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RESUMO

A avaliagdo nos danos em DNA e cromossomos é uma importante ferramenta na
identificacdo e classificacdo das mutacGes, podendo ser feita mediante o uso de técnicas
genéticas especificas. Com isso, este trabalho teve como objetivo realizar um levantamento
bibliografico referente as principais técnicas utilizadas na avaliacdo dos danos em DNA e
cromossomos, observando os tipos de mutacGes provocadas pela exposicdo a agentes
genotoxicos e verificando as diversas utilizagfes das técnicas no monitoramento ambiental e
humano. Para isso, o levantamento bibliografico foi efetuado nas bases de dados Online no
Google Scholar, SciElo (Scientific Eletronic Library Online), Medline, Lilacs, Pubmed e no
banco de Teses do Periddico CAPES, considerando as seguintes palavras-chaves:
Citogenetic”, “DNA demage”, “biomarkers”, “mutagenic agents” e “genotoxicity”. Foram
considerados os trabalhos realizados nos periodos entre 2009 e 2018. Como resultado, 300
publicacOes cientificas sobre os testes citogenéticos para avaliagdo dos danos em DNA e
cromossomos, das quais 40 estudos foram sobre o teste de Allium cepa, 35 foram sobre o
teste do micronucleo, 30 sobre o teste do cometa, 25 publicacbes sobre o teste de Ames, 10
sobre o teste de aberracbes cromossémicas, 20 sobre a técnica de hibridizacdo in situ
Fluorescente e 25 para o teste SMART. A identificacdo das substancias, moléculas ou
agentes fisicos que lesionam o DNA possibilitam a elaboracdo de medidas que minimizem

0s impactos provocados pela constante exposicéo a agentes genotdxicos e mutagénicos.

Palavras-chave: Testes genéticos, Danos ao DNA, cromossomos, Genotoxicidade.



ABSTRACT

The evaluation of DNA and chromosome damage is an important tool in the
identification and classification of mutations, and can be done through the use of specific
genetic techniques. With this, this work had as objective to carry through a bibliographical
survey referring the main techniques used in the evaluation of the damages in DNA and
chromosomes, observing the types of mutations provoked by the exposure to genotoxic
agents and verifying the diverse uses of the techniques in the environmental and human
monitoring. To this end, the bibliographic survey was carried out in the Online databases at
Google Scholar, SciElo (Scientific Electronic Library Online), Medline, Lilacs, Pubmed and
in the Thesis Bank of the CAPES Journal, considering the following keywords:
Cytogenetic”, "DNA damage", "biomarkers", "mutagenic agents™ and "genotoxicity”. The
studies carried out in the periods between 2009 and 2018 were considered. As a result, 300
scientific publications on cytogenetic tests for evaluation of DNA and chromosome damage,
of which 40 studies were on the Allium cepa test, 35 were on the micronucleus test, 30 on
the comet test, 25 publications on the Ames test, 10 on the chromosomal defects test, 20 on
the Fluorescent in situ hybridization technique and 25 on the SMART test. The
identification of substances, molecules and physical agents that damage DNA allow the
elaboration of measures that minimize the impacts caused by constant exposure to genotoxic

and mutagenic agents.

Keywords: Genetic tests, DNA damage, chromosomes, Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, o crescente aumento da populacdo mundial implicou no aparecimento
de inumeras tecnologias que visam facilitar a vida do homem (RODRIGUES et al., 2015).
Com o0 avancgo nos diversos setores industriais, varios componentes sintéticos e naturais sdo
soltos na atmosfera, provocando a contaminacdo do ar, da agua e do solo, e a consequente
exposi¢do ocupacional ou acidental a determinadas substancias que podem provocar efeitos
toxicolégicos (OLIVEIRA et al., 2011).

No cotidiano, todos os seres vivos, incluindo seres humanos, estdo expostos a uma
ampla diversidade de substancias toxicas, que sdo utilizadas nas mais diversas tarefas, dentre
as quais podem-se destacar 0 uso exagerado de agrotoxicos, a queima de combustiveis
fosseis, 0 manuseio de produtos de limpeza, o consumo de bebidas alcodlicas, a ingestdo
medicamentos sem orientacdo médica, dentre outros (SCHNEIDER, 2010). A frequente
exposicdo a estes agentes pode desencadear inimeras alteracbes em nivel de DNA e
cromossomos, principalmente durante os processos de divisdo celular e sintese de proteinas,
podendo implicar na perda ou alteragdes nas sequéncias de nucleotideos, ou até mesmo em
parte dos cromossomos, fazendo com que haja perda ou alteracdo na fungdo do gene (PEI
GUO, 2015).

Os danos induzidos no material genético provocados pela manipulacdo e contato com
essas substancias merecem atengdo rigorosa, uma vez que na maioria dos casos, 0S mesmos
estdo relacionados ao aparecimento de doencas graves, como neoplasias e sindromes
(FLORES E YAMAGUCHI, 2008). Existem duas classes de agentes causadores de danos
no DNA e nos cromossomos, esses sdo chamados de agentes mutagénicos e genotdxicos
(SANTOS et al., 2018). Os agentes mutagénicos caracterizam-se como qualquer agente, de
origem quimica, fisica ou biolégica que provocam mudangas permanentes na estrutura e
funcionamento normal do DNA (DUSMAN et al., 2012). J& os agentes genotdxicos sdo
compostos, de origem natural ou sintética que interagem com o material genético, gerando
lesbes que podem levar ao aparecimento de mutacbes (RIGO, 2009; VERRI, 2017). Uma
mutacdo € evidenciada principalmente pelo aparecimento de caracteristicas antes nao
conhecidas, podendo ser benéficas ou ndo (PLOMIN et al.,, 2016). No entanto, existem

também as mutacbes que ndo provocam alteragdes nas sequéncias dos aminoécidos
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formadores de proteinas, ndo alterando a sua fungdo, essas sdo chamadas de mutacbes
silenciosas (MARSIGLIA et al., 2010).

Sabe-se que todos 0s seres Vvivos sdo passiveis a mutacdo e que esse mecanismo € o
principal responsével pela evolucdo de uma espécie (JABLONKA & LAMB, 2010). Quando
as mutacBes ocorrem de maneira natural sdo chamadas de esponténeas, ja as mutacdes que
ocorrem como consequéncia a exposicdo de determinadas substancias, sdo chamadas de
induzidas (DUSMAN et al., 2012). Na natureza, a taxa de mutacao € baixa, porém a constante
exposicdo a esses agentes pode provocar um aumento desordenado na frequéncia de alelos
responsaveis pela expressdo de caracteristicas indesejadas, provocando o aparecimento de
doencas novas e anomalias genéticas irreversiveis (STRACHAN & READ, 2013). Existem
ainda as alteracfes na expressdo de genes, sem que haja modificacbes na estrutura do DNA,
comandadas principalmente pela exposicdo a fatores ambientais, esses sdo chamados de

mecanismos epigenéticos (VALENTE et al., 2017).

Para detectar a acdo de agentes mutagénicos e genotoxicos no DNA e nos
Cromossomos, inumeros testes citogenéticos foram criados, sao os chamados Biomarcadores
de genotoxicidade (LUCIO, et al., 2018). Essas técnicas sdo capazes de avaliar os danos
provocados no DNA e em cromossomos, a partir do processo de monitoramento das
condicdes fisico-quimicas e bioldgicas do ambiente, e avaliacdo dos riscos a exposicdo a
determinados agentes (CAMPOS et al., 2017). Dentre os principais biomarcadores utilizados
em estudos, destacam-se o teste de Allium cepa, teste do microndcleo, ensaio do cometa, teste
de ames, aberracGes cromossémicas, FISH, Teste SMART, entre outros (MORO et al., 2013;
VALENTE, et al., 2017).

Estudos que relatam as principais técnicas de analise dos danos em DNA e em
cromossomos apresentam uma imensa relevancia para a comunidade cientifica. Desta forma,
ressalta-se a importancia de um trabalho como este, pois 0 mesmo ira identificar quais as
melhores metodologias a serem seguidas, de acordo com um determinado agente, buscando

impulsionar o desenvolvimento de técnicas mais eficazes e de facil acesso.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Identificar as técnicas mais utilizadas no estudo de danos de DNA e danos

cromossémicos, relacionando as suas aplicacgoes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Observar os tipos de mutacbes provocadas pela exposicdo a agentes mutagénicos e

genotoxicos;
e Verificar a utilizagdo das técnicas em analises de danos ambientais;
e Analisar as diferentes técnicas e 0 seu uso na investigacdo de danos em seres Vivos;

e ldentificar os principais agentes causadores de mutacoes em de DNA e cromossomos,

através de um levantamento bibliogréafico.



18

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A MOLECULA DE DNA

O é&cido desoxirribonucleico (DNA) é a principal macromolécula que constitui o
genoma da maioria dos seres vivos (ALBERTS et al., 2017). Ele é composto de segmentos
chamados genes, que sao as unidades de informacdo genética para a sintese de proteinas e
consequente expressao de caracteristicas fenotipicas, além do controle da funcéo celular do
organismo (JOAQUIM & EL-HANI, 2010). Em eucariotos, 0s genes possuem duas regides
especificas: exons e introns. Os exons sdo as regides codificadoras de proteinas, que séo
conservadas no processo de transcricdo. Ja os introns, sd@o sequéncias de DNA que néo

codificam proteinas, sendo eliminados antes da expressdo génica (ALELOS, 2016).

Cada gene € formado de unidades chamadas nucleotideos, que possui trés
componentes basicos: uma base nitrogenada, um fosfato e um acgucar (FIGURA 1) (KLUG et
al., 2010). O acucar presente no DNA é uma 2-desoxirribose, e contém em sua estrutura 5
atomos de carbono, ja as bases nitrogenadas sdao compostos ciclicos que estdo divididos em
duas classes: purinas, que possuem dois anéis e sdo representadas pela adenina (A) e Guanina
(G), e as pirimidinas, que possuem apenas uma anel, das quais sdo a Citosina (C) e Timina (T)
(SOLOMONS, 2013).

Fosfato
Base nitrogenada

Nucleotideo

Figura 1. Estrutura do nucleotideo.
Fonte: Universidade de Sdo Paulo (USP)
Fonte: Pinto, 2013

A molécula de DNA esta disposta em duas cadeias ligadas entre si por pontes de
hidrogénio. Essas cadeias apresentam-se enroladas ao longo de um mesmo eixo, formando a
dupla hélice (SCHERER & STROHSCHOEN, 2013). Na dupla hélice, os nucleotideos de
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cada uma das fitas de DNA estdo dispostos de maneira oposta uns aos outros, no sentido
antiparalelo (GRIFFITHS, 2016). Para o pareamento das bases nitrogenadas, a adenina de
uma fita liga-se sempre a timina da outra fita e, da mesma maneira, a guanina liga-se a
citosina da outra fita (FIGURA 2). As duas fitas mantém-se unidas por ligagdes fosfodiéster,
estabelecidas entre o grupo hidroxila do carbono 3’ de um nucleotideo e o grupo hidroxila do
carbono 5’ no nucleotideo seguinte (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2016).

Cytosine <
S

Guanine
e .

_y
Base pair SN e
N

Adenine I
::N) ~d

Thymine, M

R

Figura 2. Pareamento das bases nitrogenadas do DNA.
Fonte: genengnews, 2015.

3.2 OS CROMOSSOMOS

No ano de 1870, o citologista Walther Flemming ao analisar o processo de divisdo
celular de um determinado material bioldgico, observou a presenca de filamentos, os quais se
podiam se corar intensamente, e que por conta disso foram denominados de cromatina
(GROB & MCSTAY, 2014). Essa cromatina é composta de segmentos de DNA associados a
proteinas. O termo cromossomo (croma= cor; soma=corpo) foi descrito em 1888 por Wilhelm
Waldeyer e representa porcbes da cromatina que podem apresentar-se condensadas ou ndo
(SCHEUERLEIN; HENSCHKE; KOCKERLING, 2017). Os cromossomos encontram-se no
nacleo celular (FIGURA 3), e podem ser visiveis a microscopio em uma célula metafasica
(ALBERTS et al., 2017).

Durante a interfase, todo o material genético encontra-se na sua forma descondensada,
pois é quando ocorre a replicacdo do DNA. J& na diviséo celular, durante a profase inicia-se a

espiralizacdo do DNA. Essa espiralizacdo consiste na compactacdo do DNA, sendo necessaria
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a acdo de uma proteina, chamada histona, a qual funciona como uma matriz no qual a fita de
DNA se enrola, permitindo que todo o DNA caiba dentro do nucleo celular. A associagdo do
DNA com as proteinas histonas formam uma estrutura chamada de cromatina, que podem
estar condensadas ou ndo. Os cromossomos se formam quando a célula esti prestes a se
dividir, e 0 DNA comeca a se enovelar até formar uma estrutura em forma de bastdo. O
cromossomo entdo é copiado, e cada uma das cOpias é chamada de cromatide. Essas
cromatides sdo idénticas entre si, e se unem por proteinas chamadas coesinas na regido do

centrdmero formando as cromatides-irmas (GRIFFITHS, 2016).

— Base Pairs

- Histones Nucleosomes
/%ﬁ‘
:
X

n
.
Y
Chromosome “'@%

Telomere

(~——
\

\

-y

e — - pam

Centromere

qarm

Telomere

& Chromatid ~ Chromatid
. &
>=A 7 “ Cell during Prophase

Cells . ‘

Figura 3. Niveis de organizacdo dos cromossomos.
Fonte: Sinauer Associates Inc., 1998.

Os cromossomos metafasicos dos eucariotos sdo formados por duas cromatides unidas
na regido do centrdmero ou constricdo primaria. Cada cromatide possui a mesma informacéo
genética, pois surgem devido a duplicacdo do filamento cromossémico original, durante a
interfase. As partes dos cromossomos separadas pelo centrémero sdo chamadas de bracos,
sendo denominados bragos p (curtos e superiores) e q (longos e inferiores). As extremidades
dos bracos cromossémicos sdo chamadas de telémeros (DIXON, et al., 2015) O local do gene
no cromossomo é chamado de locus génico. Os alelos, sdo formas alternativas de um mesmo

gene, ocupam 0 mesmo locus em cromossomos homologos (FUTUYMA, 2009).
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Todo o material genético dos seres vivos estd compactado na forma de cromossomos,
(exceto o DNA mitocondrial), os quais se distribuem de diferentes nimeros e tamanho
cromossdmico de acordo com a espécie (ALBERTS et al., 2017). Nas células somaéticas
eucariontes, existem duas cépias idénticas de cada cromossomo, chamadas de homélogas, e as
com essa caracteristica sdo chamadas de dipldides, ja os gametas (00cito e espermatozoide)
possuem apenas uma copia de cada cromossomo, com isso estas células se classificam como
hapléides (DIXON et al., 2015). O ser humano possui 23 pares de cromossomos, dos quais 22
pares sdo chamados de autossomos, pois fazem parte do processo de formagédo das regides
somaticas que sao comuns aos dois sex0s, como 0s 6rgdos, e 1 par de cromossomos sexuais
ou alossomos (X e Y), responsaveis pela determinacdo sexual do individuo (GRIFFITHS,
2016).

3.3 MUTACOES

Ao longo da vida, é normal que a molécula de DNA passe por inimeras alteragdes em
suas sequéncias de nucleotideos, que podem ser provocadas por erros durante o processo de
divisdo celular, na replicacdo ou pela exposicdo a determinados componentes (EMBRAPA,
2010). Uma mutacéo pode ser definida como qualquer mudanca irreversivel, na sequéncia do
DNA, que pode provocar mudancas na funcdo do gene (HARTL & CLARK, 2010).

A ocorréncia de mutacbes € comum a todos 0s seres vivos e, junto com a selecéo
natural, é considerada o principal mecanismo de evolucdo das espécies (FUTUYMA, 2009).
Ela provoca o aparecimento de novos alelos numa populacéo, e consequentemente aumenta a
variabilidade genética, que é essencial para a adaptacdo dos organismos a uma determinada
condicdo (FRANCIOLI et al., 2015). Existem ainda as mutacGes que provocam doengas e
desajustes genéticos graves, sendo assim prejudiciais ao individuo (KHERA et al., 2018). E
importante ressaltar que nem todas as mutacdes provocam a evolucdo das espécies, apenas
aquelas que ocorrem em células germinativas (gametas), desta forma, as mutacdes que
ocorrem nas células somaticas afetam apenas o individuo portador e ndo sdo herdadas pela

préxima geracdo (HORI et al., 2019).

Existem dois tipos principais de mutagdes: génicas ou cromossdmicas. As mutacoes

génicas ocorrem quando sequéncias de DNA sdo alteradas, afetando poucos nucleotideos, ou
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até milhares de pares de bases (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2016). A mutacdo
cromossGmica por sua vez, altera 0 nimero ou a estrutura dos cromossomos (GRIFFITHS et
al., 2016). As mutacGes podem ocorrer em regides codificadoras de genes (éxons), podendo
alterar a composicdo dos aminodcidos e sintese de proteinas, ou em regides ndo codificadoras
de genes (intros), ndo afetando o processo de sintese de proteinas (ALKHZOUZ et al., 2016).

3.3.1 Danos em DNA e Cromossomos

Os danos ao polimero de DNA s&o eventos comuns a todas as celulas, e estima-se que
ocorram cerca de 2x10* lesdes por dia nessa molécula (ANDRADE-LIMA, 2015). Essas
lesbes estdo relacionadas principalmente a quebra das ligacdes hidrogénio entre uma fita e
outra, formacdo de dimeros em pirimidinas, formacdo de adutos carcindgeno-DNA, entre
outros (TUDEK et al., 2010; LIMA, 2014). Na maioria das vezes, tais danos provocam
respostas celulares imediatas, que vao desde ativacao de sistemas de reparo para a corre¢do do
erro, pontos de checagem do ciclo celular, resposta transcricional ou a ativacdo de
mecanismos de morte celular (apoptpse) para a eliminacdo das células com o DNA
danificado. No entanto, se a lesdo nédo for reparada corretamente, pode acarretar em erros nos
processos de replicacdo do DNA, no ciclo celular e induzir o aparecimento de mutacdes
(FIGURA 4) (KLAUNING; KAMENDULIS; HOCEVAR, 2010; SULCZEWSKI et al.,
2014).
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Figura 4. Respostas ao dano no DNA.
Fonte: Marin et al., 2012.

Os danos de DNA podem sédo divididos em danos a fita simples (SSBs, em inglés) e
danos a fita dupla (DSBs, em inglés) (YAMA; WILSON, 2013). Os SSBs sdo 0s mais
comuns e geralmente ndo provocam alteracdes visiveis, sendo os mais faceis de serem
reparados, j& os DSBs, além de raros, sdo mais toxicos as células, e causam mutacdes
pontuais, modificando a funcdo do gene e até mesmo o aparecimento de aberracdes
cromossdmicas se houver a quebra do DNA (LEWIN, 2009; MENCK & MUNFORD, 2014).
Esses danos surgem devido a exposicdo a agentes enddgenos, como o éxido nitrico, radicais
livres de oxigénio e formacdo de nitrosaminas, e agentes exdgenos, tais como a radiacéo,
hidrolise, patégenos, farmacos, entre outros (MORIWAKI & GOSHIMA, 2016). As
variacdes no DNA provocadas pelas mutagGes podem estar relacionadas ao aparecimento de
neoplasia graves, como diversos tipos de canceres e doencas degenerativas, além das
sindromes de Down, Cri du Chat, Turner, Klinefelter, dentre outras (REIS; DA SILVA,
BORGES, 2017).
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3.3.2 Mecanismos de Reparo em DNA e Cromossomos

As mutacdes, de maneira geral sdo fenGmenos raros, isso porque as células de quase
todos os seres vivos desenvolveram sistemas de reparo de DNA eficientes, a fim de manter a
integridade do material genético (OZTURK; DEMIR, 2011). Diversas enzimas estdo
envolvidas no processo de correcdo dos danos em DNA, e estdo agrupadas de acordo com a
fungdo que exerce (KIREEVA; KASHLEV; BURTON, 2013). Para a reparagéo do erro em
fitas simples, destacam-se 0s seguintes mecanismos: o reparo por emparelhamento errado de
bases (MMR, mismatch repair), reparo por excisdo de bases (BER, base excision repair) e
reparo por excisdo de nucleotideos (NER, nucleotide excision repair) (MORIWAKI &
GOSHIMA, 2016). Para reparos de dano em dupla fita de DNA, existem dois mecanismos
principais: Recombinacdo homodloga (HR) e juncdo de extremidades ndo homologas (NHEJ,
Non-Homologous End-Joining) (BRENERMAN; ILLUZZI; WILSON, 2014; RIBEIRO et al.,
2015).

O MMR tem como caracteristica principal a eliminacdo de bases introduzidas
erroneamente durante a replicacdo, além do reparo de inser¢des ou delecbes (MCCAN;
EISENHAUER, 2014). Esse mecanismo esta envolvido também nos processos de meiose e
recombinacdo. O sistema MMR é altamente conservado, sendo o responsavel pela
manutencdo da estabilidade gendmica, tanto de eucariotos como procariotos (SPERKA;
WANG; RUDOLPH, 2012). A bactéria Escherichia coli ¢ utilizada como modelo de estudo
nesse mecanismo, pois ela possui proteinas com sequéncias conhecidas que permitem que
genes humanos sejam clonados. A deficiéncia em genes no sistema MMR esta relacionada
principalmente ao aparecimento de tumores, provando a relacdo entre mutacdo e cancer
(FUKUI, 2010). O sistema BER repara lesdes provocadas por agentes enddgenos, como
distorcBes na hélice do DNA geradas por alteragdes nas bases nitrogenadas (TUDEK &
SPEINA, 2012). Esse sistema € altamente eficiente, e conta com um aparato enzimatico, que
junto com a DNA-glicosilase promove a remocao da base modificada e refaz a fita de DNA
(JACOBS & SCHAR, 2012; SCOTT et al., 2014). O NER é um dos mais importantes
mecanismos de reparo, devido a sua versatilidade (KAMILERI; KARAKASILIOTI;
GARINIS, 2012). Ele atua na remocao de lesGes que causam a distor¢do na hélice do DNA,
geradas principalmente por agentes exdgenos (MORIWAKI, 2016). A atuacdo desse sistema
envolve 30 proteinas que atuam da seguinte maneira: reconhecendo a lesdo, abrindo a dupla

hélice onde se localiza a lesdo, incisdo dupla nas extremidades da lesdo, sintese de uma nova
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fita de DNA usando o molde ndo modificado e ligacdo da por¢do 5’ na nova fita a cadeia

existente (SCHARER, 2013).

A reparacdo da dupla hélice de DNA acontece por recombinacdo e atua em lesdes
provocadas principalmente por agentes exdgenos, como radiagdes ionizantes, agentes
quimicos, entre outros (BRENERMAN; ILLUZZI; WILSON, 2014). A recombinacdo
homdloga atua em quebras duplas que ocorrem logo apés a duplicacdo do DNA e exige uma
copia intacta que servira como molde. Um complexo de 16 proteinas atua no processamento
do DNA, reconhecimento das sequéncias homdlogas, religacdo das pontas livres de uma fita a
outra, formacdo da jungdo de Holliday e regulagdo do ciclo celular (CARR & LAMBERT,
2013; JAYAKUMAR; PAL; SANDUR, 2015). Esse processo € bastante preciso e promove a
recombinacédo efetiva da fita de DNA (RENKAWITZ; LADEMANN; JENTSCH, 2014). Ja
na recombinacdo ndo homologa, as duplas quebras na fita de DNA sdo simplesmente
religadas, sem que haja identificacdo da fita homdloga (ILIAKIS, MURMANN; SONI, 2015).
Esse processo é passivel de erros e geralmente promove o rearranjo dos nucleotideos,
provocando adi¢des ou delecdes (BOHGAKI; BOHGAKI; HAKEM, 2010; MORIO, 2017).

3.4 GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

O termo genotoxicidade refere-se aos danos gerados no material genético devido a
exposicdo a agentes genotoxicos (BIANCHI, 2015). Esses agentes interagem quimicamente
com as moléculas do DNA, provocando sua quebra (clastogenicidade) ou alteracbes nas
sequéncias de nucleotideos (mutagenicidade) (NAI et al., 2015). Quando as mutacdes se
acumulam nas células ao longo do tempo, podem provocar modificacdes na divisdo celular e
acarretar em um cancer (carcinogénese) (KLUG et al., 2013). A genética toxicoldgica € a
ciéncia responsavel pelo estudo dos danos que ocorrem na molécula de DNA, bem como as
mutacOes ocasionadas por eles (HARA et al., 2018). As substancias capazes de reverter ou
evitar as mutacBes sejam elas espontaneas ou induzidas, é considerada antimutagénica
(STURBELLE, et al., 2010).

Inimeras metodologias para identificagdo em danos no DNA e em cromossomos
foram desenvolvidas diante da necessidade de se conhecer 0s processos mutagénicos e

analisar como 0s agentes genotoxicos interagem com as células (MENDES; SOUZA,
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JUNIOR, 2018). Esses métodos sdo divididos em duas classes: testes de macroescala, que
identificam alteragBes visiveis nos cromossomos, e os testes moleculares, que detectam
modificagOes na estrutura do DNA. No entanto, esses termos sé&o pouco difundidos, devido
todas as anormalidades cromoss6micas serem geradas pelas alteracbes no DNA (BATISTA et
al., 2018).

Os testes de genotoxicidade sdo realizados em organismos-testes (de procariontes até
mamiferos), e buscam analisar a influéncia das substancias sobre os organismos Vivos.
Existem também diversos testes que podem ser utilizados no biomonitoramento de ambientes
aquaticos e terrestres, a partir da observacdo da populacdo existente naquele local (ARCI;
SILVA; CUNHA, 2014). Atualmente sdo conhecidos cerca de 200 testes que podem ser
utilizados com as mais diversas finalidades, dentre os quais destacam-se: o teste de Allium
cepa, teste do microndcleo, teste do cometa, teste de ames, teste de aberracdes
cromossomicas, hibridizagéo in situ fluorescente, Teste de SMART, entre outros (MORO et
al., 2013).

3.4.1. Teste de Allium cepa

A especie Allium cepa é reconhecida como sendo um O&timo bioindicador de
citotoxicidade e genotoxicidade de diversas substancias, sendo um dos sistemas mais antigos
para analise de aberracbes cromossdmicas (ALVIM, et al. 2011). Ele foi utilizado pela
primeira vez em 1938 por Levan, onde o mesmo pode observar alteracdes na mitose de A.
cepa provocadas pela exposicdo ao agente quimico cochicina (KASPER et al., 2018). Como
sistema teste, foi padronizado por Fiskejd G (1985), para ser utilizado na avaliacdo do
potencial mutagénico de substancias quimicas presente no ambiente ou ndo, através da
observacdo do indice mitotico e alteragdes no ciclo celular nas células meristematicas dessa
espécie, além da formacao de micronucleos e alteragdes nos cromossomos (SIQUEIRA et al,
2018).

As células de A. cepa sdo grandes, com nimero cromossdémico reduzido de 2n=16, que
sdo bem visiveis e faceis de ser corados (HERRERO; PEREZ; FERNANDEZ, 2012). Essa é a
principal caracteristica que permitiu a utilizacdo dessa espécie na observacdo de aberracdes

cromossémicas e alteragcdes na divisdo celular (DALZOCHIO et al., 2016). Além disso, a
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espécie A. cepa fornece uma resposta quase que imediata mediante a exposi¢do a qualquer
agente quimico, possui um rapido crescimento de suas raizes, esta disponivel durante o ano
todo e dispde de um alto nimero de células em divisdo (LEME & MARIN-MORALES,
2009). Uma caracteristica crucial para a autenticacdo do teste A. cepa, € o fato das suas
células assemelhar-se com as células de mamiferos, principalmente nos processos de divisdo
celular (HERRERO; PEREZ; FERNANDEZ, 2012). Por conta disso, esse teste € utilizado
juntamente sistema de testes em mamiferos (ARRAES; LONGHIN, 2012).

O teste de Allium cepa, consiste no cultivo e obtencdo de bulbos da cebola, sem a
utilizacdo de compostos quimicos, que serve para testar a citotoxicidade e a genotoxicidade de
diversos compostos. Os bioensaios séo colocados em copos plasticos, contendo agua destilada
e, para que haja o crescimento de novas radiculas. Posteriormente, as radiculas séo divididas
em dois grupos, um de controle negativo e outro positivo. No controle positivo, deve ser
adicionada a substancia a ser testada junto a agua, como agrotoxicos, poluentes ambientais,
residuos hospitalares ou qualquer outro composto quimico. No estudo de Souza et al. (2010),
0 controle positivo possuia o agrotoxico glifosato. O controle negativo serve apenas para
observar o crescimento normal da cebola sem a interferéncia de nenhum agente. Logo apds o
crescimento dos bulbos, as amostras devem ir para o tratamento com a substancia a ser testada
e deve permanecer la durante 24 horas. Depois disso, 0s bioensaios contendo os bulbos devem
ser tratadas com etanol 70% e refrigeradas para o uso posterior. A proxima etapa consiste na
preparacdo das laminas. E importante que o pesquisador tenha um niimero alto de células para
ser analisado, para evitar erros. Segundo estudos, o numero ideal de células a ser testada deve

ser de 1000 células por bulbo analisado, para cada tratamento (LESSA et al., 2017).

Para a preparacao da lamina, as raizes devem ser hidrolisas em solucdo de HCL por 5
minutos e depois enxaguadas em &gua destilada. Entdo, a regido meristematica deve ser
cortada e corada com orceina acética. Com a laminula, as células devem ser esmagadas e 0
excesso de corantes retirado. Essa é a fase mais sujeita a erros a depender da forca colocada
durante o esmagamento da amostra, podendo rasgar as células. As laminas entdo podem ser
observadas através de um microscopio éptico, para analise da divisdo celular, bem como o

indice mitotico e as anormalidades cromossdmicas.

Atualmente, o teste de aberracdo cromossdmica com A. cepa € o principal
bioindicador de citoxitocidade e genotoxicidade de extratos de plantas medicinais (ASARE et
al., 2012; NEVES et al., 2014). E um sistema que permite a verificacdo em diferentes

concentragdes, devido o fato das suas raizes entrarem em contato direto com a substancia
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testada. E importante informar que esse teste é utilizado para atuar na prevencdo de
determinadas doengas que podem acometer 0 homem por conta da ingestdo de certas
substancias de plantas, e para a comprovacao de toxicidade de uma espécie em estudo (LEME
& MARIN-MORALES, 2009).

Dentre as principais vantagens do teste de A. cepa, destaca-se a sua alta versatilidade,
pois pode ser utilizado desde a identificacdo de ambientes contaminados, pode ser analisados
também as alteracOes fisioldgicas provocadas pelo uso de uma determinada substancia, a
partir da observacdo do crescimento de suas raizes e coloracdo, além de ser um bioensaio
simples, rapido e de custo bastante acessivel (FRESCURA et al., 2013; RIBEIRO et al, 2016).
Os resultados obtidos através do teste de A. cepa tem se mostrado altamente satisfatorios,
devido a sua facil adaptacdo a novas metodologias de avaliacdo do efeito, como a exposicao a
agrotoxicos, efluentes industriais, rejeitos hospitalares, combustiveis fdsseis, farmaco e
inameros outros (CIAPPINA et al., 2017).

3.4.2 Teste do micronutcleo

Os micronucleos (MN) consistem em massas da cromatina com aparéncia de um
pequeno nucleo, delimitados por uma membrana e separados do nucleo principal (FIGURA 5)
(HAYASHI, 2016). Eles formam-se a partir da quebra de cromossomos inteiros ou
fragmentos acéntricos, pelo atraso na migracdo aos polos durante a anafase, e estardo
presentes nas ceélulas filhas, ap6s a divisdo celular (BOLOGNESI, 2015). Apesar dos
micronucleos poderem se originar naturalmente, a exposicdo a agentes genotoxicos aumenta
drasticamente a sua formacdo (ANGELIERI et al. 2014 ). Uma possivel consequéncia da
formacdo dos microndcleos € o aparecimento de neoplasias, como a eliminagdo ou inducao de
genes responsaveis pelo processo de carcinogénese (BENVINDO et al., 2017). Existe ainda a
possibilidade de que inducdo ao aparecimento de micronucleos possa ser utilizada para a
eliminacdo de danos genéticos, a partir da supressdo de genes danosos, como 0S oncogenes
(CARBAJAL-LOPEZ, 2016).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11356-017-0727-2#CR2

29

Figura 5. Micronlcleos em eritrdcitos de peixes.
Fonte: TEODORO et al., 2015.

O teste do micronucleo tornou-se uma das técnicas mais promissoras da citogenética,
por fornecer respostas rapidas e baratas, mediante a avaliacdo da genotoxicidade e
mutagenicidade de diversos agentes, tais como farmacos, agrotéxicos, combustiveis fosseis, e
na identificacdo de poluentes ambientais (LYA et al., 2016). E uma técnica que pode ser
utilizada tanto em animais (ALIMBA; BAKARE, 2016), como em humanos (CERVENA et
al., 2017).

O teste do microntcleo pode ser realizado a partir de ensaios in vitro (mutacdo génica
em células de mamiferos) ou in vivo (medula 6ssea de roedores), e também pode ser realizado
com ou sem bloqueio da divisdo celular. O uso da Citocalasina B para o bloqueio da
citocinese € comum em ensaios in vivo, sendo um aperfeicoamento proposto por Fenech e
Morley em 1985, da técnica original criada por Schmid em 1975 (RIBEIRO et al., 2003;
BALLESTRERI, 2017). A Citocalasina B € um inibidor da polimerizacdo dos filamentos de
actina, que atua no bloqueio da citocinese, mas ndo evita a divisdo nuclear; provocando o
acumulo de células binucleadas, formadas de células que passaram por um Unico ciclo de
divisdo (BOLOGNESI et al., 2017).

In vivo, 0s organismos testes devem ser preparados e expostos ao agente que se deseja
estudar. Depois de um tempo de exposicédo, faz-se a eutanasia do animal e as amostras de
celulas sanguineas da medula 6ssea sdo usadas na preparacéo do esfregago. Deve-se esperar-a
secagem dessas laminas para fixa-las em metanol absoluto por 10 minutos. Em seguida, as
laminas devem ser coradas com Giemsa, lavadas com &gua destilada e secas ao ar, em
temperatura ambiente. Depois de secas, as ldminas podem ser levadas para a analise em um

microscopio optico para visualizagdo dos micronucleos.
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In vitro, os linfécitos sdo cultivadas em meio especifico, geralmente RPMI
suplementado com soro fetal bovino e fitohemaglutinina. A Citocalasina B é adicionada ap6s
44 horas de cultivo a 37°C, e com 72 horas, o cultivo é centrifugado e despreza-se o
sobrenadante. Em seguida as células sdo hipotonizadas com KCI, fixadas com metanol/acido
acético e concentradas por centrifugagdo. O “pellet” de células ¢é ressuspendido e 2 a 3 gotas
da suspenséo e gotejada sobre laminas limpas. Depois de secas, as laminas sdo coradas com
Giemsa (RIBEIRO et al., 2003).

Atualmente, esse teste pode ser utilizado para analise dos danos provocados por
agentes anaugénicos e clastogénicos, a partir da observacdo de aberragcbes cromossdmicas
estruturais e numéricas (HAYASHI, 2016). E possivel também avaliar a instabilidade
gendmica a partir da formagdo de pontes nlcleo-plasmaticas provenientes de cromossomos
dicéntricos, para avaliacdo do impacto de deficiéncias nutricionais em humanos (TOMAZ;
FERRI; FILHO, 2017).

O ensaio do microndcleo foi inicialmente projetado para a avaliacdo de eritrocitos da
medula d6ssea de roedores (SILVA et al., 2015; YANG et al., 2016), posteriormente, com 0
avanco da técnica, esse teste pode ser utilizado em qualquer tipo celular, especialmente em
eritrocitos periféricos de peixes, devido a sua alta sensibilidade a exposicdo a agentes
genotoxicos, podendo assim ser utilizados para a identificacdo da presenca de mutagénicos de
ambientes aquaticos (HALLARE et al., 2016).

3.4.3 Teste do Cometa

O teste do cometa (comet assay), conhecido também como ensaio de eletroforese em
gel de cadeia Unica (Single Cell GelElectrophoresis - SCGE) é um método simples, utilizado
para quantificar os niveis de danos em DNA de células eucarioticas (ARALDI et al., 2015).
Ele foi nomeado por Olive em 1989, que pode observar a aparéncia de nucledides quando
submetidos a eletroforese (WAGNER & PLEWA, 2017). Os nucledides sdo estruturas
formadas a partir do enovelamento de DNA e RNA, formando uma espécie de alca, além da
matriz nuclear e proteinas (GLEI; SCHLORMANN, 2016). No entanto, foram Ostaling e

Johanson (1984) que utilizaram da eletroforese do DNA em micro-gel em meio neutro, porém
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essa técnica ndo era se mostrou tdo precisa. Mais tarde, Singh e colaboradores, padronizaram
a versdo mais conhecida da técnica (LIAO; MCNUTT; ZHU, 2009).

Existem dois tipos de ensaios que podem ser feitos a partir do teste cometa: a versao
alcalina, mais utilizada atualmente, onde é realizada num pH mais basico, e permite a
identificacdo de vérios tipos de lesdes no DNA, e a versdo neutra (pH=7), que permite a
deteccéo e lesdes em fita dupla do DNA.

Existem varios protocolos para a realizacdo do teste cometa, que foram sendo
adaptados de acordo com o tipo de estudo. Basicamente, 0S organismos-testes devem ser
escolhidos e posteriormente, deve ser feita a coleta do sangue periférico para aquisicdo das
células. Esse sangue deve ser imediatamente acondicionado em tubos com uma substancia
anticoagulante. As células entdo devem ser expostas ao agente genotoxico desejado para a
realizacdo do teste (exposicdo in vitro). Existem ainda os procedimentos que indicam que a
exposicdo seja feita antes da coleta do sangue, ou seja, 0 organismo-teste deve ser exposto ao
agente e sO depois deve ser feita a coleta das células (exposicdo in vivo). Logo apds, nas
laminas histoldgicas, é¢ adicionado o gel de agarose em banho-maria, a uma temperatura
controlada de aproximadamente 50°C, depois é removido o0 excesso de umidade da lamina. As
amostras com as células devem ser misturadas a agarose de baixo ponto de fusdo cobrindo-se
com a laminula até solidificarem nessa etapa as amostras devem ser colocadas na geladeira
durante 20 min a uma temperatura de 5°C. Apds isso, as laminulas sdo retiradas e deve ser
acrescentada uma solucéo de lise, onde as laminas devem permanecer por 2h ou mais. Depois
da lise, as amostras serdo colocadas na cuba de eletroforese e cobertas por uma solugédo
tampao. A depender do estudo, esse tampdo pode ser alcalino ou neutro. Apds isso, aplica-se
uma corrente elétrica nas células, e 0 DNA por ter carga negativa migra para fora do nucleo,
qguando ha dano. As laminas devem ser lavadas, secadas e posteriormente coradas e levadas
para a visualizacdo dos cometas em um microscopio optico. A célula apresentara a aparéncia
de um cometa, com cabeca, regido nuclear e a cauda, onde ficam os fragmentos de DNA que

migraram para a regido do anodo.

Essa técnica é mais abrangente e é empregada na deteccdo de danos diretos no DNA,
como quebras da fita simples e duplas, formacéo de sitios alcali-labeis, crosslinks, excisdo de
sitios de reparo, entre outros (KARLSSON; DI; DUSINSKA, 2015). Uma caracteristica
diferencial do ensaio do cometa é o fato dele permitir a deteccdo do dano antes do sistema de

reparo atuar, o que permite a corregédo antecipada das lesbes (FEDATO; MAISTRO, 2014).
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O ensaio do cometa é utilizado para a quantificacdo de células individualizadas, néo
havendo necessidade das mesmas encontrarem em divisdo (KUMARAVEL et al., 2009), essa
é a principal vantagem do teste. Além disso, o ensaio do cometa é relativamente simples e de
baixo custo e apresenta uma alta sensibilidade (COSTA; TEXEIRA, 2014). Esse teste ndo
permite a identificacdo de mutacBes, porém € possivel detectar as lesdes provocadas por
agentes mutagénicos e consequentemente possibilita o estudo de técnicas para o reparo desses
danos no DNA, evitando assim a mutacao génica (COLLINS et al., 2014).

Esse teste pode ser realizado em pesquisas de genotoxicidade tanto in vitro como in
vivo em diversos tipos celulares. Para a sua execucdo, as células sdo colocadas em uma
solucdo de agarose, e posteriormente séo lisadas para a remocao dos componentes celulares e
formacdo dos nucleoides. Logo apos, as laminas sdo submetidas a eletroforese, que pode ser
de dois tipos: alcalina ou neutra, a depender do ensaio. (VASQUEZ; FROTSCHL, 2016). Os
fragmentos de DNA migram em sentido do anodo. Quando postas para a observacdo, as
células possuem a forma de um cometa (FIGURA 6) e 0s danos sdo analisados com o
comprimento da cauda dos cometas. O tamanho da cauda reflete a extensao das rupturas das
hélices de DNA, quanto menores os fragmentos de DNA, maiores serdo os danos (AMAYA;
COLLINS, 2013; COLLINS et al., 2014).

DNA fragmentado

nucleoide

® 4

direcio da migracio

-

Figura 6. Observacao do cometa. A cabeca é o Nucledide, enquanto a cauda é o DNA
fragmentado. Fonte: MARTINEZ et al., 2009.



33

3.4.4 Teste de Ames

O teste de Ames, também chamado de ensaio de reversdo de mutagdo em Salmonella
typhimurium, é utilizado na avaliacdo da genotoxicidade e carcinogenicidade de diversos
compostos, a partir da inducdo de mutacdes do tipo frameshift (deslocamento no quadro de
leitura do DNA) ou a substituicdo de pares de bases, além de ser muito eficiente na analise de
mutagénese ambiental (RESENDE et al., 2015 ; THORNE et al., 2016). Ele foi descrito por
Ames em 1971, enquanto o mesmo estudava o operon responsavel pela sintese de histidina.
Ele observou que a inativacdo desses genes era ocasionada por mutacdes no genoma de S.
typhimurium. Mais tarde, Ames percebeu que esses mutantes podiam ser utilizados no estudo

de compostos potencialmente mutagénicos (MORTELMANS, 2019).

Diversas linhagens de S. typhimurium sdo empregadas na analise de mutacdes, o que
possibilita o aumento da sensibilidade do teste (BERG, et al., 2016). Cada estirpe €
modificada geneticamente para a obtencdo do resultado desejado pela exposicdo a uma
substancia diferente (THORNE et al.,, 2018). A mutacdo rfa, por exemplo, aumenta a
permeabilidade da membrada, permitindo a entrada do composto quimico na célula, enquanto
que a mutacdo uvrB, provoca a delecdo do gene uvrB, tornando essas bactérias incapazes de
reparar os danos em DNA (MATSUMURA et al., 2017). No entanto, a inducdo de mutagcao
no gene de biossintese da histidina é o bioensaio mais utilizado. Esse tipo de mutacéo
impossibilita a bactéria de sintetizar esse aminoacido essencial, e impede o crescimento de S.
typhimurium e formacgdo de suas colénias (MORTELMANS, 2019). Porém, quando essas
mesmas bactérias sdo expostas a substancias capazes de provocar muta¢ées no operon da
histidina, e 0 gene voltar a se expressar, as mesmas conseguem crescer e se formar col6nias
novamente. O namero de coldnias formadas apds a exposicdo de S. typhimurium pode

comprovar o potencial mutagénico do agente estudado (MORTELMANS, 2019).

O principio da técnica é bem simples: sdo escolhidas as linhagens de S. typhimurium
com mutacgdes do tipo rfa ou uvrB, que sdo incapazes de sintetizar 0 aminoacido essencial,
histidina. Cada linhagem deve ser inserida em uma placa com um meio de cultura apropriado,
com ampicilina. Posteriormente, as placas devem ser incubadas por 24h. Logo apds, em um
tubo, deve-se acrescentar a substancia a ser estudada, junto a cultura de bactérias, agar
superficie, biotina e histidina. Essa mistura deve ser levemente homogeneizada e colocada em

uma placa contendo agar glicosado. Essas placas devem ser encubadas por 48h a uma
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temperatura de aproximadamente 37°C. Apds esse periodo, deve ser observada a formacao de

colbnias e realizada a contagem.

O teste de Ames é empregado atualmente devido possibilidade de estudo de diversos
compostos, sejam eles de origem quimica, biolégica ou até mesmo agentes fisicos (SHARIF
et al., 2016). As principais vantagens do teste estdo relacionadas principalmente ao seu baixo
custo, alta eficécia, simplicidade de execucéo, flexibilidade e reprodutibilidade (CLAXTON;
UMBUZEIRO; DEMARINI, 2010).

3.4.5 Teste de Aberragdes Cromossdmicas (AC)

As aberragdes cromossdmicas (ACs) ocorrem devido a mudangas na estrutura dos
cromossomos, podendo ser originadas pela quebra, troca de partes cromossdmicas ou por
problemas durante a divisdo celular (GANEM; PELLMAN, 2012). Essas mudancas podem
ocorrer espontameante ou pela exposicdo a agentes quimicos ou fisicos, que tenham a
capacidade de interagir com 0 DNA (KONDOH et al., 2015). Esses agentes atingem 0s
cromossomos de duas maneiras: podendo induzir a quebra dos cromossomos durante a
divisdo celular (agentes clastogénicos) que ocasionardo mutagdes estruturais (ZHANG;
LEIBOWITZ; PELLMAN, 2013), e podem ainda decorrer de problemas na segregacdo dos
cromossomos, ocasionando alteracbes numéricas como aneuploidias e euploidias (agentes
anaugénicos) (YANG et al., 2013).

Na maioria das vezes, as aberragdes cromossomicas sdo letais as células, devido a
quantidade de genes alterados durante a mutacdo, provocando danos genéticos irreversiveis,
mas, existem casos onde as ACs se estabelecem, e quando atingem células germinativas
podem ser transmitidas pela proxima geracdo (NAASSE et al., 2015). As ACs sdo grande
responsaveis pelo aparecimento de doencas graves, como diversos tipos de canceres e
cromossomopatias, sendo também responsavel por cerca de 50% dos abortos espontaneos
(STRATTON ; CAMPBELL; FUTREAL, 2009; WELLESLEY et al., 2012; SOUSA et al.,
2018).

O aparecimento de ACs, tem sido empregado atualmente como um dos mais eficientes
indicadores de genotoxicidade e mutagenicidade (LANDAU; SLACK, 2011), e existem

diversas metodologias que podem ser empregadas nas mais diversas tarefas, como no
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monitoramento ambiental, avaliacdo do potencial genotéxico de determinados agentes
quimicos ou fisicos, e até mesmo no estudo de problemas nos mecanismos de reparo celular,
uma vez que se as lesdes no DNA ndo forem reparadas da maneira correta, varias alteracdes
podem ser geradas e se acumuladas durante o tempo provocam as aberra¢des cromossémicas
(MOHRIN et al., 2010; HENG et al., 2013).

Nos testes, para a inducdo de aberracGes cromossdmicas, um determinado grupo de
células em divisdo é exposto a agentes quimicos, e a partir disso podem ser observadas
alteracbes como condensacdo exagerada dos cromossomos, degeneracdo do nucleo celular
(picnose), condensacdo tardia dos cromossomos, aparecimento de microndcleos, formacéo de
células binucleadas, pontes cromossdmicas, alem de atrasos na divisdo celular, todos esses
fatores induzem o aparecimento de ACs (MUKHERJEE, D. et al. 2012; REDDY et al., 2012;
ALVES et al., 2016; CARVALHO et al., 2017).

A metodologia desse teste & bem simples, porém apresenta como limitacao principal o
fato de se usarem apenas células de animais. Inicialmente, se deve coletar a amostra de sangue
periférico, previamente heparinizada. Os linfocitos T devem ir para um meio de cultura
RPMI 1640, contendo 20% de soro fetal bovino ou soro humano A/B, e penicilina, com ou
sem estimulacdo mitogénica. Essas células podem ser expostas a agentes mutagénicos in vitro
ou in vivo, o0 que € mais comum. O tempo de cultivo das células pode variar de 24h até 48h, a
uma temperatura de aproximadamente 37°C. Essa cultura deve ser transferida para as laminas,
para a fixacdo do material. Depois de fixado, o material podera ser corado com Giemsa a 2%
por 10 min. Depois, as ldminas devem ser lavadas com agua destilada e secas a temperatura

ambiente. Posteriormente, as células podem ser analisadas usando um microscopio de luz.

3.4.6 Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH)

A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) é uma técnica que vem ganhado espaco na
dentro da citogenética molecular, pois permite a identificacdo de sequéncias especificas de
DNA em uma determinada regido do cromossomo (BISHOP, 2010). Com o auxilio de sondas
marcadas com fluorocromos, varias anormalidades estruturais e numéricas podem ser
observadas (RATAN et al., 2017).
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A técnica de FISH foi descrita inicialmente na década de 80, por Pinkel e
colaboradores. Eles submeteram uma sequéncia de DNA especifica marcada com biotina, a
hibridizagdo com cromossomo de interesse, posteriormente, puderam observar que regides
desses cromossomos tornaram-se fluorescentes (BISHOP, 2010; AN et al., 2017). A
caracteristica principal desse método esta relaciona a capacidade que o DNA tem de se anelar
com sequéncias complementares de DNA ou de RNA formando hibridos, baseando-se no
principio da analise de Southern blot (SAVIC et al., 2010; AVIV, et al., 2011). A hibridiza¢do
consiste na de uma sequéncia alvo do DNA especifica desnaturada e sondas de interesse, que
interagem dinamicamente entre si (LIEHR, 2017). A sonda é uma sequéncia de
oligonucleotideos marcadas com substancias fluorescentes que anelardo com a molécula alvo
(STRACHAN & READ, 2012).

Para realizacdo da técnica de FISH, os seguintes procedimentos devem ser seguidos:
1) a lamina com material biologico deve ser prepara e a amostra fixada e permeabilizada,
juntamente com as sondas marcadas, 2) ocorrera a hibridizacao, 3) a amostra deve ser levada
para retirar 0 excesso de sonda, 4) visualizacdo do material (NEVES; GUEDES, 2012). A
escolha do tipo de sonda a ser utilizada vai depender do resultado que se espera obter. As
sondas diretamente marcadas possibilitardo a analise de cromossomos inteiros, regides
cromossdmicas especificas, ou sequéncias teloméricas ou centrométricas (FIGURA 7)
(LARRACUENTE; FERRE, 2015).

A técnica de FISH possui uma metodologia que pode ser adaptada de acordo com o
tipo de agente a ser estudado, isso porque as sondas sdo especificas e possuem um alvo para
regido do cromossomo. As amostras com tecidos devem ser coletas e transferidas para um
tubo de ensaio, contendo meio de cultura RPMI 1640. Para realizacdo da analise, esse tecido é
colocado sobre uma placa de Petri com o meio RPMI 1640 a temperatura ambiente, e depois
deve ser transferido para um tubo de centrifuga para homogeneizacdo. Remove-se entdo o
sobrenadante formado e acrescenta-se a amostra uma substancia fixadora, e esse material deve
ser armazenado a uma temperatura de -20°C até ser utilizado. As amostras devem ser enviadas
novamente para a centrifuga e adiciona-se mais fixador. Toda a suspensdao formada é
posteriormente disposta sobre uma lamina. Essas laminas devem ser tratadas com uma
solugdo de 2XSSC durante 5 min a 37°C e enxaguadas com agua destilada. Nessa hora,
adiciona-se a solucdo contendo as sondas de interesse sobre as laminas tratadas anteriormente,
e a amostra deve ser vedada e aquecida a uma temperatura de aproximadamente 75° C durante

5 min. Posteriormente, as ldaminas sdo colocadas em camera Umida escura para a hibridizagdo
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das sondas. Apos a hibridizagdo, as ldaminas devem ser lavadas, desidratadas e colocadas para

secar, e sO entdo, as amostras devem ser coradas. Apos isso, pode-se observar os resultados.

Figura 7. Marcacdo de cromossomos pela técnica de FISH.
Fonte: FLEURY medicina e Saude, 2015.

A técnica de FISH permite a analise de danos genéticos provocados por diversos
agentes genotodxicos, além de mapeamento genético, monitoramento das condigcdes
ambientais, na biologia evolutiva, entre outros (CHUNG; LIN; DONG; LI, 2017). Atualmente
é a técnica mais procurada para o diagnostico de doencas graves, como diversos tipos de
canceres e sindromes genéticas (CHAUFFAILLE, 2010; PRESS et al., 2016). FISH € a
principal metodologia da citogenética molecular, sendo a mais utilizada em laboratorios de
andlises clinicas por ser uma técnica altamente sensivel, especifica e confiavel (FAGGIOLLI,
VIJG; MONTAGNA, 2011; LIEHR, 2017).

3.4.7 Teste SMART

O teste SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) é capaz de detectar
agentes mutagénicos e recombinogénicos de compostos quimicos. Foi desenvolvido por Graf

et al. (1984), e detecta tanto mutagdes pontuais no DNA, ou alteragdes em cromossomos,
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como delecOes, translocacbes e recombinacdes (ANDRADE et al., 2014; KOKSAL,;
GURBUZEL, 2015). A partir desse teste, € possivel observar os mecanismos que levam a
perda da heterozigose, através de fendtipos distintos, identificados nas asas dos adultos de
Drosophila melanogaster, que surgiram devido mutacfes ou recombinagdes (LOMBARDOT
et al., 2015).

O teste SMART utiliza-se de células, chamadas discos imaginais, que se proliferam
separadamente até a diferenciacdo, durante a metamorfose. Durante o estagio embrionario das
larvas de D. melanogaster, essas células durante a divisdo mitotica podem sofrer diversos
eventos genéticos, que podem ser identificados nas asas das moscas adultas. Essas alteracdes
podem gerar clones das células mutantes que podem ser observadas nas manchas das
superficies dessas asas (ZAFRED et al., 2016). As mutacGes podem alterar o nimero de
cerdas ou a forma das cerdas das asas (SPANO et al., 2016). Existem dois genes marcadores
utilizados no teste SMART: cerdas com pelos multiplos (mwr) e cerdas alargadas (flare, fIr®)
(FIGURA 8) (SARIKAYA et al., 2016). Essas caracteristicas possibilitam a identificacdo de
diferentes danos genéticos, permitindo a quantificacdo desses danos, tanto de origem
mutacional ou recombinacional (RAND, 2010; GAIVAO et al., 2014).
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Figura 8. Observacao dos fendtipos presentes em asas de D. melanogaster. a- cerdas normais;
b- cerdas multiplas (mwr) e c- cerdas alargadas (fIr®).
Fonte: ZAFRED et al., 2016.

Essa técnica utiliza-se de células sométicas em uma sO geragdo. Para realizacdo do
teste SMART, sdo selecionadas larvas geradas pelo cruzamento de fémeas flr3 (flare) virgens
e machos mwh (pelos multiplos) de D. melanogaster. Essas larvas devem ser transferidas para

tubos plasticos meio de cultivo composto por 1,5 g de puré de batatas instantaneo, e tratadas
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com a substéncia a ser testada, dissolvidos em etanol e agua destilada. Apds a eclosdo, 0s
adultos coletados devem ser tratados com etanol 70% e estocados em tubos plasticos, para
posterior analise dos fendtipos das asas. Para observacdo das mutagdes, deve-se identificar

alteraces fenotipicas duas vezes maior que no grupo controle.
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4 METODOLOGIA

Para a abordagem do tema em estudo, foi feita uma revisdo sistematica de literatura,
seguindo o protocolo de GALVAO E PEREIRA (2014), o qual permite a realizagio de uma
analise mais criteriosa de estudos primarios, possibilitando uma melhor investigacdo do
assunto desejado. A partir disso, busca-se verificar como as técnicas aplicadas ao estudo de
danos de DNA e danos cromossdmicos, causadas por agentes mutagénicos estdo sendo
tratadas no meio cientifico, para auxiliar pesquisadores sobre novos direcionamentos acerca

do tema.

Para a selecdo do material desejado, foram utilizadas plataformas de pesquisas
cientificas, mediante uma busca de dados Online no Google Scholar, SciElo (Scientific
Eletronic Library Online), Medline, Lilacs, Pubmed e no banco de Teses do Periodico
CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), escolhendo estudos
realizados nos ultimos 10 anos, ou seja, de 2009 a 2018. Como principais conceitos-chaves
foram utilizados: em portugués “Citogenética”, “biomarcadores”, “agentes mutagénicos”,

“danos em DNA”, “lesdes”, “genotoxicidade” e “cromossomos”, em inglés “Citogenetic”,

“DNA demage”, “biomarkers”, “mutagenic agents” e “genotoxicity”.

O trabalho foi delimitado em torno de estudos originais sobre as principais
metodologias de analise e sobre quais sd@o os fatores que provocam danos na molécula de
DNA e em cromossomos, mediante a ideia de que o material genético pode sofrer alteracGes

em sua estrutura pela exposicdo a agentes do cotidiano.

Foram considerados para a analise, somente os estudos que utilizaram as técnicas na
deteccdo de danos no DNA e em cromossomos e a identificacdo dos agentes genotdxicos e/ou
mutagénicos. Além disso, s6 foram incluidos trabalhos informacGes sobre: nome do
periddico, o ano da publicacdo, autor principal e colaboradores, identificacdo da instituicdo de

pesquisa, o tipo do teste e o agente fisico ou quimico estudado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA PRODUCAO CIENTIFICA SOBRE O TEMA

Neste estudo, foram analisadas as principais técnicas de avaliacdo em danos na
molécula de DNA e nos cromossomos, considerando as publicacbes cientificas que
abordavam quais substancias provocavam lesGes no material genético dos seres vivos,
incluindo plantas e animais, além do uso na avaliagdo do monitoramento das condicGes

ambientais de ecossistemas expostos a agentes genotoxicos e mutagénicos.

O levantamento bibliografico resultou em 300 artigos cientificos que abordavam o
tema técnicas de analise nos danos em DNA e cromossomos de maneira geral. Desses
trabalhos, foram selecionados aqueles que encaixavam nos critérios da pesquisa, como
descrever o procedimento realizado, qual agente era investigado, quais tipos de organismos
eram analisados e a sua relevancia para a comunidade cientifica, resultando em 185 artigos.
Os estudos distribuiram-se da seguinte forma: 40 estudos para o teste de Allium cepa, 35
estudos para o teste do micronucleo, 30 para o teste do cometa, 25 estudos para o teste de
Ames, 10 estudos para teste de aberracdes cromossdmicas, 20 estudos para a hibridizagéo in

situ Fluorescente e 25 estudos para o teste SMART.

Um dos critérios de inclusdo dos trabalhos foi os mesmos terem sido realizados nos
altimos 10 anos. Na figura 9, pode-se observar o crescente aumento na de publicacdo entre os
anos de 2009 e 2018.
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Figura 9. Numero de PublicacGes encontradas sobre técnicas citogenéticas, no periodo de
2009 a 2018.

Pode-se atribuir esse aumento na utilizacdo das técnicas de analise de danos no DNA e
em cromossomos, a preocupacdo dos pesquisadores em entender 0s processos que provocam
as lesbes no material genético, devido a crescente exposicdo a agentes genotdxicos e
mutagénicos. Segundo Valente e colaboradores (2017), a utilizacdo de técnicas especificas
para avaliacdo desses danos, é fundamental para deteccdo de danos precoces e a
implementacdo de medidas preventivas e diminuidoras contra o contato com esses agentes. O
aumento dessa exposicdo € ocasionado principalmente pelo desenvolvimento das industrias,
que expdem as populacdes a substancias quimicas nocivas a saude dos seres vivos. Scherer e
Strohschoen (2013) afirmam que diversos agentes genotoxicos, tais como agrotoxicos,
combustiveis, aditivos alimentares e conservantes interagem com a molécula de DNA e

alteram a sua estrutura, podendo acarretar em mutacoes prejudiciais.

Em um estudo realizado por Belcavello e colaboradores (2017), é possivel afirmar que
as plantas possuem substancias bioativas desconhecidas, que muitas vezes provocam de
reacOes alérgicas a interacBes com diversos tipos celulares, provocando alteragcdes na
molécula de DNA. Existe ainda a preocupacdo com a populacdo que estd exposta a
determinados compostos, devido unicamente ao seu estilo de vida. O estudo de Ferigolo e

Sagrillo (2013) analisou a atividade carcinogénica do chimarrdo em pessoas que tem o habito
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de consumir todos os dias e demonstrou a acdo genotoxica pelo teste do micronucleo. Sabe-se
que o cancer se inicia devido ao acimulo de lesGes no DNA, que se prolongam com tempo e
alteram a fisiologia da célula, provocando a divisdo desacelerada e formacdo de tumores.
Entender a natureza dessas lesGes e como essas substancias interagem com a molécula de
DNA é crucial para alertar a populacdo dos riscos que as mesmas correm. Ballestreri (2017)
descreve inUmeros agentes carcinogénicos que todos 0s seres Vvivos estdo expostos,
destacando: farmacos, conservantes alimentares, poluicdo de automdveis, gasolina, além de

agentes bioldgicos, como a radiacdo ultravioleta e microrganismos.

Outra area em crescimento de publicacGes é a de biomonitoramento das condi¢bes
ambientais. Sdo diversos estudos, de diversas categorias, que visam entender principalmente a
relagéo entre poluicdo ambiental com o aparecimento de anomalias em diversas espécies de
plantas e animais. Xisto et al. (2017), estudou os efeitos da poluicdo atmosférica em espécies
vegetais. Eles puderam observar que as mutagdes ocorreram principalmente em células-maes,
0 que aumenta a possibilidade dessas alteracdes serem perpetuadas nas geracdes seguintes. Ja
Egito analisou a presenca de agentes mutagénicos em agua de rios poluidas, e comprovou que
certas substancias provocaram alteraces na proliferacdo celular e aumento na frequéncia de

aberracdes cromoss6micas nos organismos estudados.

Quando se analisa as publicacGes por tipo de técnica no periodo de 2009 a 2018, foram
encontrados 40 artigos sobre o teste de Allium cepa, representando 22% das publicacdes, 35
artigos sobre o teste do micronicleo, com 19%, 30 artigos sobre o teste do cometa,
representando 16%, 25 para o teste de Ames, representando 13%, 10 artigos para teste de
aberracGes cromossdmicas, com 5%, 20 artigos para a hibridizacdo in situ Fluorescente,
representando 11% e 25 estudos sobre o teste SMART, representando 14% (FIGURA 10).
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Figura 10. Relacdo do nimero de publicacdes agrupadas por tipo de marcador, na busca
realizada entre o periodo de 2009 a 2018.

O teste de Allium cepa possui 0 maior nimero de publicacdes, e isso pode ser devido
ao fato de ser o teste mais antigo. Carvalho et al. (2018) comprovou essa afirmacdo e
acrescentou gue o grande nimero de publicacGes esta ligado também ao fato da cebola ser um
vegetal de facil manuseio e armazenamento e também por estar disponivel o ano inteiro. Pode
ser observado também que o grande uso do uso dos bioensaios de A. cepa se deve ao fato
dessa técnica ser validada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), pelo Programa
Internacional de Quimica e Seguranca Social (IPCS) e pelo Programa das Nac6es Unidas para
Meio Ambiente (PNUMA), como sendo o teste mais eficiente para deteccdo de
genotoxicidade. Foi observado também, no estudo realizado por Silva e Cariello (2017) que o
teste de A. cepa € o sistema-teste mais facil de ser adaptado, a depender da amostra utilizada,

com isso sdo varias as metodologias que podem ser encontradas na literatura.

Para o teste do micronucleo, as publicagdes apresenta-se como o segundo teste com
maior nimero de publicacdes, devido o fato de essa técnica apresentar baixo custo, alta
eficiéncia e uma execucdo simples, podendo ser modificada de acordo com o agente estudado.
Além disso, os micronucleos séo estruturas que podem ser visiveis em qualquer tipo celular
exposto a agentes tdxicos, com isso, varios organismos-testes podem ser utilizados nas
analises (BALLESTRERI, 2017).
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O teste do cometa é uma técnica muito utilizada para o monitoramento de lesGes no
DNA e é uma ferramenta Util para entender os mecanismos que reparo do DNA. Londero et
al. (2013) descreveram que por ser um teste que necessita de aparelhos especificos, ha uma
limitacdo no seu uso. O uso do ensaio do cometa estd sempre associado com outro teste,
principalmente o teste de micronucleo, o que permite uma maior veracidade nos resultados
(RODRIGUES et al., 2009).

O teste de Ames é comumente utilizado para 0 monitoramento ambiental, sendo um
dos mais recomendados pelo Orgdo de Controle Ambiental dos Estados Unidos (EPA).
Apesar de ser um teste bastante eficiente, a sua principal limitacdo esta relacionada a
dificuldade de ter as cepas das bactérias mutantes disponiveis.

O teste de FISH € uma técnica da citogenetica molecular que vem ganhando bastante
espaco na analise de danos no material genético. O crescente aumento no numero de
publicacbes sobre a FISH estd relacionado principalmente a sua alta especificidade e
sensibilidade. Porém, € uma técnica que apresenta inimeras limitacbes que comprometem a
sua utilizacdo (Neves e Guedes, 2012). O grande problema esta nos resultados falso-negativos
que ocorrem, devido, em alguns casos, baixa disponibilidade de moléculas de rRNA para a
realizacdo do anelamento. Outra limitacdo da técnica é o risco de ocorrer marcacgoes

inespecificas em regides indesejadas de cromossomos.

O teste SMART ¢ apresentado na literatura como sendo altamente eficiente, mas de
execucdo limitada. Rigo (2009) explica que isso ocorre divido ao fato do teste necessitar da
realizacdo do cruzamento entre linhagens de Drosophila melanogaster especificas para cada
tipo de analise a ser realizada, o que torna o teste dispendioso. Perkhulyn et al. (2015) explica
gue quanto mais simples for o teste, maior a probabilidade do mesmo ser realizado com maior
frequéncia, e que muitos resultados obtidos através do teste SMART podem ser obtidos com

ensaios mais simples.

O teste de aberragfes cromossdmicas possui um baixo numero de publicacdes, pelo
fato de existirem inGmeras metodologias que identificam essas alteracfes nos cromossomos,
gue tem uma andlise mais rapida e facil. Porém, a maioria desses testes, como o0 do
microndcleo e ensaio do cometa, ndo permitem a visualizacdo dos cromossomos, apenas 0S
danos que ocorreram devido a exposicao a determinados agentes. Com isso, metodologias que
permitem a visualizacdo das alteracdes, tanto numéricas ou estruturais dos cromossomos séo

utilizadas quando o objetivo €é detalhar o tipo de dano no cromossomo.
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5.2 ANALISES POR TIPO DE TESTE EM ESTUDO

5.2.1 Teste de Allium cepa

O teste de A. cepa foi a principal técnica utilizada na identificacdo de danos em DNA
e em Cromossomos. Dentre as suas principais utilidades, podemos citar o biomonitoramento
ambiental, como da &gua e solo contaminados, toxicidade do extrato de plantas, potencial
mutagénico de farmacos sintéticos, entre outros. A tabela 1 mostra as principais utilizacdes do
teste A. cepa encontradas nos estudos.

Tabela 1. Namero de publicagdes sobre estudos utilizado o teste de Allium cepa, relacionando
com os tipos de agentes.

NUMERO DE

TIPO DE ESTUDO AGENTE TESTADO PUBLICACOES

Residuos industriais, petroleo,
Biomonitoramento BTEX, poluentes
X > . 16
ambiental atmosféricos, residuos
hospitalares

Toxicidade de Extrato de

plantas - 10
Toxicidade de farmacos Dipirona, paracetamol 8
Agrotoxicos Inseticidas, pesticidas, :

fitofarmacéuticos

Dentre as principais utilidades, o teste de A. cepa é aplicado no monitoramento
ambiental, onde foi analisado principalmente o potencial mutagénico de poluentes em corpos
d’agua. No estudo de Oliveira e colaboradores (2011) é notavel que a composi¢do quimica
dos residuos industriais que sdo lancados em rios na cidade de Tremembé (SP) é uma das
principais causas de mortalidade dos animais e da vegetacdo presente no ambiente. Utilizando
o teste de A. cepa, foi possivel comprovar que as atividades mutagénicas dos compostos
despejados nos rios era alta, e que a depender do tipo de agente, as lesdes podem ser intensas
a ponto de provocar mutagdes irreversiveis. Em outro estudo realizado por Herrero et al.

(2012) é comprovado a toxicidade de compostos muito comuns em efluentes industriais, que
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provocaram alteracfes nas raizes de A. cepa, constatando a importdncia do teste para

determinagédo do impacto ambiental.

A metodologia de A. cepa é simples, mas eficaz, e € muito utilizado em pesquisas no
mundo inteiro. Radi¢ e seus colaboradores (2010) estudaram os efeitos citotoxicos e
genotoxicos de um rio na Croacia, identificando diferentes alteragcbes no crescimento e
desenvolvimento do vegetal A. cepa, além do aparecimento de aberracbes cromossémicas.
Em outro estudo, Akinboro et al. (2012) verificou a presenca de agentes genotoxicos e
mutagénicos em um rio na Malasia, e avaliou os efeitos colaterais desses agentes no vegetal
A. cepa. Foi entdo observado alterac6es na diviséo celular e em problemas nos cromossomos,
como a formacdo de pontes anafasicas, cromossomos em anel e quebras. Outra preocupacédo
levantada no estudo foi a utilizagdo de agua contaminada com poluentes para a irrigacao

agricola, o que comprova ainda mais a importancia de estudos do tipo.

Outro tipo de estudo importante que pode ser realizado a partir do teste de A. cepa, € a
analise genotoxicidade do extrato de plantas. Com o aumento no consumo de fitoterapicos, é
importante compreender se as substancias quimicas provenientes do metabolismo das plantas

tém a capacidade de interagir com o DNA e provocar efeitos clastogénicos ou mutagénicos.

Tedesco et al. (2012) afirma que a maioria das vezes, a ativacdo dos compostos
quimicos das plantas esta relacionada ao seu modo de uso. Os extratos sdo comumente
preparados por infusdo ou decocgdo, que sdo métodos que se utilizam do aumento da
temperatura para a obtencao do principio ativo desejado. Simdes et al. (2010) afirma que as
substancias podem ser alteradas com a variacdo da temperatura. Em outro estudo realizado
por Lacerda e colaboradores (2014), foram analisados os efeitos do extrato de jatoba sobre as
células de A. cepa, e as alteracbes mais significativas tratou-se da diminuicdo no indice
mitotico, comprovando a acgdo citotoxica do Jatoba. Mas os resultados para alteracdes
cromossdmicas foram negativas, mostrando a importancia desse teste para comprovar que

nem todas as substancias podem provocar danos no DNA.

Existem diversos estudos na literatura utilizando o teste de A. cepa que comprovam a
citotoxicidade de diversas familias botanicas tais como Fabaceae, Euphobiaceae e Asteraceae.
E bastante comum observar também alteracbes no indice mitdtico, ou indicacdo de que as
substancias quimicas presentes nessas plantas podem ser carcinogénicas. Aquino et al. (2017)
comprova que a muitas neoplasias sdo ocasionadas por interacbes das células com

determinados agentes e ndo necessariamente com o DNA, pela agdo citotoxica da substancia.
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Estudos que avaliam o potencial mutagénico de farmacos estdo em crescimento no
mundo inteiro, devido o aumento do no uso indiscriminado de remédios. Essa preocupagdo
fez com que vérios medicamentos de diversos efeitos fossem testados. Rego e colaboradores
(2015) testaram o potencial mutagénico de dipirona sddica e do paracetamol em células de A.
cepa, e obtiveram como resultado um aumento significante no nimero de aberragdes
cromossdmicas em todas as concentragdes testadas de paracetamol. Para a dipirona sodica,
além do aparecimento de danos cromossdémicos, houve também uma diminuigdo no indice
mitético. Porém, esse estudo contradiz com os resultados obtidos por Lessa et al. (2017) que
analisou a capacidade do carvdo mineral em diminuir o potencial mutagénico do paracetamol.
Eles observaram que poucas foram as alteracGes provocadas nas células de cebola, e que
houve um aumento no indice mitdtico, resultados contrarios a todos os outros estudos. 1sso
mostra que o teste de A. cepa ndo é sO importante para avaliar o potencial mutagénico de
substancias, mas como também pode ser utilizado na observacdo da reversdo das lesbes no

DNA e em Cromossomos.

Um dado importante no que se diz respeito ao teste € que em 99% dos trabalhos
levantados, mesmo sem o aparecimento de lesbes cromossdmicas nas células, foi possivel
observar que houve a diminuicdo imediata no crescimento das raizes de A. cepa, quando
expostas aos agentes genotoxicos, comprovando a eficacia para a analise de alteracOes

citotoxicas provocadas por determinadas substancias.

Com o passar do tempo, a metodologia de A. cepa se mostrou facil, rapida e eficaz na
analise dos danos em DNA e em cromossomos, sendo uma das mais aplicadas no mundo
inteiro. Pode ser utilizada para testar uma infinidade de agentes mutagénicos, que vdo desde
contaminantes ambientais, como poluicdo, combustiveis fésseis, medicamentos e extratos de
plantas, até mesmo para comprovar que nem todos 0s compostos provocam alteragdes
genéticas. Nao foram encontrados trabalhos que limitem o uso da técnica, isso em decorréncia

da sua completude e alcance total dos objetivos.

5.2.2 Teste do Micronucleo

O teste do micronucleo é simples, e seu uso vem crescendo nos Ultimos anos, uma vez

que ele permite a avaliacdo da genotoxicidade de compostos das mais diversas origens, tanto
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quimica, fisica ou biologica. Essa técnica pode ser realizada através de testes in vitro, onde se
utiliza de células, geralmente linfocitos humanos ou in vivo, feito em células da medula dssea
de camundongos. Mas, com o passar do tempo, esse teste comecou a ser empregado na
analise de genotoxicidade em outras células, principalmente nas células da mucosa oral e em

eritrocitos de peixes.

Sdo diversas as analises que podem ser realizadas utilizando o teste do micronucleo,
podendo ser empregado principalmente na analise de danos cromossémicos em mamiferos,
incluindo humanos. Na tabela 2, podem ser observados as mais diversas utilidades do teste de
MC.

Tabela 2. Namero de publicagdes sobre estudos utilizando o teste do micronucleo
relacionando com o tipo de agentes genotoxicos estudados.

NUMERO DE
TIPO DE ESTUDO AGENTE ESTUDADO PUBLICAC}OES
EXD0SICA0 3 A0rOtEXICOS Pesticidas, inseticidas, 4
posicao a ag herbicidas
Toxicidade de plantas Latex, Nicotina, extrato de 13
plantas
Monitoramento ambiental Efluent,e's em rios, poluicao 10
atmosférica, metais pesados
Toxicidade de produtos Botox, aparelhos 6
estéticos odontologicos, cremes
Toxicidade de fArmacos Esteroides anabolizantes, 5

dipironas

O teste do micronucleo é usado na identificacdo de danos cromossdmicos, induzidos
por agentes genotdxicos, ja que os micronicleos sdo estruturas formadas a partir de quebras
de cromossomos acéntricos. Os danos podem ser classificados de acordo com o tamanho e
quantidade de microndcleos formados nas células e o aumento na frequéncia de micronicleos

pode indicar o grau de periculosidade de uma determinada substancia.

De acordo com Verri et al. (2017), o teste do micronucleo é empregado principalmente
no estudo de danos em cromossomos provocados por uso de plantas. E observado que desde a
antiguidade, o homem se utiliza de plantas medicinais para tratar diversas doencas, obtendo os
extratos pelos meios de infuséo e decoccdo e maceracdo do vegetal desejado. Belcavello et al.
(2012) estudaram a acdo de Zornia diphylla, uma planta medicinal muito utilizada
popularmente no tratamento de diversos tipos de canceres. Como resultado, eles observaram a

presenca de microndcleos nos eritrocitos de ratos, quando expostos a determinadas
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concentragdes por muito tempo, comprovando a agio genotdxica e citotoxica dessa planta. E
um estudo importante porque demonstra que o uso indiscriminado de extratos de plantas

medicinais pode contribuir no aparecimento de alteragdes genéticas.

Para 0 monitoramento ambiental, o teste do micronicleo é aplicado em diversos
organismos como indicadores de poluicdo, dentre os quais se destaca a espécie vegetal
Tradescantia pallida cv. purpurea que é muito utilizada como indicadora da qualidade do ar.
No estudo de Xisto et al. (2017) buscou-se analisar os efeitos genotoxicos de poluentes
atmosféricos através da presenca de micronlcleos em T. pallida cv. purpurea. Eles
observaram um aumento elevando na frequéncia de micronucleos nas células-mées de grao de
polen que estavam em locais com altos indices de poluicdo em comparagdo ao grupo controle.
Esse estudo corroborou com o realizado por Teixeira e Barbério (2012) que comprovaram a
eficacia do sistema de teste do micronucleo associado a T. pallida cv. purpurea na analise das

condigdes ambientais de uma regido.

Diversos foram os estudos encontrados ilustraram o potencial mutagénico de
compostos presentes na agua, principalmente em rios e estuarios. No estudo de Dias et al.
(2012), foram observados a presenca de micronucleos e outras anormalidades nucleares em
células de peixes que habitavam uma lagoa contaminada com lixo urbano. Através da
observacao dos danos cromossémicos, € possivel alertar os 6rgdos de salde publica quanto ao
risco de contato da populacdo com essa agua contaminada e criar medidas que visem

monitorar 0s ambientes aquaticos e tentar reverter a situacdo de poluicéo.

Mota e colaboradores (2009) estudaram a contaminacgdo de um rio que fornecia peixes
para alimentacdo da populacdo. Eles observaram a presenca elevada de micronicleos nas
células de tilapias e indicaram a presenca de contaminantes com potencial genotoxico no rio.
A partir desses resultados, foi possivel afirmar que o consumo desses peixes com alteracdes
cromossdmicas podem trazer riscos para a populacdo. Estudos do tipo sdo importantes nao so
para a identificacdo de agentes genotoxicos e mutagénicos em agua, mas também para alertar
aos 0rgdos responsaveis sobre medidas de prevencado e controle que devem ser implementadas

para evitar e/ou diminuir os efeitos da poluicdo, tanto dos animais, como em humanos.

Faria e Braga (2015) investigaram a interferéncia do consumo de bebidas alcodlicas e
0 uso do aparelho ortoddntico no aparecimento de micronucleos em células da mucosa oral de
estudantes universitarios e encontraram resultados positivos para essas alteragdes

cromossémicas. A presenca dos micronicleos nem sempre serve como indicadores que a
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pessoa esta pré-disposta a desenvolver neoplasias malignas, mas afirmam que a frequente
exposicdo a agentes mutagénicos pode sim causar danos que culminam em mutacGes

malignas.

O hébito de fumar, principalmente em publico, expbe as pessoas a fumaca do cigarro,
que € tdo grave quanto o prdprio consumo. Paumgartten e seus colaboradores (2017)
observaram a presenca de lesdes teciduais em diversos de ratos expostos a fumaca do cigarro,
além da presenca de micronucleos em diferentes células, o que comprova 0 perigo que o
cigarro apresenta ao organismo e mostra que o teste do micronlcleo é uma metodologia

simples e acessivel para estudos do tipo.

Em procedimentos estéticos, tais como técnicas de clareamento bucal e de pele,
cremes emagrecedores, aparelhos odontologicos, produtos para cabelo entre inlmeras outras,
sdo utilizados compostos quimicos e agentes fisicos, e 0 seu uso indiscriminado pode
provocar efeitos adversos no organismo. Dallé e Toni (2009) utilizaram o teste do
micronucleo para avaliacdo do potencial genotdxico de clareadores bucais caseiros e
encontram alteracGes na funcdo celular e fragmentacdo nuclear, mostrando que a utilizacao de
substancias genotdxicas € mais comum do que devia. No seu estudo, Crespo et al. (2009)
observaram alteracbes no DNA de células expostas a um fotoprotetor utilizado
frequentemente por varias pessoas a partir da inducdo de micronucleos, o que aumenta ainda

mais a importancia do uso do teste do micronucleo.

O teste do micronucleo é uma alternativa bastante viavel no estudo de danos no DNA
e em cromossomos, pois permite a identificacdo clara das alteracfes provocas pela exposicdo
a agentes genotoxicos. Possui como principais vantagens o fato de ser de simples e facil
execucdo, fornece resultados rapidos e precisos, pode ser utilizado na classificacdo de
diversos agentes, tanto de origem, quimica ou biolégica. Mas, como em todos os testes, esse
também apresenta algumas limitacdes. EXxistem agentes genotoxicos que ndo induzem a
formacdo de micronicleos, portanto, nem todos os estudos que dao negativos pra
micronucleos significam que o agente testado ndo é mutagénico. Mesmo assim, a metodologia
do micronlcleo é uma oOtima alternativa para a deteccdo de danos em DNA e em

Cromossomaos.
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5.2.3 Teste Cometa

O ensaio do cometa € uma metodologia simples e eficaz, e se tornou um dos testes
mais utilizados na deteccdo e quantificacdo de danos em DNA e em cromossomos, por ser
capaz de identificar as lesdes antes de elas ocorrerem. Foi desenvolvida inicialmente para
testar a genotoxicidade da radiacdo em células, porém, com o passar do tempo, passou a ser

utilizada também no estudo dos mecanismos de reparo em células individuais.

O teste Cometa é uma técnica de analise de danos em DNA e cromossomos
abrangente, e que pode utilizar qualquer tipo celular. Existem diversos estudos sobre
genotoxicidade de diversos compostos. A tabela 3 demonstra as principais aplicacdes desse
teste.

Tabela 3. Namero de publicagdes sobre estudos utilizando o ensaio do cometa, relacionando
com o tipo de agentes genotoxicos estudados.

NUMERO DE
TIPO DE ESTUDO AGENTE ESTUDADO PUBLICACOES

Efluentes

Monitoramento ambiental domésticos/industriais, lixo, 9
poluicdo

Exercicio fisico, cigarros,
Estresse oxidativo bebidas alcoolicas 12
Nanoparticulas
Toxicidade de Agrotoxicos Pesticidas, herbicidas, 5
Radiacdo UV, computadores,

Toxicidade da radiacéo )
micro-ondas

O teste cometa tem sido muito empregado no biomonitoramento ambiental. Em um
estudo feito por Valverde e Rojas (2009), o ensaio do cometa é apontando como a principal
técnica de estudo para analise das condicdes ambientais, pois permite avaliar o dano
diretamente nas populacfes expostas, portanto muito empregado para testes in vivo. A
dificuldade encontrada na utilizacdo do ensaio do cometa in vivo € o fato de muitas vezes nao
se ter o conhecimento do agente causador de danos no material genético. Nigro et al. (2009)
detectou a presenca de agentes genotdxicos em ambientes aquaticos utilizando-se o ensaio do
cometa em celulas de diversas espécies sentinelas de agua doce e salgada. Kolarevi¢ et al.
(2013) observaram danos no DNA hemdcitos do mexilhdo de agua doce Sinanodonta
woodiana em um rio poluido, e obtiveram resultados valiosos que demonstram a eficiéncia do

teste cometa para o biomonitoramento ambiental. E importante salientar que em estudos como
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0s apresentados acima, o teste foi utilizado apenas para fornecer dados para a tomada de
medidas de combate a poluicdo de ambientes aquaticos, e que 0s agentes genotOXicos
causadores das lesdes no DNA nédo foram identificados.

Manzano e colaboradores (2015) avaliaram os riscos provocados pela utilizagdo de
agua contaminada com efluentes domésticos e industriais pelo ensaio do cometa, e detectaram
que a populacdo estava exposta a agentes genotoxicos nos periodos de chuva, que é quando o
rio esta cheio e a agua pode ser usada para diversos fins, desde lavagem de roupas, consumo e
preparo de alimentos. Na época de seca ndo houve resultados positivos para genotoxicidade,

devido o fato de nessa época, a populacéo ribeirinha faz uso de 4gua comprada.

Reichhold et al. (2009) utilizaram o teste do cometa para analisar a acdo de exercicios
de resisténcia na instabilidade do DNA e aparecimento de lesdes, e detectaram que a préatica
de exercicios de resisténcia pode gerar aumento no estresse oxidativo e aparecimento de
danos no DNA. O estudo de Akimoto e colaboradores (2010) explica que o exercicio intenso
eleva o numero espécies reativas que levam a diminuicdo da protecdo contra o estresse

oxidativo.

O estresse oxidativo também pode ser provocado pela exposi¢cdo a nanoparticulas.
Sharma et al. (2019) estudaram o efeito de nanoparticulas de 6xido de zinco em células
hepaticas humanas e detectaram o aparecimento de danos no DNA, devido a producdo de
espécies reativas de oxigénio. Outra nanoparticula muito estudada com o teste cometa € o
dioxido de titdnio, muito utilizado na industria de cosméticos. Trouiller et al. (2009),
Woodruff et al. (2012), Naya et al (2012) e Chen et al. (2014) demonstraram que a exposicdo
prolongada ao diéxido de titanio pode levar a inducdo do estresse oxidativo das células devido

0 aparecimento de espécies reativas, o que pode provocar lesdes a nivel de DNA.

Marinowic e colaboradores (2011) estudaram a agdo genotéxica do pesticida
Piretroide B-Ciflutrina em células de peixe e comprovaram o potencial mutagénico desse
composto, devido a formagdo de “cometas” nas células, além da morte de alguns peixes. Silva
et al. (2013) estudaram a letalidade do FOLISUPER 600BR sobre girinos da espécie
physalaemus cuvieri e observaram a inducdo de danos no DNA, que provocava a morte
precoce dos girinos. Estudos como estes sdo importantes, pois mostram que substancias

comuns podem apresentar perigo para todos.

Wang et al. (2013) avaliaram a eficiéncia do teste cometa na deteccdo de danos

provocados pela radiagdo ionizante e detectaram a quebra de fitas duplas do DNA pela
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observa¢do dos ‘“cometas” formados. Garaj-Vrhovac & Ores¢anin (2009) observaram as
lesbes formadas no DNA de leucdécitos expostos a radiagdo micro-ondas. Eles observaram que
aumento na cauda dos cometas variou de acordo com o tempo de exposi¢cdo. Esse ultimo
trabalho € interessante porque as micro-ondas estdo presentes no dia a dia da populacéo, que
muitas vezes utiliza dessa radiacdo para esquentar alimentos. N&o se sabe bem os efeitos do
consumo de expostos as micro-ondas, mas estudos como esse ddo subsidios para pesquisas

sobre o tema.

5.2.4 Teste de Ames

O teste de Ames, também chamado de ensaio de reversdo de mutacdo em Salmonella
typhimurium, Teste de Salmonella ou Ensaio do Microssoma é uma metodologia simples,

utilizada para avaliar os danos em DNA causados por substancias genotoxicas.

As linhagens de S. typhimurium modificadas geneticamente para se tornarem sensiveis
a substancias genotoxicas, a partir de mutacdes nos genes responsaveis pela sintese da
histidina. Cada linhagem possui sensibilidade para identificar determinados tipos de
mutacOes, aumentando a variedade de agentes que podem ser estudados. Na presenca de
determinadas substancias, essas bactérias conseguem reverter seu carater auxotrofico e

passam a formar colénias, mesmo sem a presenca da histidina.

O teste de Ames é uma técnica utilizada na detec¢do de mutacdes provocadas por
substancias quimicas, agentes fisicos como a radiacdo, para 0 monitoramento das condi¢fes
ambientais, entre outros. Na tabela 4, pode ser observada as principais aplicacdes do teste de

Ames, de acordo com o nimero de estudos encontrados.

Tabela 4. Namero de publicacdes sobre estudos utilizando o teste de Ames, relacionando
com o tipo de agentes genotdxicos estudados.

NUMERO DE
TIPO DE ESTUDO AGENTE ESTUDADO PUBLICA(;C)ES
Toxicidade de nanoparticulas D'OX'dq Qe t|t_an|o, OX,'dO de 10
aluminio, zinco soltvel
Toxicidade de Plantas Oleos essenciais, flavonoides 10
Toxicidade de Agrotoxicos Pesticidas 4

Monitoramento ambiental Poluicdo de agua 1
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Yang e colaboradores (2011) estudaram a genotoxicidade de nanoparticulas de prata e
observaram que esse agente ndo provocava mutagdes nas bactérias. O mesmo autor em 2012
avaliou o potencial mutagénico do diéxido de titanio e obteve 0s mesmos resultados que o
estudo anterior, chegando a conclusdo de que o teste de Ames ndo é eficiente na analise da
mutagenicidade das nanoparticulas. Segundo Kumar et al. (2011) as nanoparticulas ndo sao
capazes de provocar mutagdes nos genes do operon da histidina em S. typhimurium, por isso
0s resultados sdo comumente negativos, mas isso ndo significa que as nanoparticulas nao
afetem o DNA. Por isso é importante sempre utilizar o teste de Ames associado a outros testes
de genotoxicidade. Pan et al. (2009) adaptou a metodologia de Ames, escolhendo linhagens
de Escherichia coli para realizacdo do teste, e obteve resultados positivos em relagdo a
genotoxicidade de nanoparticulas de 6xidos metalicos.

Resende e colaboradores (2012) estudaram a acdo de flavonoides e detectaram a
genotoxicidade dos tipos kaempferol, galangina e quercetina, em diferentes concentracdes.
Esses flavonoides sdo muito utilizados pela populacdo no tratamento de algumas doengas,
podem ser biotransformados em compostos toxicos ao corpo, promovendo acdo contraria a
esperada. Ghazali et al. (2011) ao analisaram o potencial mutagénico do extrato de Mitragyna
speciosa perceberam que essa espécie provocava um efeito contrario, que era a capacidade de
anular os efeitos genotdxicos de outras substancias. Esse trabalho mostrou-se significativo,
pois comprova que a utilizacdo do teste de Ames vai além do que testar a genotoxicidade de

diversos compostos, como tambeém de validar a atividade antimutagénica de substancias.

Zhao et al. (2009) observaram o potencial mutagénico de pesticidas organoclorados a
partir de mutacGes do tipo frameshift em estirpes de S. typhimurium. Liman et al. (2010)

comprovou a acao do pesticida metolcarbo.

O teste de Ames possui uma metodologia simples, e facil de ser adaptada de acordo
com o tipo de agente a ser estudado. Outra vantagem € nao necessita de células para a analise,

pois se utiliza diretamente de linhagens especificas da bactéria S. typhimurium.

5.2.5 Teste de aberracdes Cromossdmicas

O teste de aberragbes cromossdmicas, também chamado de teste de avaliagcdo

cromossémica consiste na visualizacdo de mutacBes estruturais ou numéricas, que ocorrem
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devido a influéncia de diversos fatores, incluindo agentes genotdxicos. O aumento na
frequéncia de aberracBes cromossdmicas em células é utilizado como indicador de

genotoxicidade, uma vez que as ACs ocorrem em taxas muito raras naturalmente.

As alteragcdes cromossdmicas podem ser observadas em células metafasicas, a partir da
visualizacdo do cariétipo. A tabela 5 mostra os principais estudos encontrados utilizando o
teste de ACs.

Tabela 5. Namero de publicac@es sobre estudos utilizando o teste de aberracdes
cromossOmicas, relacionando com o tipo de agentes genotoxicos estudados.

NUMERO DE
TIPO DE ESTUDO AGENTE ESTUDADO PUBLICAC}OES
Toxicidade de plantas Extrato de plantas 5
Toxicidade de combustiveis Gasolina, Btex 5

Pinho et al. (2010) estudaram a acdo mutagénica da infusdo de Baccharis trimera e
observaram alteracbes como separacdo das cromatides-irmas, provocando alteracGes
estruturais e numericas e aumento no indice mitotico, comprovando a eficacia do teste de
ACs. Sulczewski et al. (2014) analisou a atividade genotoxica de avenca e observou 8 quebras
cromossdmicas em diferentes concentracbes testadas. Outras alteragdes como as
metanucleares foram encontradas nos nudcleos interfasicos das células foram observadas,
mostrando que a técnica de ACs podem ser utilizadas na identificacdo de danos em nivel

cromossodmicos.

Existem diversos estudo na literatura sobre a utilizacdo do teste de ACs, mas que em
sua grande maioria estdo antes do periodo escolhido para realizacdo deste trabalho. Quando se
trata de trabalhos sobre alteragdes no DNA e cromossomos provocadas pela exposicdo a
combustiveis, todos os trabalhos encontrados relatavam apenas um levantamento
bibliografico de estudos. Segundo Valente et al. (2017) isso aconteceu devido o fato de que
para avaliacdo do potencial genotoxico dos combustiveis, ndo € necessario a analise do
sangue periférico, apenas das células da mucosa oral, por isso a utilizacdo dos testes de
aberracBes cromossdmicas tiveram seu uso diminuido. Murata et al. (2017) observou o
aparecimento de varios tipos de aberracbes cromossdémicas, Como cromossomos em anéis,
quebras e unido das cromatides-irmas em células de trabalhadores de postos de gasolina,
demostrando que a exposicdo ocupacional dessas pessoas a esse agente podem provocar

danos no DNA e em Cromossomos.
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5.2.6 Hibridizacéo in situ Fluorescente (FISH)

A técnica de hibridizacdo in situ fluorescente permite a visualizacdo de sequéncias de
DNA especificas a partir da utilizacdo de sondas marcadas. Recentemente passou a ser
utilizada também na deteccdo de alteragdes cromossdmicas, do tipo numéricas ou estruturais,

permitindo a localizacdo exata da regido onde ocorreu a mutagéao.

A técnica de FISH pode ser utilizada na identificagdo de cromossomopatias, geradas a
partir da exposicdo a substancias genotoxicas ou de maneira natural. E também utilizada na
analise de diversos tipos de canceres. Na tabela 6, é possivel observar os estudos encontrados

utilizando a técnica de FISH e suas aplicacdes.

Tabela 6. Namero de publicagdes sobre estudos utilizando a hibridizacdo in situ fluorescente,
relacionando com o tipo de agentes genotoxicos estudados.

NUMERO DE
TIPO DE ESTUDO AGENTE ESTUDADO PUBLICACOES
Toxicidade de plantas Extrato de plantas 4
Toxicidade de agrotoxicos Inseticidas, Pesticidas 5
Toxicidade de Farmacos droga antimalarica, 4
Toxicidade de Combustiveis Gasolina, Btex, etanol 4
Toxicidade de Radiagéo Radiacdo UV, ionizante 3

Morales (2012) avaliou o potencial genotoxico do herbicida sulfentrazona e o
inseticida imidaclopride e encontrou diversas alteracdes, como fragmentacfes cromossémicas
e pontes cromossdmicas, em todas as concentracdes testadas, provando assim a atividade
clastogénicas desse composto. Esse estudo corrobora com o feito por Batista e Silva (2014)
que estudaram os danos no DNA provocados pela exposicdo ocupacional a agrotoxicos em
trabalhadores rurais, e observaram a presenca de translocagdes cromossémicas e
polimorfismos genéticos, demonstrando que o contato prologando com os agrotdxicos podem

causar lesdes no DNA e o consequente aparecimento de doencas.

A hibridizacdo in situ Fluorescente € uma técnica promissora na analise de danos em
DNA e cromossomos, devido a sua alta sensibilidade, especificidade e rapidez. Contudo, é
uma técnica que exige o uso de equipamentos caros, como as sondas e reagentes, ndo sendo

acessivel a todo pesquisador.
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5.2.7 Teste de Mutacao e Recombinacao Somética (SMART)

O teste SMART ¢ utilizado no estudo de perda da heterozigosidade provocados por
mutacBes ou recombinacdes génicas. A partir da observacdo dos fendtipos das asas de
Drosophila melanogaster, é possivel identificar a presenca de genes marcadores que

demonstram a ocorréncia de mutagdes ou recombinagdes.

Os estudos utilizando o teste SMART em Drosophila melanogaster sdo extensos na
literatura, A tabela7 mostra os estudos encontrados utilizando esse teste, e quais agentes
foram testados.

Tabela 7. Namero de publicagdes sobre estudos utilizando o teste de Mutacao e
Recombinacdo Somatica (SMART) relacionando com o tipo de agentes genotoxicos

estudados.
NUMERO DE
TIPO DE ESTUDO AGENTE ESTUDADO PUBLICACOES
Toxicidade de plantas Extrato de plantas 9
Toxicidade de Farmacos Antibacterianos, Orlistate, 6
Toxicidade de nanoparticulas - 4
Toxicidade de Agrotoxicos Inseticidas, pesticidas 6

O teste SMART ¢é muito utilizado na observacdo de mutacGes geradas por compostos
de origem quimica, devido a facil identificacdo do fendtipo mutante. Ribeiro e colaboradores
(2009) estudaram a acdo do extrato de Solanum paniculatum em células somaticas de D.
melanogaster e observaram um aumento significativo nas manchas das asas que pode indicar
a presenca de mutacdes ou recombinacbes provocadas pela exposi¢do ao extrato da planta.
Orsolin e Nepomuceno (2009) estudaram o potencial mutagénico do acafrdo e observaram o
aparecimento de diversos tumores, localizados em varias regibes corporais de D.
melanogaster, aléem de alteracbes no fendtipo das asas, que é o principal indicio de que

ocorreu lesdo no material genético.

Silva e colaboradores (2014) observaram danos genéticos em todas as concentra¢fes
testadas do farmaco Cisplatina, que é muito utilizado no tratamento de cancer. E notavel que
alguns medicamentos utilizados em tratamento de neoplasias provogquem alteraces genéticas

irreversiveis. O mesmo observou Abreu et al. (2011) que comprovou a a¢do genotdxica do
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antibidtico Ciprofloxacina, a partir da visualizagcdo de manchas nas asas de D. melanogaster,

em todas as concentracdes testadas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de técnicas genéticas para a analise de danos em DNA e cromossomos
possibilitam a identificacdo de uma ampla variedade de lesdes genémicas e mutacdes. O
crescente aumento na utilizacdo dessas técnicas pode ser explicado pelo aumento no nimero

de agentes potencialmente genotdxicos pelo qual a popula¢do encontra-se exposta.

Essa exposicdo muitas vezes € ocupacional, ou seja, muitos trabalhadores estdo em
contato diariamente com diversas substancias quimicas que podem gerar alteracfes no DNA e
levar o0 aparecimento de doencas, por isso a preocupacdo em utilizar metodologias que
identifiquem esses agentes e os danos provocados por eles, para que seja possivel a criagédo de

medidas para a prevencédo e diminuicao a essa exposicao.

Todos os testes estudados, com excecdo da técnica de FISH podem ser utilizados no
biomonitoramento ambiental, a partir da observacdo e analise dos organismos existentes na
regido. Outra caracteristica dos testes genéticos é a possibilidade de avaliacdo tanto do
potencial mutagénico, quanto antimutagénico de diversas substancias, podendo ser usados

como ferramenta de avaliacdo da diminui¢do ou aumento do dano ao DNA e cromossomos.
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