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Resumo

A contaminagdo de ecossistemas aquaticos por derivados de petroleo, como a
gasolina, constitui um grave problema ambiental. A principal fonte de contaminagao
de solo e agua pela gasolina deve-se a pequenos e continuos vazamentos oriundos
de postos de distribuicdo, que sado favorecidos pelo envelhecimento e falta de
manutencdo dos tanques de armazenagem. Apesar disto, ainda sdo escassos 0s
estudos na literatura que relatam os possiveis efeitos genotoxicos e mutagénicos
deste derivado do petroleo em organismos aquaticos. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar possiveis danos genéticos da fragado soluvel da gasolina (FSG) em
bivalves da espécie Corbicula fluminea submetidos a exposi¢cdes agudas (6, 24 e
96h) deste poluente. Adicionalmente, foi avaliada a capacidade de recuperagao dos
animais submetidos a 6h de exposicdo a FSG e periodos de 6, 24 e 96h de
recuperagao em agua limpa. C. fluminea é um bivalve de agua doce que vem sendo
utilizado como organismo sentinela em diversos estudos ambientais. Para as
analises, o ensaio do cometa foi empregado na avaliagdo de possiveis danos ao
material genético de hemacitos e células de branquias dos animais, enquanto o teste
do micronucleo e a analise de alteragbes nucleares foram utilizados para a
estimativa de danos em hemocitos destes bivalves. Os resultados obtidos revelaram
que a FSG promoveu danos no DNA de hemdcitos e células branquiais de bivalves
expostos a FSG durante 6, 24 e 96h. Contudo, os danos promovidos pela exposi¢cao
de 6h foram reparados apdés 6 h de exposicdo do animal em agua limpa. A
ocorréncia de hemacitos micronucledos aumentou significativamente apos exposi¢cao
a FSG de 96h. Portanto, a curta exposigéao (6h) a FSG produziu alteragbes no DNA
de C. fluminea passiveis de reparo, entretanto, a exposi¢do mais longa (96h)
produziu alteragbes no material genético de origem clastogénica ou aneugénica,

conforme indicado pelo teste do micronucleo.

Palavras-chave: Ensaio do cometa, micronucleo, hemdécitos, branquias, gasolina.
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Abstract

The contamination of aquatic ecosystems by petroleum derivatives, such as gasoline,
represents a major environmental problem. Smalls and continuous leakages from
gas stations, mainly due to the poor maintenance of the storage tanks, constitute the
main source of water and soil contamination by gasoline. However, studies
concerning the genotoxic and mutagenic effects of this fuel to aquatic organisms are
still lacking. Thus, the aim of this study was to evaluate genetic damages in the
mussel Corbicula fluminea after acute exposures (6, 24 and 96h) to gasoline water
soluble fraction (GWSF). In addition, the capacity to recovery the genetic damages
was evaluated in mussels exposed to GWSF for 6h and then transferred to clean
water for 6, 24 and 96h. C. fluminea represents a freshwater bivalve that has been
using as a sentinel organism in environmental studies. The comet assay was
employed to evaluate genetic damages in hemocytes and gill cells, while the
micronucleus (MN) test and the occurrence of nuclear abnormalities were used to
estimate DNA damages in the hemocytes. The results demonstrated that after 6, 24
and 96h of GWSF exposure mussels showed DNA damages both in hemocytes and
gill cells. The damages observed after 6h exposure to GWSF were repaired 6h after
the transference of the bivalves to clean water. The occurrence of MN in hemocytes
increased significantly only after 96h exposure to GWSF. The shortest period of
exposure to GWSF (6h) produced DNA alterations in C. fluminea which were
repaired. On the other hand, the longest exposure (96h) produced clastogenic and/or

aneugenic alterations in the genetic material, as indicated by the MN test.

Key words: Comet assay, micronucleus, hemocytes, gills, gasoline.
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l. Introdugao

Mesmo ocupando menos de 1% da superficie do globo terrestre, os
ecossistemas aquaticos dulcicolas sdo considerados de valor inestimavel, em razao
da importancia destes como fontes naturais de recursos e da riqueza de
biodiversidade que os ambientes dulcicolas abrigam (JOHNSON et al, 2001).
Apesar disto, os ecossistemas dulcicolas encontram-se seriamente ameacgados
pelas mais variadas formas de interferéncia antropogénica, dentre as quais se
incluem despejos de efluentes agricolas, industriais e domésticos, os quais os
impactam de forma extrema (JOHNSON et al., 2001; FRENZILLI et al., 2009). Dessa
forma, Manson (1996) define a agua como um bem escasso essencial a vida e que
tem seus recursos cada vez mais comprometidos devido a agao antropogénica. Este
comprometimento se agrava cada vez mais a medida que novos compostos
quimicos sao sintetizados e langados no ambiente, anualmente (MARTINEZ;
COLUS, 2002).

O problema da contaminacdo ambiental tem sido alvo de varios estudos
(LEMOS et al., 2005; CAFFETTI et al., 2008; CAVALCANTE et al., 2008) que
avaliam os danos causados nos mais diversos organismos (FRENZILLI et al., 2004;
VILLELA et al., 2007) expostos a diferentes contaminantes (SIU et al., 2004; JHA et
al., 2005; SILVA et al., 2005). Dentre os ecossistemas, o ambiente aquatico €, sem
duvida, o mais prejudicado, pois mesmo de maneira indireta, acaba sendo o destino
final de varios contaminantes utilizados pela ocupagdo humana (JHA et al., 2005).
As principais causas por esta descarga sao oriundas de atividade industrial, urbana
e agricola (AL-SABTI; METCALFE, 1995; OHE et al., 2004). Dessa forma, segundo
o relatério apresentado em 2001 pela Agéncia Nacional de Aguas (ANA), cerca de

70% dos rios que fazem parte das bacias hidrograficas que vao do Sergipe ao Rio



Grande do Sul apresentaram altos indices de contaminagcao (ANA, 2001). A
descarga legal e acidental de compostos organicos e inorganicos no ambiente
aquatico tem sido uma causadora de disturbios na estrutura dos ecossistemas
naturais (CAVAS et al., 2005; JHA et al., 2004) e vem deteriorando a qualidade do
ambiente aquatico (SILVA et al., 2005).

Um dos principais problemas de contaminagdo aquatica na atualidade
relaciona-se aos desastres envolvendo derrames de petréleos e derivados (ZHANG
et al., 2003; ZHONG et al., 2003; OHE et al., 2004; SIMONATO et al., 2006). E
preciso levar em conta que o advento da revolugdo industrial e a urbanizacdo em
massa sao fatores bastante relevantes para o aumento consideravel na exploragao
destes combustiveis, bem como para o aumento da demanda por agua limpa.

Embora os grandes vazamentos envolvendo navios petroleiros sejam
preocupantes e ocupem amplo espaco na midia, estima-se que a principal fonte de
contaminagcado por petrdleo e seus derivados deva-se a pequenos e continuos
vazamentos de combustiveis em postos de distribuicdo. No Brasil, estima-se que 20
a 30% dos postos de combustiveis apresentam problemas, seja pelo fato de
manuseio incorreto de equipamentos para transferéncia de combustivel
(MANZOCHI, 2001 apud TIBURTIUS et al.,, 2004; SOSA; ALVAREZ-RAMIREZ,
2008), seja por vazamentos favorecidos pela corrosdo e rachaduras dos tanques de
armazenagem (MOHAMMED; ALLAYLA, 1997; PROMME et al., 1999; TIBURTIUS
et al., 2004, 2005 a,b). No Estado de Sao Paulo, no periodo 1984 a 2001, os
vazamentos em postos de combustiveis foram responsaveis por cerca de 10% de
todas as emergéncias ambientais atendidas e destas ocorréncias, 75% referem-se

ao vazamento de gasolina em postos de distribuicdo (CETESB, 2005).



A gasolina é uma mistura complexa de constituintes organicos liquidos e
gasosos, composta principalmente de hidrocarbonetos, incluindo os aromaticos
(PAIXAO et al., 2007; CHEN et al., 2008). Os hidrocarbonetos monoraromaticos
benzeno, tolueno e xileno (BTXs) estdo entre os compostos mais danosos ao
ambiente, tanto pela alta solubilidade destes em agua, fator diretamente relacionado
ao potencial poluidor destes compostos, quanto pela alta toxicidade aguda e cronica
destes monoaromaticos (WATTS et al., 2000; TIBURTIUS et al., 2005a,b). Segundo
Corseuil e Marins (1997), em razdo da maior solubilidade destes hidrocarbonetos
monoaromaticos, sdo eles os contaminantes que primeiro irdo atingir o lencol
freatico. Tais hidrocarbonetos sao os responsaveis pelos maiores danos
ocasionados pela gasolina (POULSEN et al., 1992). Para seres humanos, entre
outros danos a saude, estes contaminantes sao considerados substancias perigosas
por agirem como depressantes do sistema nervoso central e por causarem leucemia
em exposigdes crénicas. Dentre os BTEX (aqui incluido também o etilbenzeno), o
benzeno é considerado o mais tdxico com padrdo de potabilidade de 10 pg.L™,
segundo as normas do Ministério da Saude (CORSEUIL; MARINS, 1997). Nao
menos importante sdo os efeitos dos hidrocarbonetos poli-aromaticos (PAHSs),
considerados uns dos piores contaminantes dos ambientes aquaticos devido aos
seus efeitos mutagénicos e carcinogénicos sobre a biota (VAN DER OOST et al.,
2003), bem como por sua dificil degradagdo (PACHECO; SANTOS, 2001a, b). Além
disso, os poluentes derivados de petrdleo produzem alteragdes fisico-quimicas nos
corpos d’agua afetando diretamente a biota que nele vive. O 6leo pode impregnar na
superficie dos organismos e impedir as trocas gasosas, os compostos fendlicos
impedem a absor¢ao de oxigénio e os naftalenos sao diretamente toxicos para os

organismos (GOMEZ et al., 2003). Estes compostos s&o, geralmente, evaporados



por efeito da radiacdo, no entanto, podem dissolver-se na agua quando as
moléculas mono e diciclicas, bem como compostos apolares se incorporam a fracao
soltvel em agua (ZIEMANN et al., 1984).

Casos de acidentes ambientais envolvendo vazamentos de petrdleo e
derivados em aguas continentais vém se acumulando nos ultimos anos no Estado
do Parana. Em julho de 2000, o vazamento de mais de quatro milhdes de litros de
oleo cru da Refinaria de Petroleo Presidente Getulio Vargas, afetou diretamente a
bacia hidrografica do rio Barigli, um importante afluente do rio Iguagu, um dos mais
importantes cursos hidricos do sul do Brasil (TIBURTIUS et al., 2004). Em margo de
2002, o ribeirdo Linddia, localizado em Londrina (PR), recebeu uma descarga de
cerca de 100 mil litros de 6leo diesel do vazamento de um “pool” de combustiveis
(JORNAL DE LONDRINA, 2002).

Pacheco e Santos (2001a,b) tratam as fragbes soluveis de gasolina e 6leo
diesel como agentes genotéxicos e desruptores enddécrinos. Vanzella et al. (2007)
observaram altos indices de danos ao DNA com o ensaio do cometa e um aumento
significativo na freqiéncia de micronucleos em peixes Prochilodus lineatus expostos
a Fragao Soluvel do Oleo Diesel (FSD), mostrando que compostos derivados de
petréleo apresentam danos genotdxicos e mutagénicos.

Apesar dos destacados efeitos contaminantes da gasolina para os
ambientes aquaticos e dos reconhecidos efeitos genotdxicos deste derivado do
petréleo para diversos organismos, incluindo humanos (AHMED, 2001; PAIXAO et
al.,, 2007), ainda sédo poucos os estudos na literatura relacionados aos danos
causados pela gasolina em organismos aquaticos, especialmente em ambientes

tropicais (VANZELLA et al., 2007; SIMONATO et al., 2008).



Nos ecossistemas aquaticos, os organismos invertebrados representam
mais de 90% das espécies existentes, desempenhando importante papel no seu
funcionamento (DIXON et al., 2002). Espécies sésseis de mexilhdes e outros
bivalves, inclusive espécies exoticas como Limnoperna fortunei (VILLELA et al.,
2006, 2007) e Corbicula fluminea (BASACK et al., 1998; RIGONATO et al., 2005)
sdo considerados bons indicadores de contaminagcdo por metais pesados e
compostos organicos, pois podem acumular uma série de contaminantes em seus
tecidos, bem como apresentar varias alteragcbes indicadoras de danos iniciais
(VENIER et al, 1997; O'CONNOR, 2002). Moluscos bivalves sao também
considerados animais relevantes para se estudar a qualidade de ambientes
aquaticos tendo em vista que sdo organismos que filtram grande quantidade de
agua para provimento de suas necessidades respiratorias e nutricionais (BIGOT et
al., 2009). Outro aspecto importante € o fato de que tanto em trabalhos de campo
quanto em trabalhos desenvolvidos dentro de laboratdrios, os bivalves apresentam,
em relagdo a outros invertebrados, a indugdo de canceres melhores caracterizados,
sugerindo assim, que estes moluscos representam um organismo sentinela ou entdo
uma espécie substituta para estudos de efeitos neoplasicos em humanos (DIXON et
al., 2002).

Um bivalve que tem sido foco de diversos estudos toxicologicos de
contaminagdo por poluentes é a espécie Corbicula fluminea (Muller, 1774),
considerada indicadora de contaminagao aquatica (BASACK, 1997; LEGEAY et al.,
2005; CAFFETTI et al., 2008), dada sua sensibilidade aos mais diversos
contaminantes e a grande quantidade de agua que filtra do meio (GOLDBERG et al.,
1975; PELTIER et al., 2008). Esta espécie mostra-se também sensivel a presenca

de agentes contaminantes como metais pesados (VILLAR et al., 1999; LEGEAY et



al., 2005) e agrotoxicos (ZOU et al., 2008), em ambientes aquaticos. As respostas de
C. fluminea a descargas antropogénicas, contendo diversos contaminantes
(CATALDO et al., 2001; PELTIER et al., 2008), e a hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos, derivados do petréleo (COLOMBO et al., 2005) foram também
analisadas em diferentes estudos.

Corbicula fluminea é um molusco de agua doce, pertencente a classe
Bivalvia, ordem Veneroida, familia Corbiculidae. E uma espécie nativa da Asia leste
e sul (Russia leste, Filipinas, China, Coréia, Japao e outros paises asiaticos),
Australia e Africa (KARATAYEV et al, 2007). De acordo com estes autores,
atualmente, C. fluminea € uma espécie distribuida por todo o mundo, sendo
reconhecidamente uma espécie bioinvasora. Ainda segundo Karatayev et al. (2007),
em continente americano, o primeiro registro para C. fluminea data de 1939, com
ocorréncia relatada para um rio dos Estados Unidos, de onde, entdo, teria se
irradiado por todo o continente. Assim sendo, C. fluminea é considerada a espécie
de agua doce com distribuicdo mais extensa do continente americano
(DARRIGRAN, 1992). Na América do Sul, C. fluminea foi registrada pela primeira
vez por ltuarte em 1981 no Rio da Prata na Argentina e estima-se que sua entrada
deva ter ocorrido por zona portuaria, através de agua de lastro na década de 1970.

Em territério brasileiro, este bivalve apresenta uma ampla distribuicdo de
ocorréncia, sendo encontrado desde a regiao norte (PIMPAO; MARTINS, 2008) até
o sul do pais (VEITENHEIMER-MENDES, 1981; CATALDO; BOLTOVSKQY, 1999;
KARATAYEV et al., 2007). O primeiro registro da ocorréncia de C. fluminea no Brasil
foi feito por Veitenheimer-Mendes (1981). Particularmente, na bacia do rio Parana,
C. fluminea pode ocorrer em densidades elevadas, variando entre 300 e 1000

individuos por metro quadrado (CATALDO; BOLTOVSKOQY, 1999).



Diversas caracteristicas biolégicas de C. fluminea favorecem a habilidade
invasora desta espécie, dentre as quais se destacam: a elevada capacidade
reprodutiva deste bivalve, estagios juvenis de vida-livre favorecendo o arraste e
consequente entrada dos individuos nos corpos d’agua e, uma alta taxa de
crescimento (McMAHON, 1983 apud BIDWELL et al., 1995). Ainda, outra razéo para
o sucesso de C. fluminea na invasao de ecossistemas dulcicolas, como lagos e
ribeirdes, pode estar relacionada ao fato desta espécie se alimentar tanto na coluna
d’agua (usando um sifao para filtrar o alimento) quanto no sedimento (HAKENKAMP;
PALMER, 1999; HAKENKAMP et al., 2001).

Mesmo sendo C. fluminea uma espécie exotica, aspectos como a elevada
capacidade de invasao destes animais, sua ampla ocorréncia e abundancia
geralmente elevada de individuos de C. fluminea em varios ecossistemas aquaticos
onde esta espécie tem sido encontrada, sdo fatores importantes para a escolha de
tais organismos em estudos de contaminagao aquatica.

Em estudos de contaminagdo aquatica envolvendo espécies de moluscos
bivalves como organismos testes, células de hemolinfa, branquias ou ainda, da
glandula digestiva destes animais tém se mostrado bastante uteis em avaliagbes
envolvendo a agcédo de agentes xenobidticos, comumente presentes em ambientes
aquaticos, nos tecidos dos individuos expostos a estes agentes (RIGONATO et al.,
2005; BARSIENE et al., 2006; VILLELA et al., 2006).

Dentre estes tecidos, a hemolinfa tem sido o tecido mais utilizado devido ao
fato de os hemdcitos ja se apresentarem isolados, ndo necessitando, portanto, de
acao mecanica ou enzimatica para promover a dissociagao celular, requisito basico
para aplicagdo do ensaio do cometa e micronucleo. Steinert e colaboradores (1998)

realizaram avaliagbes genotoxicas utilizando hemolinfa do molusco Mytilus



galloprovincialis e observaram que, quando este esteve na presenca de
Hidrocarbonetos aromaticos poli-ciclicos e simultaneamente submetido a luz solar,
houve uma reducao do crescimento do animal e um aumento nos danos do DNA em
relacdo ao grupo controle. Pavlica et al. (2001) utilizaram hemocitos para o ensaio
do cometa em mexilhdo zebra Dreissena polymorpha exposto ao pentaclorofenol ou
mantido em pontos do Rio Sava, o qual recebe efluentes de uma industria quimica e
esgoto doméstico. Klobucar e colaboradores (2003) avaliaram a hemolinfa desta
mesma espécie de mexilhdo quanto a genotoxicidade de amostras ambientais
utilizando-se dos ensaios do cometa e micronucleo (MN). Rigonato et al. (2005)
descreveram a utilizagdo de hemolinfa como um bom tecido para estudo, dadas as
facilidades de manipulagéo e a eficiente resposta frente a compostos estressores do
DNA. Villela et al. (2006) padronizaram a utilizagdo de mexilhdo dourado
(Limnoperna fortunei) quanto a sua exposi¢gdo a contaminantes ambientais, a partir

do ensaio do cometa em hemolinfa.

Em bivalves filtradores, as células do epitélio branquial sdo as primeiras a
estarem expostas ao contaminante presente na agua representando, assim, um
tecido alvo bastante interessante para monitoramento ambiental em ecossistemas
aquaticos impactados (BARSIENE et al., 2006). Embora Rigonato et al. (2005)
tenham detectado um alto nivel de dano basal neste tipo celular para a espécie de
bivalve C. fluminea, vale ressaltar que a técnica de manipulagao para isolamento de
amostras celulares pode ser um fator determinante para esse elevado nivel de
danos a estas células isoladas. Contudo, trabalhos mais recentes vém mostrando
que a otimizacdo dos métodos para obtencdo de amostras celulares das branquias
ja os tornam menos agressivos as células tanto para as branquias de peixes

(CAVALCANTE et al., 2008) quanto para moluscos (BARSIENE et al., 2006).



A Ecotoxicologia é a ciéncia que busca avaliar possiveis danos causados
pelos mais diversos poluentes e dentro dela, a Genética Toxicolégica € uma area
voltada para a investigagéo dos efeitos de diversos agentes ao material genético dos
organismos expostos a tais agentes (SHUGART, 1990; THEODORAKIS, 2001).
Quando tais efeitos resultam em danos ao DNA dos organismos expostos, tais
danos podem muitas vezes ser identificados em sua fase inicial. Tal fato possibilita a
utilizacdo de estratégias, na tentativa de se evitar que estes danos prejudiquem
niveis mais elevados de organizacido bioldgica, comprometendo as comunidades
dos organismos afetados (VAN DER OOST et al., 2003).

Entre os biomarcadores que podem ser acessados em estudos ambientais,
os biomarcadores genéticos tém sido rotineiramente utilizados em estudos de
poluicdo aquatica (MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998). Nos bioensaios genéticos, o
alvo toxicolégico € o DNA, que existe em todas as formas celulares vivas. Assim
pode-se extrapolar que compostos reativos com o DNA, em uma espécie, tém o
potencial de produzir efeitos semelhantes em outras espécies (MARTINEZ; COLUS,
2002).

Assim sendo, metodologias de estudos de genética toxicologica buscam
avaliar os potenciais efeitos da poluicdo ambiental na forma de agentes genotdxicos
sobre a saude do ecossistema (KLEINJANS; VAN SCHOOTEN, 2002), que pode
ocorrer por medidas continuas de uma variavel ambiental bem como o
biomonitoramento através de algum organismo bioldgico (SILVA et al., 2003).

Dentre os diversos ensaios genotoxicos, o Ensaio do Cometa (SCGE, do
inglés Single Cell Gel Electrophoresis) vem sendo amplamente utilizado nos mais
diversos tipos de estudos. Segundo Jha (2008) o uso desta técnica revolucionou a

area da genética toxicoldgica ou eco-genotoxicologia. A alta sensibilidade da versao
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alcalina deste ensaio possibilita a deteccdo de lesbes primarias na molécula de
DNA, seja em fita dupla ou simples, sitios incompletos de reparo, sitios apurinicos e
apirimidinicos (alcali-labeis) (TICE et al., 2000).

O ensaio do cometa, segundo Tice et al. (2000), pode ser usado em amostra
de células muito pequenas e envolve a deteccdo, sob condi¢coes alcalinas, de
fragmentos de DNA, que na eletroforese migram do core nuclear muito mais
rapidamente do que o DNA intacto, resultando na formagdo de um cometa com
cauda. Assim, este ensaio se mostra como uma importante ferramenta para o
monitoramento ambiental na deteccdo de estresse genotdxico e citotoxico
(STEINERT, 1996). As lesdes detectadas por este ensaio ndao indicam um dano
permanente para o individuo, pois a técnica permite a detec¢gdo dos danos antes
mesmo que o sistema de reparo da céula tenha atuado, mas ainda assim se mostra
altamente eficiente nas avaliacbes de causa-efeito dos mais diversos poluentes
(LEE; STEINERT, 2003; MATSUMOTO et al, 2006; CAVAS; KONEN, 2007;
VANZELLA et al., 2007). Embora estas lesbes também possam ser causadas
eventualmente pelo préprio mecanismo do ciclo celular, a avaliagdo se da sempre na
comparagao dos danos observados para ambos os grupos de tratamento: controle
negativo, experimental e controle positivo (GONTIJO; TICE; 2003). Nas ultima
décadas, umas série de estudos tém comprovado a eficacia da aplicagdo desta
técnica para detectar danos genotoxicos promovidos pelos mais diversos
contaminantes ambientais como metais, agroquimicos e derivados de petréleo
(COLLINS et al., 2008; JHA, 2008).

O Teste do Micronucleo (MN) € um outro teste amplamente utilizado em
avaliagbes de danos ao material genético de organismos expostos a varios tipos de

agentes xenobidticos (VILLELA et al., 2006, CAVALCANTE et al., 2008). Os
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micronucleos sdo pequenos corpusculos, estruturalmente similares a pequenos
nucleos, contendo o material genético que foi perdido pelo nucleo principal, por
mecanismos de clastogénese ou aneugénese. Assim, o teste do micronucleo € uma
técnica que detecta mutagénese cromossémica em eucariotos (VILLELA et al.,
2003). Esta técnica detecta lesbes cromossOmicas que nao foram reparadas mesmo
apos a atuacéo do sistema de reparo da célula (MARTINEZ; COLUS, 2002; VILLELA
et al., 2003). Villela et al. (2006) confirmam a sensibilidade tanto do ensaio do
cometa quanto do ensaio do micronucleo testados em hemolinfa de bilvaves
expostos a radiagao ultra-violeta e sulfato de cobre. Em conjunto com o teste do
micronucleo, a avaliagdo de alteracbes nuleares dos individuos expostos aos mais
diversos contaminantes ambientais vem sendo considerada por alguns autores
(VENIER et al., 1997; BARSIENE; ANDREIKENAITE, 2007) que relacionam a maior
ocorréncia de alteragdes nucleares como nucleo fragmentado, binucleado e irregular
como resultante da exposicdo a contaminantes ambientais, dada a maior
frenquéncia de alteracbes nos individuos experimentais em relacdo ao seus
respectivos grupos controles.

Em associacdo com estas duas técnicas de estudo faz-se importante o uso
do Teste de Viabilidade Celular, para que seja avaliado se o composto testado nao
estaria sendo citotdxico, ou seja, afetando diretamente a célula do individuo e
resultando em processos apoptoéticos e necréticos. Por outro lado, é necessario
também avaliar, nos casos de células isoladas mecéanica ou enzimaticamente de
tecidos, se a técnica de isolamento empregada n&o estria prejudicando a
conformagédo da membrana, fazendo com que ela se torne inviavel para a realizagao

dos ensaios genotéxicos empregados (HARTMANN et al., 2001).
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Uma vez detectados danos genotdxicos em células de animais expostos aos
mais diversos contaminantes ambientais, se faz necessario uma avaliacido da
capacidade de recuperacdo destes individuos frente a uma reestruturacido do
ambiente em que este habita. Dessa forma, alguns trabalhos ja vém abordando, em
estudos laboratoriais, a capacidade de algumas espécies se recuperarem de danos
genotoxicos provocados pelos mais diversos contaminantes ambientais (SILVA et
al., 2005; RIGONATO et al., 2005). Um estudo de Rigonato et al. (2005) utilizando o
ensaio do cometa em individuos da especie C. fluminea, verificou que em 9 dias de
recuperagao apods a exposicao ao agente alquilante metil metanosulfonato, os
individuos de C. fluminea voltaram a apresentar um nivel basal de danos no DNA ,
sugerindo que esta espécie é capaz de recuperar danos genotoxicos frente a uma
reestruturacdo do ambiente. No Trabalho de Silva et al. (2005) foram expostos
ostras da espécie Crassostrea rhizophorae ao 6leo diesel e apds 24 h e 7 dias de
recuperagao, os individuos apresentaram uma diminui¢gao na atividade da enzima de
biotransformacdo GST (glutationa-S-transferase) em relagdo aos individuos
expostos ao oleo diesel que ndo foram submetidos aos tempos de recuperagéo.

Diante do exposto e da falta de informacdes sobre os possiveis efeitos
genotoxicos da gasolina, ou ainda da fragédo soluvel deste combustivel, em animais
de agua doce, torna-se evidente a necessidade de um maior numero de estudos
voltados para esta abordagem. Com base na comprovada eficiéncia do ensaio do
cometa e do teste do micronucleo para avaliagdo de danos ao material genético de
organismos aquaticos e frente as ameacas frequentes a que estdo sujeitos os
ecossistemas aquaticos, o presente estudo teve como um de seus objetivos avaliar
os efeitos genotéxicos e mutagénicos da gasolina na espécie de bivalve Corbicula

fluminea.
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Il. Objetivos

1.1 Objetivos gerais
¢ Avaliar o efeito genotoxico e mutagénico da Fragéo Soluvel da Gasolina para
a espécie de bivalve dulcicola Corbicula fluminea em exposi¢cdes agudas.
e Avaliar a capacidade de recuperagcdo de danos genotéxicos dos animais
promovidos pela exposicédo a FSG.
11.2. Objetivos especificos
e Avaliar, por meio dos ensaios do cometa, micronucleo e alteragdes nucleares,
o potencial genotoxico e mutagénico da FSG para células obtidas de
hemolinfa e branquias da espécie de bivalve C. fluminea apds exposicoes

agudas de 6, 24 e 96h.

e Avaliar por meio do ensaio do cometa a capacidade de recuperacdo dos
danos genotéxicos em hemdcitos e células das branquias dos individuos
expostos a FSG por 6h.

e Comparar a sensibilidade dos tecidos utilizados (hemolinfa e branquias) para

detecgao do agente quimico utilizado neste trabalho.
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Resumo

Atualmente pequenos e continuos vazamentos de gasolina em postos de
distribuicdo, favorecidos pelo envelhecimento dos tanques de armazenagem,
constituem importantes fontes de contaminacdo aquatica. Apesar disto, ainda sao
escassos os estudos na literatura que relatam os possiveis efeitos genotdxicos e
mutagénicos deste derivado do petréleo em organismos aquaticos. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar possiveis danos genéticos da fracdo soluvel da
gasolina (FSG) em bivalves dulciculas da espécie Corbicula fluminea submetidos a
exposi¢cdes agudas (6, 24 e 96h) deste poluente. Adicionalmente, foi avaliada a
capacidade de regeneracdo apoés trés periodos de recuperagao (6, 24 e 96h) de
animais expostos por 6h a FSG. Para as andlises, o ensaio do cometa foi
empregado na avaliagdo de lesGes primarias ao material genético de hemaocitos e
células de branquias dos animais ainda passiveis de reparo, enquanto o teste do
micronucleo e a analise de alteragdes nucleares foram utilizados para a estimativa
de danos mutagénicos em hemocitos destes bivalves. Os resultados obtidos
revelaram que a FSG promoveu danos no DNA de hemécitos e células branquiais de
bivalves expostos a FSG durante 6, 24 e 96h. Contudo, os danos promovidos pela
exposigcao de 6 h foram reparados apds 6 h de exposigdo do animal em agua limpa.
A ocorréncia de hemdcitos micronucledos aumentou significativamente apos
exposicdo a FSG de 96h. Portanto, a curta exposicdao (6h) a FSG produziu
alteracdes no DNA de C. fluminea passiveis de reparo, entretanto, a exposicao mais
longa (96h) produziu alteracbes no material genético de origem clastogénica ou

aneugénica, conforme indicado pelo teste do micronucleo.

Palavras-chave: Ensaio do cometa, micronucleo, hemdécitos, branquias, gasolina.
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1. Introducgao

As descargas deliberadas ou acidentais de compostos quimicos
antropogénicos no ambiente aquatico estao entre as principais causas de disturbios
na estrutura dos ecossistemas naturais [1]. Varios sdo os agentes quimicos
contaminantes que atingem continuamente os corpos d’agua na atualidade, sendo a
maioria destes agentes resultante de atividades urbana, industrial e agricola [2].

Do conjunto de poluentes que atingem os ecossistemas aquaticos, o
petroleo e seus derivados, como a gasolina, estdo entre os de impactos
ecologicamente mais relevantes [3]. Embora os grandes desastres envolvendo os
derrames de petroleo e seus derivados tenham um papel importante na
contaminacado de ambientes aquaticos [4-8], os vazamentos pequenos e continuos
de combustiveis como a gasolina em postos de distribuicdo, favorecidos em grande
parte pelo envelhecimento dos tanques de combustiveis, constitui uma das principais
fontes de contaminagdo dos solos e aguas [9-11]. Atividades de recreagcdo em
ambientes aquaticos, envolvendo pequenos barcos, bem como o amplo uso da
gasolina em veiculos e maquinas sao também fatores determinantes para a gasolina
estar entre os produtos do petréleo mais comumente derramados no ambiente
[3,12].

A gasolina é uma mistura complexa de constituintes organicos liquidos e
gasosos, composta principalmente de hidrocarbonetos, incluindo os aromaticos
[12,13]. Os hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno, tolueno e xileno (BTXs) estéo
entre os compostos mais danosos ao ambiente, tanto pela alta solubilidade destes
em agua, fator diretamente relacionado ao seu potencial poluidor destes, quanto
pela alta toxicidade aguda e crbénica destes.[9-11]. Tais hidrocarbonetos s&o os

responsaveis pelos maiores danos ocasionados pela gasolina [14]. Nao menos
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importante sao os efeitos dos hidrocarbonetos poli-aromaticos (PAHs), considerados
uns dos piores contaminantes dos ambientes aquaticos devido aos seus efeitos
mutagénicos e carcinogénicos sobre a biota [15], bem como por sua dificil
degradacao [3].

Outro problema da gasolina em alguns paises relaciona-se aos varios tipos
de aditivos que esta carrega, tal como o éter metil — tert - butil ou MTBE (methyl-tert-
butyl ether) aplicado ao combustivel com a finalidade de se obter melhor combustao,
e que tem também se mostrado toxico a varios organismos aquaticos [16]. No Brasil,
a contaminagdo aquatica por gasolina constitui também um problema bastante
grave, uma vez que esta é aditivada com cerca de 20% de etanol, o qual aumenta a
solubilidade dos hidrocarbonetos em agua, favorecendo sua migracdao nos
ambientes aquaticos [10,11].

Apesar dos destacados efeitos contaminantes da gasolina para os
ecossistemas aquaticos e dos reconhecidos efeitos genotoxicos deste derivado do
petréleo para diversos organismos, incluindo humanos [13,17], ainda sao poucos 0s
estudos na literatura relacionados aos danos ao material genético causados pela
gasolina em organismos aquaticos.

Em ambientes aquaticos, espécies sésseis de mexilhdes e outros bivalves
sdo considerados bons bioindicadores de contaminagdo por metais pesados e
compostos organicos, pois podem acumular uma série de contaminantes em seus
tecidos, bem como apresentar vérias alteracdes indicadoras de danos iniciais [18].
Um bivalve que tem sido foco de diversos estudos toxicoldgicos de contaminagao
por poluentes € a espécie Corbicula fluminea, considerada indicadora de
contaminagcdo aquatica, dada a sua alta sensibilidade aos mais diversos

contaminantes e a grande quantidade de agua que filtra do meio [19,20]. C. fluminea
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€ também reconhecidamente uma espécie bioacumuladora [20]. Por outro lado,
registros na literatura mostram que esta espécie apresenta também uma
reconhecida capacidade de eliminacido dos xenobibticos adquiridos [20] ou ainda
uma consideravel capacidade de degradacao destes [21].

Assim, com base na reconhecida sensibilidade e eficiéncia dos ensaios do
Cometa e Micronucleo (MN) na detecgdo de danos genéticos [22,23], o presente
trabalho investigou os efeitos ao DNA de individuos de C. fluminea submetidos a
exposicdo aguda da fragdo soluvel da gasolina (FSG), onde compostos polares,
mono e di-aromaticos estdao normalmente presentes [13]. Adicionalmente, frente aos
possiveis danos genéticos encontrados, foi avaliada a capacidade regenerativa dos
danos promovidos nos organismos expostos durante 6 h a esta mesma fragéo da

gasolina.



19

2. Material e métodos

2.1 Espécie estudada

Corbicula fluminea é um molusco (Bivalvia, Corbiculidae) dulcicola, nativo do
sul e leste asiatico, Australia e Africa, que se encontra atualmente distribuido por
todo o mundo [24]. Considerado uma espécie de bivalve altamente invasiva, apos
sua introducao no Brasil, por volta de 1970 [24], este molusco distribui-se atualmente
do norte ao sul do pais [24-26]. Vivem tanto na coluna d’agua, quanto no sedimento,
fitrando grande quantidade de agua para provimento de suas necessidades

respiratorias e nutricionais [27,28].

2.2 Fragéo Soluvel da Gasolina (FSG)

Este trabalho foi feito com base em uma simulagdo de derrame de gasolina
em ambiente tropical, baseado em [29] com modificagdes. Foi utilizada gasolina
comum, nao aditivada, adquirida sempre no mesmo posto de comercializacdo de
combustiveis, diminuindo, assim, o risco de eventuais alteracbes na composi¢ao do

produto.

Para o preparo da FSG, uma solugéo constituida de uma parte de gasolina
para quatro partes de agua foi mantida por 24 h, seis das quais sob incidéncia de luz
solar intensa e o restante ao abrigo da luz. O diferencial desta técnica de preparo da
fragdo soluvel em agua da gasolina esta na exposi¢ao a luz solar, a qual promove a
degradacgao e solubilizagao de moléculas fotossensiveis. Apds as 24 h de preparo,
foi obtida uma solugao com duas fases, uma camada superficial de dleo e outra mais
espessa contendo a agua e o que nela se solubilizou. Com o auxilio de uma

mangueira, esta solugao abaixo da faixa de 6leo foi retirada e armazenada em um
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recipiente plastico dentro de camara fria, onde ficou armazenada por no maximo 5

dias até o momento de utilizagao.

2.3 Coleta e aclimatagédo dos animais

Os espécimes de C. fluminea foram coletados as margens de um lago
urbano (Lago Igapd lll), no municipio de Londrina, estado do Parand, sul do Brasil.
Os animais coletados foram transportados em um recipiente contendo agua do lago
e uma quantidade reduzida de sedimento. No laboratério, estes animais foram
submetidos a uma pré-lavagem em um recipiente (5 L) contendo agua desclorada,
para a remocao do excesso de sedimento incrustado na concha do animal. Apos
esta rapida lavagem, os animais foram transferidos para aquarios (20 L) contendo 10
L de agua desclorada e cerca de 40 individuos por aquario, onde permaneceram por
21 dias, a fim de que houvesse uma detoxificagdo e uma possivel recuperacido de
eventuais danos biolégicos. Transcorrido este periodo, os animais foram submetidos
aos diferentes tratamentos. A auséncia de cloro na agua foi verificada utilizando-se

um kit comercial para teste de cloro (Atlantys).

Durante todo o periodo em laboratério, os animais foram mantidos em agua
desclorada, permanentemente aerada, temperatura de 22°C + 2°C e expostos a

fotoperiodos de 12 horas.
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2.4 Testes de toxicidade

Durante o periodo de aclimatagédo bem como durante as exposi¢cdes agudas,
nao foram observados obitos resultantes da exposicao dos animais aos diferentes
tratamentos. Foram realizados testes estaticos de toxicidade de exposi¢cao aguda (6,
24 e 96 h) para avaliar os possiveis efeitos genotdoxicos e mutagénicos para C.
fluminea expostos a FSG em uma diluigdo de 5%. Foram estabelecidos dois grupos
de animais: CTR (controle negativo) e FSG (grupo experimental). Em cada grupo, 10
animais foram expostos a um volume de 10 L em aquarios com capacidade para 20
L. Os animais do grupo controle negativo (CTR) foram expostos apenas a agua
limpa desclorada e foram amostrados ao final de cada intervalo experimental,
juntamente com os individuos expostos a fragao soluvel da gasolina (FSG). Os
individuos de C. fluminea utilizados nos experimentos apresentaram um tamanho

médio de 2,5 cm (Fig. 1).

Fig. 1. Exemplar de Corbicula fluminea.
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2.5 Amostragem de hemolinfa e branquias

As amostras de hemolinfa para realizacdo do ensaio do cometa foram
obtidas e manipuladas conforme [30], com algumas modificagdes. As amostras de
hemolinfa dos animais foram coletadas do musculo adutor posterior de cada
individuo, utilizando-se uma seringa de 1 mL e obtendo-se cerca de 500 uL de
hemolinfa por animal amostrado. Durante todo o periodo de amostragem, as
amostras de hemolinfa coletadas para ambos os ensaios utilizados foram mantidas
em um recipiente com gelo. Entretanto, algumas adequagdes nos procedimentos de
coleta de amostras para os ensaios do cometa e micronucleo tiveram que ser
efetuadas para uma melhor preservagao das células para cada um destes ensaios

genéticos.

Para obtecdo das amostras de hemolinfa para realizacdo do teste do
micronucleo, foi adotado procedimento descrito por [31]. As seringas utilizadas na
coleta de hemolinfa para este teste, foram previamente lavadas com EDTA (10 mM)
para diminuir a aglomeracdo e garantir a integridade dos hemdcitos, um dos
problemas frequentes. Ainda em relagdo a obtencdo de amostras para o teste do
MN, imediatamente apds a coleta da hemolinfa, foram acrescentados 500 uL de
solugéo de citrato de sdédio a 1% ao volume da hemolinfa coletada (V:V) (solugao
levemente hipoténica, que impede que as células murchem e também ajuda no
combate a aglomeragao dos hemdcitos). Apods 7 min, a esta suspensao celular foi
acrescido um volume de 40% de solugcdo formalina (formol 4%). Transcorridos 10

min deste procedimento, este material foi entdo centrifugado.

As amostras de hemolinfa obtidas a partir deste procedimento, assim como
aquelas obtidas para o ensaio do cometa, foram centrifugadas a 550 g, durante 10

minutos. O sobrenadante foi descartado e os precipitados formados ressuspendidos
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em solucao salina (NaCl 25,22 mM, KCI 1,26 mM, CaCl, 2,21 mM, MgCl, 0,59 mM,
Dextrose 1,0 mM) e mantidos sob refrigeragdo por no maximo 1 hora até a
realizacdo dos ensaios. As amostras de hemolinfa utilizadas para o teste do MN e do
ensaio do cometa foram ressuspendidas em volumes diferentes de solugéo salina,
respectivamente, 120 uL e 50 uL (volume minimo necessario para o preparo de duas

ldminas histolégicas para cada um dos ensaios).

Para a obtencédo de células branquiais utilizadas apenas para o enasio do
cometa, primeiramente foi feita a retirada das branquias dos animais com auxilio de
uma pinga. Este material foi armazenado em microtubos com 500 yL de tampao
fosfato livre de calcio e magnésio (KCI 2,68 mM; KH,PO4 1,47 mM; NaCl 136,89 mM;
NayHPOQO,4), por um periodo de no maximo 1 h. Em seguida, as branquias foram
“picotadas”, com auxilio de tesoura, em 2 mL de solugao de tripsina a 0,05%, onde
permaneceram homogeneizando delicadamente em placa agitadora por
aproximadamente 30 min. A suspensao obtida com células da branquia foi filtrada
em rede de plancton de 30 ym para um béquer contendo 2mL de soro bovino fetal
(SBF) diluido a 10% em PBS livre de calcio e magnésio, para a inativagdo da
tripsina. Com uma pipeta “Pasteur”, esta suspensado (4 mL) foi dividida em duas
partes iguais de 2 mL e centrifugada a 550 g por 10 min. Também com auxilio de
pipeta “Pasteur”, o sobrenadante foi removido e o precipitado formado
ressuspendido em 60 yL de solugao salina; volume este suficiente para o preparo de
duas laminas para o ensaio do cometa e uma lamina para verificar a viabilidade

celular.

2.6 Teste de viabilidade celular
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Anadlises de viabilidade celular foram realizadas paralelamente aos ensaios
do cometa e micronucleo, utilizando-se a metodologia de exclusdo do corante azul
de tripan (Trypan blue), diluido a 0,01%. Para cada animal foram analisados 100
hemacitos e 100 células branquiais e a viabilidade foi expressa como a porcentagem
de células viaveis no total de células contadas. Foram consideradas as amostras dos

individuos cuja viabilidade foi superior a 80% [32].

2.7 Ensaio do Cometa

A partir das suspensdes celulares de hemolinfa e de células branquiais,
seguiram-se os procedimentos para a realizagdo do ensaio do cometa, o qual foi
realizado conforme [31], com algumas modificagbes [33]. As suspensdes
celulares foram misturadas a uma solugédo de agarose de baixo ponto de fuséo
0,5% e entdo, espalhadas sobre laminas histoldgicas, previamente preparadas
com um filme de agarose de ponto de fusdo normal (1,5%). As laminas foram em
seguida submetidas aos seguintes procedimentos: (a) lise — 1 a 2 horas a 4 °C,
protegidas da luz e submersas em tampao de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA,
10mM Tris, 10% DMSO, 1mL Triton X-100, pH 10,0); (b) relaxamento e
desnaturacdo do DNA — células de hemolinfa e de branquias permaneceram,
respectivamente, por 30 e 40 min, no escuro, em tampao de eletroforese (0,3N
NaOH, 1mM EDTA, pH> 13); (c) eletroforese — 30 min, 300 mA, 25V, 1 V.cm '1;
(d) neutralizagéo — trés lavagens de 5 min cada em tampéo (0,4M Tris, pH 7,5).
As laminas foram entdo fixadas com etanol absoluto por 10 min e mantidas sob

refrigeracéo até analise.

As laminas foram coradas com solugdo aquosa de brometo de etidio (20

mg.mL-1) e foram analisadas sob microscopio de fluorescéncia Leica com filtro de
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excitagao azul (450-490 nm) e filtro de barreira de 515 nm, em objetiva de 100X.
Todas as laminas foram codificadas e analisadas sem conhecimento deste
codigo. Foram analisadas 100 células por animal, classificadas da seguinte forma
de acordo com o tipo de dano ao DNA encontrado: classe 0 (sem dano visivel),
classe 1 (tamanho da cauda até uma vez maior que o core nuclear), classe 2
(tamanho da cauda de uma a duas vezes maior que o core nuclear) e classe 3
(tamanho da cauda duas vezes maior que o core nuclear) [34]. A partir destas
analises, foi calculado o escore de danos para cada individuo, aplicando-se a
seguinte férmula: Escore de Danos =X (Ax0)+ (Bx 1)+ (C x2) + (D x 3), onde
A, B, C e D correspondem, respectivamente, ao numero de células com classe 0,
1, 2 e 3. Outra analise também foi realizada, levando-se em conta o numero de
nucledides danificados de cada individuo, que foi calculado da seguinte forma: B
+ C + D, onde B, C e D correspondem, respectivamente, ao niumero de células de

classe 1, 2 e 3 [35].

2.8 Controle da técnica

Para controle da eficiéncia da técnica, bem como dos procedimentos
adotados, foi realizado um ensaio em paralelo com o agente alquilante metil-
metanosulfonato (MMS) que tem agao direta na molécula de DNA. Para este ensaio,
8 animais foram expostos durante 6 h em volume de 0,2 L em solucdo de MMS na

concentracgo final de 4 x 10™*M.
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2.9 Teste do Micronucleo

O teste do micronucleo foi realizado conforme [36]. As amostras da
hemolinfa foram espalhadas sobre Iaminas de vidro, submetidas a secagem por 24
h, em auséncia de luz, fixadas em metanol absoluto por 10 minutos e entao, coradas
com Giemsa (5%) por 10 minutos. Um total de 3000 hemdcitos por animal foi
analisado sob microscopio de luz Olympus (em um aumento de 1000x). Apenas
hemdécitos com mebranas intactas foram considerados para a analise. Durante esta
etapa, quatro categorias de hemocitosforam identificadas: hemodcitos normais,
hemdcitos com micronucleo, hemdcitos binucleados e hemdcitos com outras
alteragbes nucleares (Fig. 2). As frequéncias médias de cada categoria identificada

foram estimadas e expressas por 1000 células (%o).

10 pM

Fig. 2. Hemdcitos de C. fluminea corados com Giemsa 5%. A) Hemécito normal; B)
Hemocito micronucleado; C) Hemdcito binucleado; D-F) alteragdes consideradas
dentro do grupo de outras alteragdes: D-E) Hemodcitos com nucleo irregular; F)

Hemocito trinucleado.
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2.10 Recuperagéo

Para verificar a capacidade de recuperagdo dos danos genéticos nos
hemécitos de C. fluminea ocasionados apds 6 h de exposicdo a FSG, foi realizado
um teste estatico com dois grupos de 18 animais cada um: grupo recuperagéo da
fragdo soluvel da gasolina (RecFSG) e grupo recuperagdo controle negativo
(RecCTR). Animais do grupo RecCTR ficaram expostos por 6 h em um aquario
contendo 10 L de agua limpa desclorada, enquanto os animais do grupo RecFSG
foram submetidos a este mesmo tempo de exposi¢cado a FSG (5%). Em seguida, os
animais do grupo RecFSG foram transferidos para outro aquario contendo apenas
agua limpa (10 L) e os animais do grupo RecCTR permaneceram no mesmo
aquario. Feito isto, seis animais de cada grupo foram amostrados apés 6, 24 e 96 h

de recuperacgao.

2.11 Analise Estatistica

Apos verificagao da distribuicdo dos dados e homogeneidades da variancia,
os resultados de escore de danos, numero de nucledides danificados, frequéncia de
MN e ANs, obtidos para os grupos CTR e FSG, em cada tempo de exposigéo, foram
comparados entre si pelo teste t de student (paramétrico) ou Mann-Whitney (ndo
paramétrico). Os resultados obtidos com os animais expostos ao MMS foram
comparados com os grupos CTR e FSG pela ANOVA (critério unico) e as diferengas
foram localizadas pelo teste de Tukey. Todas as anadlises foram realizadas
utilizando-se o pacote estatistico SigmaStat 2.0 e foram considerados significativos

os valores de p < 0,05.
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3. Resultados
3.1 Viabilidade celular

Os testes de viabilidade celular revelaram viabilidades superiores a 95% e
90% para os hemécitos e células das branquias, respectivamente, isoladas de C.
fluminea, nao indicando citotoxicidade da FSG para os individuos analisados e
auséncia de danos causados no masuseio do material biolégico que pudesse

comprometer as analises deste material.

3.2. Ensaios de Toxicidade
3.2.1 Ensaio do Cometa

Os resultados com o ensaio do cometa para células de hemolinfa e
branquias de individuos de C. fluminea expostos ao agente alquilante de agao direta
MMS, na concentragdo de 4 x 10™M, apresentaram em ambos os tecidos avaliados
um aumento significativo tanto no numero de nucledides danificados quanto no

escore médio de danos quando comparados com os animais do grupo CTR (Tabela

1).
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Frequéncia relativa de nucledides (%) observada em cada uma das classes de cometa

(0, 1, 2 e 3), numero médio de nucledides danificados (média + EP) e escore médio de

danos (média + EP) em hemdcitos e células branquiais de Corbicula fluminea expostos
ao agente alquilante Metil Metano-Sulfonato (MMS) e grupo controle negativo (CTR)

para a exposi¢ado de 6h. N = numero de animais analisados.

Classe de Danos

. Nucledides Escore de Danos
Tecido Grupo N 0 1 2 3 danificados (Médla + EP)
(%) (%) (%) (%) (Média + EP)
Hemolinfa MMS 8 18,86 55,86 20,14 5,14 81,14 +3,75* 111,57 + 8,83*
CTR 7 7500 20,71 3,86 0,43 25,00+2,16 29,71+ 3,47
Branquia MMS 7 6,00 3975 51,00 3,25 94,00+ 1,22* 151,50 £ 4,80*
g CTR 7 69,86 26,29 3,71 0,14 30,14 +2,55 38,50 £ 1,82

* = indica diferencga significativa em relagdo ao grupo CTR do respectivo tecido.

Para os animais expostos a FSG nos tempos de 6, 24 e 96h, foi observado

no caso de hemacitos de C. fluminea um aumento significativo, em relagéo ao grupo

CTR, no numero médio de nucledides de hemdcitos danificados apenas nos animais

expostos por 24 e 96h a FSG (Tabela 2). No caso das células das branquias, as

analises revelaram um aumento significativo no numero médio de nucledides

danificados dos animais do grupo FSG em relagcdo a média observada para os

animais do respectivo grupo CTR em todos os tempos de exposig¢ao (6, 24 e 96h)

(Tabela 2).
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Tabela 2.

Frequéncia relativa de nucledides (%) observada em cada uma das classes de
cometa (0, 1, 2 e 3) e numero médio de nucledides danificados (média £+ EP) em
hemacitos e células de branquias de Corbicula fluminea expostos a fragao soluvel da

gasolina (FSG) ou apenas a agua (CTR, controle negativo) durante 6, 24 e 96h.

Classe de Danos Nucleoides

; danificados
Tecido Tempo Grupo N 0 1 2 3

(%) (%) (%) (%)  MediatEP

6h CTR 7 7500 2071 386 043 2500+216

FSG 9 67,00 2266 867 167 33,00%3,00

. 24h CTR 9 7211 2167 522 100 27.89+275

Hemolinfa FSG 8 6013 2713 1000 275 39,88+ 320"

96h CTR 9 8000 1667 311 022 2000262

FSG 8 6875 2338 588 200 3125+417*

6h CTR 7 6986 2629 371 014 3014 +255

FSG 10 6120 2920 830 130 38,80+ 248"

BrAnaui 24h CTR 8 7288 2225 438 050 27.13+4,02
ranquia

FSG 7 56,43 28,14 10,71 1,86 40,71+ 2,48*

96h CTR 7 7857 1886 2,57 0,00 21,43 £ 1,39
FSG 6 5950 28,00 10,00 2,50 40,50 % 3,96*

* Indica diferenca significativa em relagao ao respectivo grupo CTR.

As médias de escores de danos, revelados pelo ensaio do cometa, para
hemodcitos e células das branquias dos animais submetidos aos diferentes
tratamentos e tempos de exposi¢cdo mostraram para ambos os tecidos analisados,
que os animais expostos a FSG apresentaram escores de danos significativamente
maiores que os do grupo CTR, para todos os tempos de exposi¢ao (Fig. 3). Os
dados obtidos neste trabalho n&o revelaram nenhuma relagdo entre nivel médio de
danos e tempo de exposicdo a que os animais foram submetidos, ou seja, n&o os

danos ndo se mostraram maiores nas exposi¢cdes mais longas. Portanto, as
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diferencas numéricas das médias de escores e numero de nucléides danificados

para os dois tecidos em questdao nao refletem nenhuma diferenca estatisticamente

significativa.

a)
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24h

96h

Células das Branquias

24h
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96h

Fig. 3. Escores médios de danos calculados para hemécitos (a) e células de

branquias (b) de C. fluminea dos grupos controle negativo (CTR) e fragdo soluvel da

gasolina (FSG) para os diferentes tempos de exposicdo. As linhas verticais

representam o erro padrdo. * indica diferenca significativa em relagéo ao respectivo

grupo CTR.
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3.2.2 Teste do Micronucleo

Os resultados obtidos nas analises de ocorréncia de Micronucleos (MN) e
Alteracbes Nucleares (AN) em hemdcitos de C. fluminea estdo apresentados na
Tabela 3. Embora os resultados obtidos tenham mostrado uma tendéncia de maior
frequéncia de ocorréncia de MN nos animais do grupo FSG, para todos os tempos
de exposi¢cao, somente apos 96h foi possivel detectar um aumento significativo na
ocorréncia de hemdcitos micronucleados no grupo FSG em relagdo ao seu
respectivo grupo CTR.

A ocorréncia de hemdcitos binucleados foi detectada em maior frequéncia
em relagdo as demais caracteristicas consideradas neste trabalho tanto para o grupo
CTR quanto para o grupo FSG. Embora a frequéncia de hemdcitos binucleados
tenha se mostrado, numericamente, maior nos individuos expostos a fragcao soluvel
da gasolina em relagdo aos respectivos grupos CTR para todos os tempos
experimentais, quando comparados, esta diferenga ndo representou nenhuma
significancia estatistica (Tabela 3).

Em relacdo ao conjunto de alteragbes categorizadas como “outras
alteragbes nucleares” (ndo incluidos aqui MN e células binucleadas) encontradas
nos hemdécitos de C. fluminea (Fig. 2), foi verificado um aumento significativo na
freqUéncia de ocorréncia destas apenas para os animais expostos por 96h a FSG,

quando comparados ao seu grupo controle negativo (Tabela 3).
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Tabela 3.
Frequéncia de ocorréncia de alteragées (micronucleos — MN, células binucleadas e

outros tipos de alteragdes) nucleares observada em hemécitos de C. fluminea para
os dois grupos de tratamento: controle negativo (CTR) e fragcdo soluvel da gasolina
(FSG) nos diferentes tempos de exposicao (6, 24 e 96h). N = numero de animais

analisados. EP = erro padrao.

Frequéncia de

Alteragoes Tempo Tratamento N alteragoes
[média (%o) * EP]

6h CTR 7 0,10 + 0,06

FSG 8 0,25+0,14

CTR 8 0,04 + 0,04

MN 24h FSG 8 0,21+ 0,11

96h CTR 6 0,00 + 0,00

FSG 7 0,43 +0,10*

6h CTR 7 0,62 + 0,11

FSG 8 1,42 + 0,58

Células 2ah CTR 8 0,29 + 0,08

Binucleadas FSG 8 0,67 £ 0,27

96h CTR 6 1,22 + 0,24

FSG 7 1,71 £ 0,37

6h CTR 7 0,05+ 0,05

FSG 8 0,13+ 0,09

Outras 24h CTR 8 0,13 +£0,09

Alteragoes FSG 8 0,25 +0,14

96h CTR 6 0,00 + 0,00

FSG 7 0,76 + 0,14*

* Indica diferenca significativa (P< 0,05) em relagdo ao respectivo CTR.
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3.3 Recuperagéo

Os resultados das andlises do ensaio do cometa com hemolinfa dos
bivalves submetidos a recuperagao de 6, 24 e 96h apos 6h de exposigao dos grupos
teste, grupo FSG e grupo CTR, estdo apresentados na Tabela 4 e Figura 4. Os
valores referentes a exposi¢cao de 6h foram reapresentados novamente nesta tabela
para melhor visualizacdo dos dados de recuperacao.

Com relagdo ao numero de nucledides danificados, os animais amostrados
apos 6h de recuperagdo nao apresentaram diminuicao significativa em relagdo a
média observada nos animais expostos no grupo FSG. No entanto, foi observado
uma diminuigdo significativa no numero de nucledides danificados dos grupos
RecFSG nas recuperagdes de 24 e 96h em relagédo aos respectivos grupos RecCTR
(Tabela 4).

Os resultados obtidos pelo céalculo do escore de danos para cada grupo de
tratamento revelaram uma diminuicdo significativa nos danos detectados nos
hemocitos dos individuos expostos ao grupo FSG quando comparados com o0s
grupos RecFSG, submetidos aos trés tempos de recuperagéo (6, 24 e 96h). Além
disso, nenhuma diferenga significativa foi detectada nas comparagbes entre os
animais dos grupos RecCTR e RecFSG, para os trés tempos de recuperagao

investigados.



Tabela 4.
Frequéncia relativa de nucledides (%) observados em cada uma das classes do cometa (0, 1, 2 e 3) dos

dois grupos analisados - controle negativo (CTR), fragéo soluvel da gasolina (FSG) - e numero de médio
nucledides danificados (média + EP) em hemdcitos de Corbicula fluminea, durante os tempos de

recuperacgao de 6, 24 e 96h. N = niUmero de animais analisados.

Classe de Danos Nucledides

Tratamento Tempo Grupo N 0 1 2 3 danificados

(Média * EP)
(%) (%) (%) (%)

Exposicdo 6h CTR 7 75,00 20,71 3,86 0,43 25,00 £ 2,16#
FSG < 67,00 22,66 8,67 1,67 33,00 * 3,00*

6h RecCTR 6 78,33 18,00 3,67 0,00 21,67 £ 2,59

RecFSG 6 78,83 18,00 3,00 0,17 21,17 £ 5,44#

Recuperacio 24h RecCTR 6 79,33 18,00 2,57 0,00 20,67 + 4,36#
RecFSG 5 80,20 14,00 5,20 0,60 19,80 + 3,53#

96h RecCTR 6 82,67 14,83 2,50 0,00 17,33 £ 1,23#

RecFSG 6 79,33 16,50 3,83 0,33 20,67 + 3,71#

* indica diferencga significativa em relagéo ao grupo CTR; # indica diferenga significativa em relagéo
ao grupo FSG.
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Fig. 4. As barras representam as médias de escores observados nos hemdcitos de
C. fluminea apos exposi¢cao (EXP) de 6h a agua (CTR) ou fragao soluvel da gasolina
(FSG) e recuperagao (REC) nos tempos de 6, 24 e 96h. * representa diferenga
significativa em relagdo ao respectivo CTR; # representa diferenca significativa em
relagdo ao grupo FSG da exposicao de 6h; @ representa diferenga significativa em

relagcao ao grupo CTR da esposi¢ao de 6h.
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4. Discussao

Alguns estudos tém apontado C. fluminea como uma espécie sensivel a
diversos tipos de poluentes aquaticos [20,37,38]. Até o momento, contudo, ainda séo
poucos, na literatura, os trabalhos que avaliam os danos genéticos de agentes
xenobidticos para esta espécie de bivalve. Dentre os poucos estudos de avaliagcdo
genotéxica envolvendo C. fluminea, esta espécie € reconhecida como uma 6étima
bioindicadora para a determinacdo de contaminantes genotoxicos em ambientes
aquaticos [30] e como um bom modelo para monitorar tais ambientes usando-se o
ensaio do cometa como técnica de estudo [39]. O habito sedentario de C. fluminea,
associado ao fato de serem animais que vivem em intima associagdo com o meio
onde habitam, sendo encontrados tanto no substrato quanto na coluna d’agua, e
serem organismos filtradores e bioacumuladores de quantidades consideraveis de
agentes xenobiodticos sdo algumas das caracteristicas apresentadas por C. fluminea
que tornam estes bivalves objetos interessantes para avaliagbes da acido de
poluentes na biota aquatica [28,30,37,38].

No presente trabalho, C. fluminea se mostrou uma espécie sensivel a fracao
soluvel da gasolina (FSG), diluida a 5%, mostrando danos genéticos apods
exposigdes agudas a este poluente ambiental. Esta afirmagdo se apdia no fato dos
resultados encontrados com o ensaio do cometa terem revelado danos significativos
ao DNA de células de branquias e de hemolinfa dos animais expostos a FSG em
todos os tempos experimentais, quando foram considerados os escores de danos
encontrados para os diferentes tratamentos.

Em bivalves, a hemolinfa ¢é amplamente utilizada em ensaios

ecotoxicoldgicos, pois além da facil coleta deste tecido e dos hemdcitos ja estarem
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isolados, € nela que ira circular todo contaminante a que o animal foi exposto
[40,41]. Entretanto, outros tecidos de bivalves vém sendo também utilizados em
estudos de avaliagdo ambiental, como por exemplo, as branquias destes animais
[42,43], 6rgédo por onde toda agua que entra no animal atravessa, constituindo,
assim, um 6rgao alvo bastante representativo para ensaios toxicolégicos diversos.
No presente trabalho, as células de branquias se mostraram aparentemente mais
sensiveis aos efeitos genotdéxicos da FSG do que as células de hemolinfa, pois as
primeiras apresentaram um aumento significativo no numero de nucledides
danificados, em relagédo ao seu controle negativo, em todos os tempos de exposicao,
enquanto os hemocitos apresentaram este aumento apenas para os tempos de 24 e
96h. De forma similar, com os dados obtidos por [44] € possivel observar que as
celuas das branquias se mostraram mais sensiveis aos danos detectados pelo
ensaio do cometa em relacdo as células de hemolinfa quando levado em
consideracao a concentragdo mais alta de exposicdo dos individuos da espécie
Mytilus edulis ao agente alquilante MMS. Destaca-se ainda, neste trabalho, o fato de
terem sido detectados com o ensaio do cometa, na exposi¢ao dos individuos de C.
fluminea com o agente alquilante MMS, danos genéticos expressivamente mais
elevados em células de branquias do que em células de hemolinfa dos animais
expostos a este agente quimico de agdo direta sobre o DNA. Esta maior
sensibilidade das células de branquias ao MMS pode ser devida ao modo de
exposicdo, com as branquias servindo como porta de entrada para o contaminante
[39]. [30] comparando a sensibilidade genotdxica de células de hemolinfa, branquias
e glandula digestiva de C. fluminea ao MMS, observaram que dos trés tecidos

avaliados, as células de branquias se mostraram aparentemente menos adequadas
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para estudos de avaliacdo genotoxica com estes bivalves ndo pela menor
sensibilidade destas e sim pelos elevados niveis basais de danos no DNA
encontrados para células deste tecido. Entretanto, ao contrario do presente estudo,
no qual o isolamento de células de branquias foi feito por dissociacdo enzimatica,
deve-se destacar que [30] fizeram uso exclusivamente da técnica de dissociacao
mecanica para a obtencdo das células deste tecido, fator que pode ter sido
determinante para detecgdo de um maior nivel basal de danos.

O teste do micronucleo (MN) é considerado uma das técnicas mais populares
em estudos de genotoxicidade ambiental [45] e tem, de fato, se mostrando eficiente
na deteccdo de danos genéticos para algumas espécies de bivalves expostos a
petréleo e alguns de seus derivados [45,46]. No presente estudo, contudo,
diferentemente do que foi observado com o ensaio do cometa, o teste do
micronucleo detectou danos significativos no material genético de C. fluminea
apenas apos 96h de exposicdo dos animais a FSG. Por outro lado, enquanto o
ensaio do cometa se mostra uma técnica capaz de detectar danos ao DNA em
curtos periodos de tempo, o aparecimento de MNs em um célula indica que esta
passou por pelo menos um ciclo de divisdo celular, para que estes MNs pudessem
aparecer como uma alteragdo genética. Assim, em ensaios de exposi¢ao aguda,
como no presente trabalho, o numero de MNs esperado € geralmente pouco
elevado, visto que as células dos organismos expostos devem ter atravessado um
ou poucos ciclos celulares, dependendo muito da espécie em estudo.

De forma similar ao observado para os MNs, alguns tipos de alteragcbées na
forma de nucleos de hemdcitos do grupo FSG apresentaram um aumento

significativo em relagdo ao seu controle negativo apenas para o tempo de exposi¢cao
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de 96h a FSG. Segundo [47], embora os mecanismos envolvidos no aparecimento
destas alteragdes nucleares nao estejam bem compreendidos, héa indicios de que as
alteragbes nucleares sao induzidas em resposta a exposi¢cao a agentes genotdxicos
[48]. De qualquer modo, tais alteracbes devem ser consideradas ainda com uma
maior cautela em anadlises genotdxicas, por ndo serem um marcador de consenso
entre os diferentes autores.

No presente estudo, os resultados obtidos com o ensaio do cometa
empregado para avaliar a resposta de reparo de C. fluminea, apds exposi¢cao aguda
de 6h a FSG e recuperagao destes animais em intervalos de 6, 24 e 96 h, que se
seguiram a exposicdo, revelaram uma grande capacidade desta espécie de reparar
aos danos previamente produzidos no DNA dos animais expostos ao poluente. Além
disto, os resultados encontrados mostraram que em apenas 6h de recuperacao os
bivalves foram capazes de apresentarem novamente um escore de danos em nivel
basal, semelhante aos encontrados para os grupos CTR em todos os tempos de

exposigao.

O potencial poluente da gasolina esta diretamente relacionado com os
hidrocarbonetos aromaticos de maior solubilidade em &gua, ou seja, benzeno,
tolueno e xilenos (BTXs) [10], que estdo entre os compostos encontrados na fragéo
aquosa na gasolina [12]. Contudo, outros compostos, como alguns poliaromaticos
(PAH) com cadeias de 9 atomos de carbonos e naftaleno, presentes da gasolina
utiizada no Brasil, se mostraram ainda mais téxicos que estes hidricarbonetos
monoaromaticos [13]. A toxicidade de hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHs) é

amplamente reconhecida na literatura, tanto pela maior persisténcia destes
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compostos nos ambientes aquaticos [49], quanto pelos danos variados causados na
biota destes ambientes [3,50,51]. Incluidos entre os poluentes mais impactantes, os
PAHs sdo considerados agentes mutagénicos e carcinogénicos [52],
comprovadamente genotéxicos para diversos organismos aquaticos [5,50].

Estudos com outras espécies de moluscos bivalves apontam os PAHs como
0s provaveis causadores de danos genéticos encontrados nos animais presentes em
locais onde estes agentes estavam presentes em grande quantidade [53] ou ainda
em locais impactados por derrames de petroleo [45,52,54]. Assim, € possivel que os
PAHs sejam, pelo menos em parte, os responsaveis pelos danos ao DNA de C.
fluminea expostos a FSG, detectados pelos ensaio dos cometa e do micronucleo no
presente estudo. Entretanto, é importante se destacar que a interagdo dos PAHs
com a luz solar pode ainda resultar na producdo fotoquimica de derivados
potencialmente mais genotdxicos que os PAHSs [5,53].

Dentre os produtos presentes na FSG, os PAHs sao comprovadamente
metabolizados no citocromo P450, podendo gerar em decorréncia deste processo,
metabdlitos que reagem com o DNA formando aductos, cujo reparo conduz a perda
da integridade do DNA [5]. Além disto, o processo de biotrasformacado dos PAHs
resulta no aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem ocasionar
também danos ao material genético [5,50]. Em moluscos da espécie Mytilus edulis,
[55] conseguiram purificar enzimas da familia citocromo P450, mostrando atividade
desta familia de enzimas para bivalves. Por outro lado, [56] relatam que detectaram
um aumento significativo na atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST),
uma enzima de biotransformagdo de fase |l envolvida na metabolizagdo de

xenobidticos, em individuos da espécie Crassostrea rhizophorae expostos ao 6leo
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diesel. A atividade desta enzima, GST, também leva a produ¢ao de ROS que podem
danificar diretamente a molécula de DNA.

O ensaio do cometa é reconhecidamente uma técnica eficiente na deteccgao
de danos oxidativos ao DNA, danos estes, muitas vezes, passiveis de serem
reparados com grande rapidez [57]. No presente trabalho, a rapidez com que o0s
danos ao DNA de C. fluminea foram reparados reforcam a idéia de uma possivel
origem oxidativa para os danos encontrados. Adicionalmente, a comprovada
capacidade desta espécie em degradar alguns tipos de hidrocarbonetos derivados
de petréleo [21], bem como a rapida capacidade de recuperacao de C. fluminea
frente a alguns poluentes ambientais [20] podem ter sido dois fatores importantes
neste processo de recuperacédo dos animais.

Os resultados encontrados neste estudo com o ensaio do cometa, teste do
micronucleo e alterages nucleares indicam que a fragdo soluvel da gasolina é um
poluente de agdes tanto genotdxica quanto mutagénica para C. fluminea. Ressalta-
se que, neste estudo o ensaio do cometa se mostrou uma técnica altamente
sensivel na deteccao de danos ao DNA deste bivalve, corroborando a reconhecida
eficiéncia deste ensaio para avaliagbes genotdxicas com organismos aquaticos
[47,58]. Estes dados sugerem que C. fluminea € uma espécie sensivel para
avaliacido de danos ocasionados pela exposi¢cao a contaminantes ambientais, bem
como em estudos de monitoramento ambiental, conforme ja relatado em outros

estudos [30,38].
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IV. Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:

¢ A fragdo soluvel da gasolina (FSG) mostrou-se genotoxica e mutagénica para
a espécie de bivalve dulcicola C. fluminea em exposi¢cdes agudas e sistema
de tratamento estatico.

e As células das branquias mostraram-se, aparentemente, mais sensiveis aos
danos genotoxicos detectados pelo ensaio do cometa, sendo, portanto,
recomendadas para uso em estudos ambientais, juntamente com as células
de hemolinfa.

e Danos genotoxicos apds exposicdo aguda de 6h a FSG (5%) foram passiveis
de reparo ap6s curtos periodos de recuperacao dos animais.

e Ambas as metodologias empregadas se mostraram eficientes na deteccao
dos danos genotéxicos e mutagénicos, pelos ensaios do cometa e
micronucleo, respectivamente.

e C. fluminea mostrou-se sensivel a exposicdo aguda a FSG e uma espécie
potencialmente adequada para ensaios genotéxicos voltados para o

monitoramento ambiental.
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