH,2012

Bacopa monnieri

Extrato rnetanélico eo

seu constituinte
Bolado, Bacogle-A

In vivo, utilizando ratos para o
rrodelo experimental de feridas
cutaneas

Avidade anti-inflamatéria e
aumento da reticulagdo de
fibrasdecola.geno

PIRBALOUTI: AZIZI

KOOHPAYEH,2012.

Ulceras cutaneas

Equisetaceae Equisetum Extrato  etandlico e | In vivo, utilizando ratos diabéticos | Atidade ant-ifflamatéria
pomada das partes | para o modelo experimental de
p}Yamidale superiores Ulceras cutaneas CORREAetai, 2013
Amaranthaceae Pupalia fappacea Extrato metandco da In vivo, utilizando ratos para o Alvidade antbacteriana
folha. rmdelo experimental de ferdas
cutaneas contaminadas UDEGBUNAMet ai.,
2014
Malfotus Extrato dos pelos | In vivo, uttando ratos para o Avidade  anbxidante a
philippinensis dandulares dofruto modelo experimental de ferdas aumento da sintese de
Mue/l. Arg cutaneas. colageno GANGWAR eta , 2015
Sebastiania hispida Pomada do extrato In vivo, utilizando ratos para o | Awidade anti-inflamatora,
(Mart.) Pax metandlico das folhas rmdelo experimental de ferdas | aumento da sintese de
cutaneas cdageno e angogénese RIzZletai., 2017
Euphortiaceae Acal'ypha Extrato  aquoso fn vitro uizando as nove plantas | Aidade  antioxidante
wilkesiana etandlico dasfolhas mais comuns, dadas pelos | antibacteriana
curandeiros  tradicionais  da ADETUTU, MORGANA
regido, que foramdentificadas e
testadas em ensaios de cicatr CORCORANA 2011
zagao deferidas.
Cucurtiaceae Cucurbitapepo L. Oleoda semente. fn vivo, utilizando ratos para o | Awidade antibacteriana, ant
modelo experimental de fedas inlamatdria e antiox dante.
cutaneas BARDAA et ai.,2016
Blechnaceae Blechnum orienta/e Hdrogel com base de fnvivo, utilizando ratos diabéticos | AWidade antbactemna e
Linn. tanino. para o modelo experimental de antioxidante.

LAletai. 2016

Boraginaceae

Amebia euchroma

Pomada do extrato de
ervas e raizes

Ensaio clinico randomizado com
tratamento de pacientes com
quinadurade segundo grau

Alidade antibactena e anti-
infamatoi

NASIRlet ai.,2016

ammannioides

etandlico das partes
agéreas fracionado em
n-hexano, clorofémio,
acetato de etilo e n-
butanolL

modelo experimental de feras
cutaneas.

inamatoria e antoxdante.

Apiaceae Cenfeflaasiatica Spray do extrato de | In vl'vo utizando ratos para o N&o eludado

partes inteiras da modelo experimental de feridas

fnta. cutaneas, SAWATDEE etai., 2016
Elatinaceae Bergia Pomadas do extrato | In vWo, utizando ratos para o | Atividade antibacteriana, anti-

EZZAT:CHOUCRY

KANDIL,2016

Anacard iaceae

Pistacia lentiscus

Oleodo fruto.

In vl'vo, utkando ratos para o
rrodelo experimental de
quinaduras de segundo grau
induzlo porlser

Audade antibacteriana, anti-
inflamatéria e antioxdarte.

KHEDIR et ai., 2017

Malvaceae

Mafva sylvestris

Pomada do extrato
etanélico daflor.

In vivo utizando ratos para o
modelo experimental de
gqueimaduras cutaneas

N&o elucidado

PIRBALOUTLAZIZI

KOOHPAYEH, 2012
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Forma
farmacéutica

Familia Espécie
Hibiscus

micranlhus

Matvaceae Sidaacuta

Calophyllaceae Calophyflum

inophyllum Linn

Extrato metandlico da
folha.

Extrato  aquoso
etandlico das folhas

Aplicagdo topica de
Calophyllolide solado

Tpo de estudo Possiveis fatores pré-

cicatrizantes

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de feridas
cutaneas.

Atividade anbacteriana, anti-
infamatoéria e antioxidante

Avidade anbx dante
antibacteriana.

In vitro uiizando as nove
pantas mais comuns, citadas
pelos curandeiros tradicionais da
regido,que foram identificadas e
testadas em ensaios de
cicatrizagdo de feridas.

In vivo, utilizando ratos para o Atvidade anti-inflamatoria
modelo experimental de feridas

cirdrgicas.

In vivo, utkando ratos para o Afvidade anti-inflamatéria e modelo
experimental de feridas aumento na producdo de Cutaneas.
fibroblastos e 6xido nitrico.

Nyctaginaceae

Mrabilisjalapa

Loranthaceae Struthanthus Pomada
vulgaris
Mebceae Cinamomo Extrato  aquoso

etandlico.

In vitro, plantas popularmente Atvidade antiinflamatéria, utzadas
para a cicatrzacdo de aumento na producdo de feridas NO
Estado do Ro Grande  fibrob!astos e queratinécitos .

do Sul

In vitro, plantas popularmente
utzadas para a cicatrizagédo de

Atvidade antiinflamatéria,
aumento na producdo de

Asteraceae

Referéncias

BEGASHAWetai., 2017

ADETUTU;MORGANA

CORCORANA,2011

NGUYENetai., 2017

GRAMMA etai., 2016

ALERICO et ai,2015

Extrato  aquoso feridas NO Estado do Ro Grande  fbrob!astos e queratinécitos ALERICO et a,2015
etanéhco do Sul.
In vitro, plantas popularmente  Atividade anti-inflamatéria,
utilizadas para a cicatrizacdo de  aumento na producdo de
Mace/a Extrato  aquoso feridas no Estado do Ro Grande  fibrob!astos e queratinécitos ALERICO et ai., 2015
etandlico doSul.
Camomila In vitro, plantas popularmente AWidade antinflamatéria, utzadas
para a cicatrizagdo de aumento na producédo de feridas NO
Extrato  aquoso Estadodo Ro Grande fibrob'astos e queratinécitos . ALERICO etai., 2015
etandlico do Sul.
Extrato aquoso fragdo  In vitro (efeito na prolferagdo  Atividade anti-inflamatéria e
acetato de eh e celdr) elnvivo, uizando ratos  proliferativa
Ageratina fragdo aquosa para o m:>delo experimental de CERECERO etai., 2011
pichinchensis feridas cutaneas
Extrato  aquoso In vitro. Ufizando as nove Atidade anbxdante

Ageratum
conyzoides

etandliico das folhas.

fartas mais comuns, ctadas  antibacteriana.
pelos curandeiras tractionais da

regido, que foram idenficadas e

testadas em ensaios de

cicatrizagdo de feridas.

ADETUTU;MORGANA

CORCORANA,2011

Tridax procumbens

Extrato  aquoso
etandiico das folhas.

Atividade  anbxdante
antibacteriana.

In vitro uiizando as nove
fantas mais comuns, citadas
pebs curandeiros tradicionais da
regido,que foram idenficadas e
testadas em .ensaios de
cicatrizagdo de feridas.

ADETUTU; MORGANA

CORCORANA.2011

Vernonia
amygdalina

Extrato  aquoso
etandiico das folhas

Atividade  anibxdante
antibacteriana.

In vitro uizando as nove
fantas mais comuns. citadas
pelos curandeiras tradicionais da
regido,que fOJam identificadas e
testadas em  ensaios  de
cicatrizacao de feridas.

ADETUTU; MORGANA

CORCORANA,2011

Achillea kellalensis Extratoaguosodaflor In vivo, uttando ratos para o  Atividade anti-inflamatéria e PIRBALOUTI;
modelo experimental de feridas proliferativa KOOHPAYEH;KARIMI,
cutaneas. 2010.
Centaurea Extrato metandlico, In vivo, utilizando ratos para o Awidade antkinflamatéria e CSUPORetai.,2010
sadleriana aquoso e n hexanico rn:ldelo experimental de feridas profiterativa

cutaneas

Sonchus oleraceus
L

Extrato hidraalcoolica.

In vivo, utilizando ratas para o
modelo experimental de feridas
cutaneas.

Atividade antibacteriana, anti-
inflamatoéria e antioxidante.

PRICHOA: ROMAN

MANFREDINI 2011

Siegesbeckia

pubescens

Extrato metandtico
daspartesaéreas.

In vitro para avaliagdo do
crescimento dos fibrobtastos e In
vivo, utlizando ratos para o
modelo experimental de feridas
cutaneas

Ativacao de fibroblastos, efdo
adstringente, antioxidante e
antimcrobana

WANG etai., 2011
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Famila Espécie Forma Tipo de estudo Possiveis fatores pro- Referéncias
farmacéutica cicatrizantes
Convolvulaceae Argyreia speciosa Pomada simples, | In vivo, ukando cam.Jndongos Atividade — anit nflamatém,
desenvolvida por | para o modelo experimental de aumento na producédo de
inclusdo de etanol, feridas cutaneas. fibroblastos e periodo de YAOAVetal.,2014
etanol-agua e extrato efezacao reduzido.
aquoso
Betulaceae Betula Extrato de triterpeno In vNo. em modelos de Atividade  anti- nflamatéria,
da casca exterior de | cicatrizacdo de feridas em | estimuo da ngracdo de
bétula porcos. queratinécitos, supostamente EBELING etai., 2014
aumentando a formacao de
actin  filopoda bmellip:>dia e
fibras de stress
Lythraceae Punica Extrato etandlco da In vivo, utilizando ratos para o Atividade anti-nflamatéria e PIRBALOUTI
br rrodeb experimental de feridas | proferativa KOOHPAYEH;
Granatum cuténeas.
KARIMI, 2010

A primeira descricdo do processo cicatricial de forma sequencial e organizada
ocorreu em 1910 pelo bidlogo francés Alexis Carrel que discriminou este fenbmeno em
guatro periodos (CARREL, 1910). Posteriormente, Clark com o intuito de oferecer uma
elucidacdo mais didatica deste processo o dividiu em trés fases, que sdo utilizadas
atualmente: fase inflamatéria, fase de proliferagdo ou de granulagéo e fase de maturacao
ou remodelagem (CLARK, 1985).

A fase inflamatéria é a resposta imediata a uma lesdo com periodo de duracao entre
01 a 04 dias, onde ocorre a liberacdo de substancias vasoconstritoras, ativacdo do sistema
de coagulacdo sanguinea formada por colageno, plaquetas e trombina e consequente
resposta inflamatéria que desencadeara a vasodilatacdo e a liberagdo de mediadores
qguimicos. Nesta fase, podera verificar-se a presenca dos sinais cardinais: dor, edema,
rubor, calor e possivel perda de funcao (LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

A fase de proliferacdo tem duragdo de 5 a 20 dias e é caracterizada pela formacao
de novos vasos sanguineos, sintese do colageno pelos fibroblastos e a acao de citocinas
sintetizadas pelos queratindcitos que atuardo estimulando a cicatrizacéo da leséo (TAZIMA,
VICENTE; MORIYA, 2008).

A fase de remodelagem é a Ultima deste processo e pode durar meses, onde ocorre
uma deposicao organizada de colageno com intuito de melhorar a resisténcia tecidual e o
aspecto cicatricial. Neste periodo verifica-se um equilibrio entre a producao e a degradacéo
do colageno (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH., 2007).

A inflamacdo é essencial para a defesa local e sistémica contra patdégenos e a
reparacao tecidual apos a lesao. Esta reconstituicdo da pele é determinada inicialmente por

uma resposta inflamatoria através de um intenso infiltrado de neutréfilos polimorfonucleares
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e macrofagos. Essas células sao estimuladas por prostaglandinas e produzem mediadores
inflamatérios e prostaglicanos que irdo estimular a remodelacdo da matriz extracelular
(AKKOL et ai., 2012). No entanto, exagerado mecanismo inflamatério podem comprometer
0 processo de regeneracao tecidual, especialmente onde ha deiscéncia de tecido mole ou
exposicao a membrana celular (CHAUSHU et ai., 2015)

Um processo inflamatério controlado proporciona uma rapida cicatrizacao de feridas,
através dos eventos de reepitelizagdo, proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos,
deposicao de matriz extracelular e angiogénese (CHAUSHU et ai., 2015). Assim, a
atividade anti-inflamatéria € essencial para o favorecimento da reepitelizacdo da lesdo, em
vista que o prolongamento dafase inflamatdria proporciona o retardamento da cura (AKKOL
etai., 2012).

Os extratos metandlicos de Ranunculus Pedatus e Ranunculus constantinapolitanus
apresentaram uma resposta cicatrizante positiva nas feridas de ratos, assim como eficazes
no ensaio de atividade anti-inflamatéria Estes fatos podem ser atribuidos aos flavonéides
e terpendides presentes nas partes aéreas da planta, fornecendo evidéncia cientifica para
as caracteristicas etnomedicinais turcas das referidas espécie (AKKOL et ai., 2012).

Os pacientes com diabetes mellitus (DM) apresentam reduc¢éo na permeabilidade
vascular e fluxo sanguineo, alterando a reparacdo tecidual e formacdo de fibras de
coldgeno. A aplicacéo tdpica da emulséo 6leo-em-agua de Cenostigma macrophyllum Tui.
em uma ferida cirdrgica em ratos com DM induzido apresentaram reducdo no nimero de
células irflamatorias e aumento da fibroplasia, demonstrando os efeitos positivos do extrato
na cicatrizacdo de feridas em ratos diabéticos (COELHO et ai.,2013).

As feridas infectadas séo caracterizadas pela presenca de agente infeccioso local e
com evidéncias de intensa resposta inflamatdria e destruicdo dos tecidos. O tratamento
destas lesdes possui 0 objetivo de proporcionar condi¢cdes ideais para que ocorra 0
processo fisiolégico de cicatrizagdo, em vista que a multiplicacdo bacteriana prolonga afase
inflamatdria e proporciona uma cura tardia da lesdo. Assim, a aplicagdo tépica de
antimicrobianos pode proporcionar uma reepitelizacdo mais rapida e diminuir a resposta
inflamatéria inicial (BHAT et ai., 2016).

A aplicacdo topica do extrato de Caesalpinia mimosoides proporcionou uma
completa reepitelzacdo da camada epidérmica em um curto espago de tempo. Este fato
pode estar associado com a capacidade antioxidante e propriedades antimicrobianas,
reduzindo a fase inflamatéria de cicatrizacao, através do sequestro de radicais livres. As

espécies reativas de oxigénio produzidas no local da ferida atuam como mecanismo de

Ciéncia, hovacaoe TecnologianaAmazodnia. Stricto Sensu Editora, 2019.

94



defesa contra patdgenos, entretanto, quando excessiva leva ao estresse oxidativo
causando uma cicatrizacao tardia da lesdo (BHAT et ai., 2016).

O extrato da folha de Hibiscus micranthus demonstrou atividade antibacteriana
signfficativa para a maioria dos organismos testados, sendo mais eficiente para
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae. Esta prote¢do da ferida contra
patégenos proporciona a formag¢ao de um leito mais préximo ao estado natural e favorece
a contragdo da ferida e epitelizacdo em ratos através da migracdo de células epiteliais e
acdo dos miofibroblastos, os quais podem ser atribuidos também a propriedades
antioxidantes (BAGASHAW, 2017).

4. CONCLUSAO

Com base no exposto, percebe-se que o processo de cicatrizagdo de feridas é um
evento fisiolégico complexo e que necessita de uma intervencdo especifica voltada para as
fases de reconstituicdo tecidual. Os estudos a respeito da utilizacdo de plantas medicinais
como cobertura de lesdo relatam que um dos fatores pro-cicatrizantes mais recorrentes é
a atividade anti-inflamatéria, a qual frequentemente estd associada com a atuagéo

antimicrobiana e antioxidativa.
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Anexo 111 - Curso de Principios de cultivo de células realizado no periodo de 16 a

de outubro de 2018, na Universidade Federal do Acre.

Pro-Reitoria de mw| Universidade
Extensao e Cultura - Federal do Acre
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18

Certificado de Extensao

Certificamos que HEMILLY CAROLINE DA SILVA PAIXAO participou do curso
"Principios de cultivo de células: uma ferramenta para aumentar o impacto de publicagdes",
realizado pelo Centro de Ciéncias da Saude e do Desporto - CCSD, da Universidade Federal do Acre,
em RIO BRANCO, no periodo de 16 a 18 de outubro de 2018, com carga-horaria de 30 horas.

Rio Branco - Acre, 5 de novembro de 2018.
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Anexo IV - Participacdo como aluna e Comissdo Organizadora do | Simpdsio em Ciéncia,

Inovacdo e Tecnologia para a Amazbnia no periodo de 24 a 26 de Abril de 2019 na

Universidade Federal do Acre.
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Anexo V - Participacdo na atividade de Investigacdo de Surto de Doenca de Chagas em

Cruzeiro do Sul (Boca do Moa) e Rodrigues Alves (Ramal Nova Cintra) no periodo de 10 a
19 de Julho de 2019.

i
] msuoce CERTIFICADO

|| K Biomédicas - 5

O Instituto de Ciéncias Biomédicas 5- USP ( Nucleo de Ronddnia), certifica que o (a) Académico (a) MSc. Enf.
Hemilly Paixio (UFAC-Rio Branco- Mestranda), participou de atividade de pesquisa “Investigacdo de Surto de Doenca de
Chagas em Cruzeiro do Sul (Boca do Moa) e Rodrigues Alves (Ramal Nova Cintra). entre 10 e 19/7/2019” com carga horaria de 80

horas.
Monte Negro, 20 de julho de 2019.
e~
=
Prof. Dr. Luis Marcelo Aranha Camargo
CRAM/RO 938
ICBSUSP/UNISL/CEPEM/INCT
I [ .

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ACRE (UFAC)
Programa de Pés-graduacdo Mestrado em Ciéncia da Saude na
Amazoénia Ocidental (MECS)

O Programa de Pos-graduacdo Mestrado em Ciéncia da Saude na Amazonia
Ocidental, da Universidade Federal do Acre, certifica que a Enf. Hemilly Paixdo
(UFAC-Rio Branco- Mestranda), participou de atividade de extensdo intitulada
“Campanha de profilaxia e Investigacdo de Surto de Doenga de Chagas no Alto
Jurua, Acre, entre 10 e 19/07/2019” com carga horaria de 80 horas.

Prof. Dr"Dionatas Ulises O. Meneguetti Prof. Dr. R: artins Silva
Coordenador do Projeto Coord. MECS
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