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RESUMO

Comparagao das respostas do Clone 4430 ¢ Tradescantia pallida no Teste de Micronucleos (Trad-MN)O teste de genotoxicidade
com o clone 4430 do género Tradescantia é utilizado mundialmente por varios grupos de pesquisadores. No Brasil, a Tradescantia
pallida vem sendo utilizada em substitui¢@o ao clone 4430 fornecendo resultados satisfatorios. Entretanto, na literatura, apenas
um trabalho comparativo entre as duas espécies foi encontrado, revelando a necessidade de mais estudos para verificagdo do
potencial da Tradescantia pallida em substituigdo ao clone 4430 no teste Trad-MN. Este estudo teve por objetivo realizar testes
comparativos entre as duas plantas, com substancias utilizadas em estudos anteriores como controles positivos ¢ negativos. Os
resultados obtidos nos estudos comparativos demonstraram que a Tradescantia pallida pode substituir o clone 4430 no teste de
micronucleo. Entretanto, grande variag@o na freqiiéncia de micronucleos (de 3% a 8% para controle negativo ¢ de 5% a 11%
para controle positivo) foi observada para as substancias testadas como controles negativos e positivos, indicando baixo poder
discriminatorio do teste Trad-MN quando Tradescantia pallida ¢ utilizada como organismo indicador.
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ABSTRACT

Comparison of responses of the Clone 4430 and
Tradescantia pallida in the Micronucleus Assay (Trad-MN)

The Genotoxicity Assay with clone 4430 genus Tradescantia is utilized worldwide in the Tradescantia Micronucleus assay
(Trad-MN). In Brazil, several Trad-MN studies have utilized Tradescantia pallida to replace the clone 4430. However, in
the literature, only one comparison between the two species was performed, and more studies are necessary to examine the
mutagenic potential of Tradescantia pallida for application in the Trad — MN. The present work aims to compare the results
of Trad-MN assays between the two plants, in the testing of mutagenic substances (positive controls) and water (as negative
controls), to evaluate the utilization potential of Tradescantia pallida for replacing clone 4430. The results obtained showed
that Tradescantia pallida can replace clone 4430 in the micronucleus assay, however, the substances testing showed high
variation in the micronuclei induction (3% — 8% for negative control and 5% — 11% for positive control), indicating low
discriminating potential of the assay and limited applicability in monitoring programs.
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INTRODUCAO

O Teste de Micronucleo com Tradescantia (Trad-MN)
¢ um ensaio de genotoxicidade para deteccdo de efeitos
deletérios provocados por agentes quimicos (Gong et al., 2003),
polui¢do atmosférica (Carvalho-Oliveira et al., 2005), drogas
(Kim et al., 2003), radia¢do (Suyama et al., 2002), solo
(Majer et al., 2002), agua (Crebelli et al., 2005) e pesticidas
(Rodrigues et al., 1998 a;b).

O ensaio baseia-se na formagao de micronucleos
originados dos fragmentos cromossomicos acéntricos
(efeito clastogé€nico) ou cromossomos inteiros (efeitos
aneugénico) que sdo provocados por agentes mutagénicos
(MA et al., 1981, 1991, 1994). Ma e colaboradores
(1978) descreveram e padronizaram o teste para o Clone
BNL 4430, um hibrido estéril (Tradescantia hirsutiflora x
Tradescantia subcaulis) do género Tradescantia. Entretanto,
o Clone 4430 tem aplicagdes limitadas em paises tropicais,
dada sua sensibilidade ao clima (temperatura e umidade do
ar elevadas) e ao ataques de insetos quando as plantas sdo
expostas por periodos prolongados em ambiente aberto,
limitando seu uso para estudos de biomonitoramento
(Sant’anna, 2003).

No Brasil, alguns estudos tém usado a espécie Tradescantia
pallida no monitoramento de poluicdo atmosférica. Esta
espécie é largamente usada como planta ornamental em
jardins e canteiros de rodovias e estradas, apresentando
resisténcia natural as intempéries da natureza, além de facil
propagacao (Suyama et al., 2002). A Tradescantia pallida foi
utilizada com sucesso para detectar mutagenicidade causada
pela poluigdo atmosférica in situ (Carreras et al., 2006),
como também em laboratorio (Carvalho-Oliveira et al.,
2005). Suyama (2002) e colaboradores demonstraram que
a Tradescantia pallida e o Clone 4430 apresentam resposta
semelhante aos efeitos genotoxicos dos raios-X. Sumita (2003)
e colaboradores pesquisaram o acimulo de alguns metais nas
folhas de Tradescantia pallida, obtendo resultados semelhantes
aqueles observados com o Clone 4430 (Alves et al., 2001).
Tais resultados indicam que a Tradescantia pallida pode ser
uma alternativa conveniente em substitui¢do ao Clone 4430
nos testes de micronucleos.

Visando ampliar os conhecimentos sobre o potencial de
utilizacdo da Tradescantia pallida em substituir o clone 4430
na avaliacdo de mutagenos ambientais, este estudo teve como
objetivos:

1) Comparar as respostas obtidas no Teste de Micronicleo
entre a Tradescantia pallida e o Clone 4430 frente a
diferentes concentragdes de trioxido de arsénio (As,0,),
de solugdo nutritiva de Hoagland e de dgua de torneira;
e

2) Avaliar a resposta da Tradescantia pallida frente a
substancias conhecidamente mutagénicas (controles
positivos) e dgua de diferentes qualidades (controles
negativos), substancias estas que vém sendo rotineira-
mente utilizadas e citadas na literatura.
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MATERIAL E METODOS

Teste do Micronucleo em células
germinativas de Tradescantia

Estudo Comparativo entre Tradescantia pallida e
Clone 4430 frente ao Triéxido de Arsénio (As,0, ),
solucdo de Hoagland e dgua de torneira

Inflorescéncias jovens (sem flor aberta) das plantas foram
coletadas de floreiras cultivadas em jardim de uma area rural,
distante de rodovias e industrias, na Cidade de Caucaia do Alto
situada a 50 km do centro da cidade de Sao Paulo.

Foram preparadas solugdes de As,O, (Sigma) nas
concentragdes 1,0 mM; 2,5 mM e 5,0 mM conforme proposto
por Knasmiiller (In Bioassays in Plant Cells, 2003) e segundo
protocolo estabelecido por Ma ¢ colaboradores (1981) para o
clone 4430. As hastes florais (5-10 hastes) foram colocadas
em béqueres com solugdo nutritiva de Hoagland diluida 1:3,
por 24 h para adaptacdo antes da exposicdo ao As,O,. As
inflorescéncias de Tradescantia pallida e do Clone 4430 foram
separadas em grupos e expostas por 6 h, tendo como controle
negativo a solucdo nutritiva de Hoagland (diluida 1:3). Apés
exposicdo, as inflorescéncias foram colocadas em uma nova
solu¢@o nutritiva por um periodo de recuperagdo de 24 h, sendo
em seguida fixadas em solug@o de acido acético e etanol (1:3) e
conservadas em alcool 70% para posterior preparacdo ¢ analise
das laminas de microscopia.

Paralelamente a realizag@o deste experimento, foram
testados dois controles negativos, agua de torneira e solugo
de Hoagland (diluida 1:3). A coleta da 4gua de torneira foi feita
no laboratorio da Faculdade de Medicina da USP, e a solugdo
de Hoagland foi preparada a partir de macro e micro nutrientes
seguindo o protocolo de Hoagland e Arnon (1950). A coleta
das plantas, local e tempo de exposi¢do foram os mesmos
realizados para o ensaio com 0 As,O,.

Estudos das respostas da Tradescantia pallida frente a
substdncias mutagénicas e dgua de diferentes qualidades

Foram coletadas de 5 — 10 inflorescéncias de Tradescantia
pallida no jardim da Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental (CETESB), localizada na cidade de Sao Paulo. Como
controles positivos foram utilizados Formaldeido (MERCK)
na concentragao de 0,1 e 0,2%, Etil metanosulfonato (EMS —
Sigma) nas concentragdes 0,8 mM e 8,0 mM e As,O, (Sigma)
a 5,0 mM. As condigdes utilizadas como controle negativo
foram: agua de torneira, agua destilada, agua ultra pura, agua
mineral e solugdo nutritiva de Hoagland (diluida 1:3). Hastes
florais foram expostas por 8 horas ap6s periodo de adaptagao
de 24 h em solu¢ao de Hoagland (diluida 1:3). O periodo de
recuperagdo foi de 24 h em solugdo de Hoagland. A partir desta
etapa o procedimento foi realizado de acordo com o descrito
no item Preparagdes das Laminas

Inflorescéncias contendo estagio de tétrades jovens foram
dissecadas e 5 a 10 laminas por grupo foram preparadas usando
corante carmim. As laminas foram codificadas de modo que o
leitor ndo conhecesse sua origem, somente identificando-as no
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final das leituras e analisadas quanto a presenca de micronucleos
com aumento de 100x e 400% em microscdpio Optico. Para cada
grupo foram avaliadas no minimo 1500 tétrades e cada 1amina foi
considerada uma amostra do grupo (Rodrigues et al., 1999).

Analises Estatisticas

Os dados obtidos para os diferentes ensaios foram
avaliados utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) seguida
pelo post-hoc de Tukey. O programa estatistico utilizado foi
0 SPSS vs 10 e as amostras foram consideradas significativas
quando apresentaram diferengas em relagéo ao controle negativo
com significancia minima de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Estudo comparativo entre as respostas da Tradescantia
pallida e Clone 4430 frente ao As,0, a solugdo
nutritiva de Hoagland e a dgua de torneira

Inicialmente foram realizados estudos comparativos com
os controles negativos agua de torneira e solucao nutritiva de
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Hoagland, utilizando inflorescéncias de Tradescantia pallida e do
clone 4430 (Tabela 1). Nao foi observada diferenga significativa
entre as médias da freqiiéncia de MN nesses resultados (p = 0,842),
independentemente da planta utilizada (p = 0,951). As médias
da freqiiéncia de micronucleo obtidas para Tradescantia pallida
para ambas as condi¢des de teste foram maiores que as obtidas
no clone 4430, porém nao significativas (p = 0,064).

As comparagdes multiplas pelo método de Tukey revelaram
que os resultados obtidos para as doses de As,O, testadas foram
estatisticamente diferentes do controle negativo (p = 0,011 para
a dose de 1,0 mM e p < 0,001 para as doses de 2,5 ¢ 5,0 mM).
Os resultados da freqiiéncia de MN na Tradescantia pallida para
o tratamento com o0 As,O, foram significativamente maiores do
que aqueles observados no clone 4430 (Tabela 2). Entretanto,
ndo houve diferenca significativa das doses nas respostas obtidas
para as duas (p = 0,276).

Respostas da freqiiéncia de MN da Tradescantia
pallida frente a diferentes substincias
mutagénicas e diferentes fontes de dgua

A ANOVA realizada com as médias das freqliéncias de
MN obtidas para agua ultra pura, agua de torneira, a4gua mineral,

Tabelas 1 — Freqiiéncias de microntcleos (MN%) obtidas em experimento com inflorescéncias do clone 4430 e de
Tradescantia pallida ap6s exposigdo por 6 h a solucdo de Hoagland e 4gua de torneira.

Solugao Clone 4430° Tradescantia pallida®
Ne de tétrades MN/100 tétrades + DP Ne de tétrades analisadas MN/100 tétrades + DP
analisadas (MN%) (MN%)
Agua de torneira 2100 50+ 1,6° 4200 6,0 £ 1,9¢
Solugio de Hoagland 3300 5,0 +1,2° 3300 6,1 +2,1°

Os resultados seguidos pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

“Nio significativo entre as plantas; ®néo significativo entre as solugdes utilizando o clone 4430 e °néo significativo entre as solugdes utilizando a T. pallida.

Tabela 2 — Freqiiéncias de microntcleos (MN%) obtidas em experimento com inflorescéncias do clone 4430 e de
Tradescantia pallida ap6s exposi¢do por 6 h a diferentes concentragdes de trioxido de arsénio (As,0,).

Solugdo Clone 4430 Tradescantia pallida
Ne de tétrades MN/100 tétrades + Ne de tétrades MN/100 tétrades +
analisadas DP (MN %) analisadas DP (MN %)
Hoagland (controle negativo) 1500 3,3+1,09 1500 3,6 +0,48
ASZO3 1 mM 1500 4,2+1,28* 1500 6,6 +1,16*
A5203 2,5 mM 1500 5,9 +0,94* 1500 6,2+ 1,62*
As,0, 5 mM 1500 6,9 +£1,07* 1500 8,0 +£1,92%

*p < 0,05 com relac@o ao controle negativo (Teste de Tukey)

Tabela 3 — Freqiiéncias de microntcleos (MN %) obtidas em experimento com inflorescéncias de
Tradescantia pallida apds exposigao por 8 h a dgua de diferentes qualidades.

Solugdo Tradescantia pallida
Ne de tétrades MN/100 tétrades+ DP

analisadas (MN %)
Solugdo de Hoagland (grupo controle) 2100 4,76 + 1,29
Ultrapura 2400 5,59+ 1,97 n.s
Destilada 1800 8,11 £ 2,57
Mineral 2400 6.33+2,09n.s
Torneira 2700 467+098ns

ns: ndo significativo; *p < 0,05 com rela¢@o ao grupo controle (Teste de Tukey)
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Tabela 4 — Freqiiéncias de microntcleos (MN %) obtidas em experimento com inflorescéncias de
Tradescantia pallida ap6s exposigao por 8 h a diferentes substancias mutagénicas.

Substancia Tradescantia pallida
Ne de tétrades MN/100 tétrades = DP
analisadas (MN%)
Agua ultrapura (controle negativo) 1500 2,74+ 1,48
Formaldeido 0,1% 1500 6,94 £ 2,65 ns
Formaldeido 0,2% 2400 10,34 *+ 5,40*
EMS 0,8 mM 2400 5,96 = 2,03 ns
EM S 8,0 mM 1200 11,25+ 5,85**
ASZO3 5,0 mM 1500 7,87 £ 1,52 ns

ns: ndo significativo; * p < 0,01; ** p < 0,05
E M S — etil metanossulfonato

agua destilada e solucdo nutritiva de Hoagland, indicou que essas
solucdes apresentaram respostas diferentes entre si (p = 0,003).
Utilizando a solug@o de Hoagland como grupo controle (teste
de Tukey) foi observado que apenas a dgua destilada apresentou
resultado significativo (Tabela 3).

Os dados de freqiiéncias de MN obtidos para as diferentes
substancias mutagénicas testadas apresentaram diferencas
significativas (p = 0,008). Foi observado que o formaldeido
0,2% e o EMS 8,0 mM induziram aumento significativo na
freqiiéncia de micronucleos quando comparados ao controle
negativo, as demais substancias e doses testadas ndo apresentaram
respostas significativas (Tabela 4).

DISCUSSAO

Os primeiros ensaios realizados visaram comparar as
respostas da freqiiéncia média de microntcleos entre Tradescantia
pallida e o clone 4430 apds exposi¢do ao As,O,, a solugdo
de Hoagland e a agua de torneira, que sdo freqiientemente
utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente,
em bioensaios com vegetais (Knasmiiller et al., 1998; Carvalho-
Oliveira et al., 2005).

As repostas obtidas para a solugdo de Hoagland e agua de
torneira ndo foram significativamente diferentes para as duas
plantas (Tabela 1). Sabe-se que a agua de torneira apresenta
mutagenicidade devido a presenca de substancias cloradas
(Sanchez et al., 1988), porém, as respostas obtidas neste estudo
permitem inferir que o teste ndo ¢ sensivel para detectar a
mutagenicidade desses compostos nas concentragdes presentes
na agua de torneira testada.

Visando a possibilidade de substituicdo do clone 4430
pela Tradescantia pallida, os dados apresentados na Tabela 2
mostram que as médias de micronucleos para a Tradescantia
pallida foram maiores nas mesmas condi¢des de teste que as
do clone 4430, entretanto, as duas plantas comportaram-se
de forma semelhante em relagdo as doses-respostas obtidas.
Estes resultados, somados aqueles obtidos anteriormente por
Suyama (2002) para raios X, sugerem que a Tradescantia
pallida pode substituir o clone nos testes Trad-MN.

Apds os testes comparativos entre as duas plantas,
foram realizados dois novos experimentos utilizando apenas
inflorescéncias de Tradescantia pallida expostas a diferentes
substancias mutagénicas (controles positivos) e dgua de diferentes
qualidades (controles negativos) que foram anteriormente
utilizadas por outros autores. As respostas obtidas neste estudo
indicaram que a agua destilada foi significativamente diferente do
grupo (Tabela 3), indicando que a mesma nao seria um controle
negativo adequado. O resultado obtido para a dgua destilada
enquadrou-se, neste caso, na mesma faixa de freqiiéncia dos
resultados obtidos para as substancias mutagénicas (Tabela 4).
Quando o teste com substancias mutagénicas foi realizado,
utilizou-se a 4gua ultrapura como controle negativo, sendo que
o valor obtido para este controle foi diferente do obtido no teste
com fontes diferentes de agua (Tabela 3), esta obteve um valor
mais baixo, indicando alta variagdo nas respostas basais desse
ensaio. Os autores ndo conseguiram associar fatores ambientais
que pudessem explicar essa variagao.

Dentre as substancias e concentragdes testadas como
controles positivos, pode-se afirmar que o formaldeido a 0,2%
€0As,0, a 5,0 mM foram significantes quando comparados ao
controle negativo (Tabela 4). Estudos realizados por Sandhu e
colaboradores (citado por Rodrigues et al., 1998b) e Steinkellner
(1998) e seus colaboradores ja haviam empregado o As,O,
como controle positivo utilizando o clone 4430, no entanto,
os autores ndo apresentam os valores numéricos obtidos para
compara-los com os deste estudo.

A Figura 1 compara dados da freqiiéncia de MN para
diferentes controles positivos e negativos obtidos por diferentes
autores, tanto para o clone 4430 como para a Tradescantia pallida,
com aqueles obtidos neste estudo. Observa-se grande variagdo
na amplitude de respostas tanto para os controles negativos
(< 1% — 8%) como positivos (5% — 11%). Esses dados confirmam
os achados de White e Claxton (2004) que indicaram o baixo
poder discriminatorio do teste de MN com Tradescantia.

Testes de mutagenicidade com plantas podem ser uteis em
uma das etapas da avaliagdo de risco genotoxico para os seres
humanos: a etapa de avaliagdo do perigo. Resultados positivos
podem indicar a necessidade de mais testes com espécies de
maior relevancia para o ser humano.
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Figura 1 — Comparagio da freqtiéncia de micronticleos (MN %) obtidas neste estudo com a literatura (Fonte: Batalha et al, 1999; Carvalho-Oliveira et al., 2005;
Cotelle et al., 1999; Klumpp et al., 2004; Ma et al., 1994; Monarca et al., 2002; Rodrigues et al., 1998a; Santos et al., 2004; Steinkellner et al., 1998).

Devido a restri¢ao cada vez maior do uso de animais de
laboratdrio, os testes com bactérias, plantas e culturas celulares
vém ganhando importancia, porém sua interpretagdo deve ser
muito cautelosa e realizada conjuntamente com outros dados.
Considera-se que quanto mais proximo do ser humano estiver o
organismo teste, mais relevante se tornam os resultados obtidos
para se inferir riscos a satide humana.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que o teste de
MN em células germinativas de Tradescantia deve ser usado
com cautela em estudos de biomonitoramento ambiental, devido
ao seu baixo poder discriminatério. Talvez maior controle das
condic¢des ambientais, como estufas com ar filtrado ou outros
recursos, possam ser utilizados para controlar as varia¢des das
repostas, porém esses esfor¢os levariam a maior custo analitico
especialmente quando associado ao laborioso procedimento de
contagem dos micronucleos.
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