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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar aviabilidade do uso do molusco terrestre Cantareus aspersus (Muller, 1774) como
biomonitor e a metodologia do Ensaio Cometa como biomarcadora de dano genético, por meio da exposi¢do dos organismos
a poluentes atmosféricos da area estudada. Os moluscos foram expostos as condi¢des atmosféricas na estagdo de climatologia
do Campus da Ulbra, Canoas (RS), por 7, 15 e 30 dias em duas estacfes: inverno de 2004 e verdo de 2005. O grupo-
controle ndo foi exposto, permanecendo no laboratério sob condi¢des controladas. Células de pulmé&o e hemolinfa fo-
ram analisadas por meio do Ensaio Cometa, um teste rapido e sensivel na quantificacdo de lesdes e deteccéo de efeitos
de reparo no DNA. Foram analisadas 100 células/individuo/tecido e classificadas visua mente em cinco classes. sem danos —
classe 0; até danos maximos — classe 4. Os resultados mostraram que as células pulmonares sao mais sensiveis que as
células da hemolinfa. Quanto maior o tempo de exposic¢éo, mais danos ao DNA eram causados. Em relacéo as estacBes
do ano, verificaram-se niveis de danos maiores que os controles de forma significativa, porém sem grandes diferencas
entre as estagdes. O organismo e o método utilizado mostraram-se baratos, efetivos e sensiveis no estudo envolvendo
biomonitoramento de organismos expostos aos diversos poluentes atmosf éricos.

Palavras-chave: biomonitoramento, Ensaio Cometa, Cantareus aspersus, polui¢ao atmosférica.

ABSTRACT

Evaluation of genotoxicity induced by atmospheric pollution using the land mollusk
Cantareus aspersus (M uller, 1774) as biomonitor and the Comet Assay as biomarker

The objective of thiswork was to investigate the viability of using the land mollusk Cantareus aspersus (Muller, 1774)
as biomonitor and the Comet Assay as biomarker, exposing organisms to atmospheric pollutants. Organisms were exposed
to air at the Ulbra University campus climatic control station (Canoas, RS) for 7, 15 and 30 days, in the winter/2004 and
in the summer/2005. Our control group, not exposed, was kept in the laboratory, under controlled conditions. Lung cells
and hemolymph cells were evaluated through Comet Assay, which shows sensitive results in a short time in quantifying
lesions and detecting DNA repair effects. 100 cells/individual/tissue were analyzed and visually classified into five classes
(0 —no effect to 4 — maximum damage). Results show that pulmonary cells are more sensitive than hemolymph cells. Longer
exposition time produced more DNA damage. Considering climatic seasons, no significant differences were detected between
them. Both organisms and method showed to be cheap, effective and sensitive in our study, for biomonitoring atmospheric
pollution.

Key words: biomonitoring, Comet Assay, Cantareus aspersus, atmospheric pollution.
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INTRODUCAO

A emissdo de gases tdxicos e de material particulado na
atmosferatem crescido em quase todas as grandes aglomeractes
urbanas e industriais do mundo, afetando ndo s6 a qualidade
local do ar, mas produzindo efeitos que se manifestam a grandes
distancias e a longo prazo. Os ventos podem transportar 0s
poluentes paralonge, submetendo novas &reas a chuvas &cidas
gue causam danos a vegetacdo e contaminam o solo.

Veiculos e indUstrias sdo dois dos maiores fornecedores
de agentes da poluicgo. Chaminés despejam, sem parar, tondladas
de enxofre, 6xido de nitrogénio, &cido sulfurico, didxido de
enxofre, &cido fluoridrico, hexacloreto de benzeno, sulfeto de
carbono, cloro, fendis e outras substncias nocivas (Freire, 2000).

A exposicao as emissdes provenientes dos motores dos
veiculos tem sido considerada preocupante pel os seus efeitos
na salide humana em longo prazo. Nas cidades, os automoveis
s80 responsaveis por consideravel parcela da poluicdo do ar
(cerca de 80%), ja que os gases produzidos pelos motores,
via explosdo, contém diversos poluentes sabidamente
genotoxicos, como: oxidos de nitrogénio (NO eNO,) (Victorin,
1994) e monoxido de carbono, derivados oxigenados dos
hidrocarbonetos, como adeidos e peroxidos, particulasresiduais
da combustdo, além de chumbo, até a pouco adicionado como
antidetonante a gasolina. Todos esses compostos isolados ou
associados a outros elementos sdo toxicos ou de efeito danoso
aos organismos, de forma ndo totalmente esclarecida. Tragos
de outras substancias perigosas, como cadmio e niquel, também
s80 encontrados. O vento e as chuvas provocam a precipitacdo
desses elementos, contaminando as &guas e 0 solo e colocando
em risco a vida humana e 0 meio ambiente por terem efeito
cumulativo. A EPA (Environmenta Protection Agency —Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) atribui a essas
substéncias toxicas emitidas pel os carros a metade dos casos
de céncer causados por substancias presentes no ar. Alguns
estudos experimentais e evidéncias epidemiol 6gicas indicam
gue a gasolina e o dleo diesel tém efeito mutagénico e/ou
carcinogénico em animais e no homem (Crebelli et al., 1995).

As emissdes do tréfego sdo as principais fontes da
polui¢do do ar das regies urbanas (Mage et al., 1996). A cidade
de Canoas, aém de possuir tréfego intenso, tanto nas rodovias
gue a cortam como has principais avenidas, também recebe
as emissdes de industrias localizadas em sua regido
metropolitana. Apesar disso, a polui¢do em suaatmosferaainda
ndo foi devidamente caracterizada e ndo h& controles
sisteméticos da polui¢éo existente. Por isso € necessério que
se ponha em pratica projetos de monitoramento da qualidade
do ar e dos efeitos que os poluentes tém sobre 0s seres vivos
expostos, incluindo testes de genotoxicidade e monitoramento
de populagdes humanas para conhecimento e prevencéo de
doencas publicas e ocupacionais que afetam grande parte da
sociedade atual. Para este estudo escolheu-se Cantareus
aspersus como organismo biomonitor por ser bastante resistente,
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possuir aclimatagéo facil e aindando ter sido descrito 0 Ensaio
Cometa para moluscos terrestres em avaliacao ecotoxicol dgica.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo

Tendo em vista 0s objetivos tragados, o local utilizado
para exposicao dos organismos a poluicdo atmosféricafoi a
estacdo de climatologia do campus Universidade L uterana do
Brasil — Ulbra, Canoas, RS.

Dados ambientais

Os dados ambientais quanto a temperatura e a umidade
relativa do ar tanto no inverno (2004) como no verdo (2005)
foram obtidos naUlbra, na estacdo de climatologia. Jaos indices
de qualidade do ar (IQAr) foram obtidos no site FEPAM-RS
(Fundacao Estadual de Protecdo Ambiental Henrique Luis
Roessler; disponivel em: www.fepam.rs.gov.br). O IQAr tem
por objetivo entender a qualidade do ar local em relacéo a
diversos poluentes atmosféricos amostrados nas estacoes de
monitoramento. O 1QAr proposto pela FEPAM é obtido por
meio de uma funcdo linear segmentada, na qual os pontos de
inflexdo representam os PadrBes Nacionais de Qualidade do
Ar e os critérios para episddios agudos da poluicdo do ar
estabel ecidos conforme a Resolucdo CONAMA ne 03 de 28/
06/1990, para seis poluentes atmosféricos: particulas totais
em suspensado, particulas inalaveis, didxido de enxofre, didxido
de nitrogénio, 0zénio e mondxido de carbono.

Organismos e exposicao

O organismo utilizado foi o C. agpersus, molusco terrestre
de idade adulta. Duas semanas foram utilizadas para aclimatacéo
e possivel detoxificacdo dos animais. Alface orgéanica (sem
agrotoxico) e agua foram oferecidas ad libbitum. Os animais
foram mantidos em gaiolas de propileno.

I nicialmente realizou-se teste com exposicao a UV, para
adaptacéo da metodologia. Assim, foram utilizadas duas
amostras celulares (hemolinfa e pulméo) e exposi¢cdo in vitro
a radiacdo UVC 4.5 Jm?. Foram coletadas amostras da
hemolinfa dos individuos (n = 4), as quais, jaem lamina (6
l&minag/individuo, preparadas conforme proximo item), foram
submetidas a diferentes tratamentos:. (a) sem exposicdo aUV;
(b) 4 segundos de exposicao a UV; (c) 10 s de exposicdo a
UV. Para coleta da hemolinfa, foi utilizada seringa de 3 ml
para aspiracéo, a qual foi introduzida através da concha do
molusco; e o pulméo foi obtido apds dissecacéo.

ApoOs padronizacao, foram formados 3 grupos de 7
moluscos por tempo de exposicéo no local de estudo, na estacéo
de climatologia da Ulbra: (a) exposicdo as condicdes
atmosféricas de 7 dias; (b) exposicdo de 15 dias; (¢) exposicdo
de 30 dias (para cada estacdo do ano). Além desses grupos,
foram utilizados grupos-controle, sem exposi¢éo e mantidos
em laboratério, de forma pareada (um grupo-controle para cada
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grupo de exposi¢ao). Um total de 41 individuosfoi utilizado
como controle, em condi¢des de temperatura (21-24°C) e luz
(fotoperiodo de 12 h com luz branca) controladas em
[aboratdrio. Os organismos (n = 21) do grupo de inverno foram
submetidos a exposi¢céo ambiental, no periodo de 22 de junho
a22 dejulho de 2004, e do grupo de verdo (n = 21), no periodo
de 28 de fevereiro a 29 de marco de 2005.

AvaliacGes de genotoxicidade e/ou mutagenicidade

O Ensaio Cometafoi redlizado conforme descrito por Silva
et al. (2000a e b) e Hartmann et al. (2003), com algumas
modificacdes. As células de hemolinfa foram utilizadas
diretamente, e as de pulméo, apds dissociacdo em meio de cultura
celular RPMI 1640 (Gibco). Aproximadamente 10 L de cada
amostra (células de hemolinfa e pulmé&o) foram embebidos em
95 pL de agarose Low Melting Point (0,75%). Essamisturafoi
colocadaem I[&minade vidro com coberturade 300 pL de agarose
normal a 1%. Depois da solidificacdo em geladeira, as |@minas
foram colocadas em tamp&o delise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA
e 10 mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢&o na hora do uso de
1% de Triton X — 100 e 10% de DM SO) por no minimo 1 hora
até duas semanas. Aslaminas foram ent&o incubadas em tampéo
alcalino (300 MM NaOH e 1 mM EDTA, pH 12,6) por 20
minutos. A corrida eletroforética foi realizada por mais 15
minutos, a 25 volts e 300 Amps, e adcalinidade foi neutralizada
com 0,4 M Tris (pH 7,5). Finalmente, o DNA foi corado com
umasolucdo com prata (5% carbonato de sidio, mais umasolugéo
de 0,1% nitrato de amdnia, 0,1% de nitrato de prata, 0,25% de
acido tungstosilicico e 0,15% de formaldeido).

Quanto a observacdo ao microscopio, foram analisadas
100 células por individuo e por tecido (50 de cadalaminadupli-
cada). As células também foram classificadas, visuamente,
em cinco classes, de acordo com o tamanho da cauda: sem
danos — classe 0; até danos méximos — classe 4. Assm, o indice
de Danos de cada grupo estudado variou de zero (100X0; 100
células observadas completamente sem danos) a 400 (100X 4;
100 células observadas com dano maximo).
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Para certificar-se das condicdes corretas e da eficiéncia
daeletroforese, conforme recomendacdo de Hartmann et al.
(2003), foram usados controles negativo e positivo do teste.
Para o controle positivo utilizou-se exposicao aUV. Aslaminas
obtidas dos diferentes tecidos e individuos foram submetidas
adiferentes tratamentos: (a) sem exposicao aUV; (b) 4 sde
exposicdo a UV. Os resultados so foram considerados se 0s
controles negativos e positivos apresentassem resultados
diferentes significativamente.

Avaliacéo estatistica foi realizada por meio do teste t-
Student, sendo considerado p < 0,05 como nivel de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para 0 monitoramento da pol ui¢céo atmosférica na estacéo
de climatologia no campus Ulbra, Canoas, RS, por meio do
Ensaio Cometa, utilizou-se como biomonitor o molusco C.
aspersus. Todos os animais utilizados eram adultos, pesando
entre 10,8 g e 17,9 g. Inicialmente foram realizados
experimentos prévios com o molusco, buscando a padronizagéo
do teste. Ap6s exposicao aradiacdo UV, observou-se que para
as células de hemolinfa ndo se obtiveram células viaveis para
aandlise de 10 s. J44 s apresentou aumento significativo (p <
0,05) de danos nas células (Figura 1). Essa diferenca néo foi
observada para os pulmdes talvez em raz&o de o nivel basal
de danos (controle negativo) ter sdo maior em pulmdes (Figura
2). Diferencas entre indices de danos nos niveis basais em
diferentestecidosjaforam observadas por outros autores (Sasaki
et al., 1997; Silva et al., 2000b). O molusco C. aspersus
apresentou-se como um bom organismo bioindicador para
estudos em laboratdrio, como também o Ensaio Cometa para
biomarcar. Com esse teste |aboratorial também é possivel
verificar que a exposicao aradiagdo UV mostrou-se como um
bom controle positivo, sem a necessidade do uso de quimicos
téxicos e mutagénicos. Resultado similar, quanto ao uso de
UV como controle positivo, foi observado recentemente para
mexilh&o-dourado (Villela et al., 2006).

Tempo de exposigédo a UV

Figura 1 — indice de danos em células de hemolinfa do Cantareus aspersus
submetidas a diferentes tempos de exposi¢ao a UV. * p < 0,05 — teste t-Student.
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Apos a padronizacdo do teste, os organismos foram
submetidos a exposi¢do ambiental (ar atmosférico da éreade
estudo). Os resultados referentes ao indice e freqiiéncia de danos
das amostras de hemolinfa e pulmé&o, relacionados ao tempo
de exposicao e a estagdo do ano, aém do grupo-controle, sdo
demonstrados na Tabela 1 e nas Figuras 3 a 6. Paratodas as
eletroforeses realizadas, os controles negativos e positivos
apresentaram diferencas significativas (t-Student, p < 0,05),
demonstrando eficiéncia do teste e, assim, resultados vélidos
(dados n&o demonstrados).

Células pulmonares mostraram-se mais sensiveis ao
monitoramento, pelo fato de apresentarem maior indice de danos
gue as células da hemolinfa. Quanto ao tempo de exposi¢éo,
observou-se que, quanto maior o tempo de exposi¢do, mais
danos ao DNA apareciam. Em relagéo as estacdes do ano
(inverno e verdo), verificaram-se nivels de danos maiores que
os controles de forma significativa, porém sem grandes

Silvaet al.

diferencas entre as estacOes. Pode-se observar que o pulméo,
tecido-alvo, apresentou pegueno aumento de lesdes durante
o inverno. Mas com essa diferenca de sensibilidade para os
diferentes tempos de exposi¢do, demonstrou-se o possivel uso
desse organismo como um potencial biomonitor através do
Ensaio Cometa. Segundo Cotelle & Férard (1999), € cada vez
mais indicado o uso de Ensaio Cometa em espéci es expostas
in natura, determinando assim organismos-sentinela. A
eficiéncia do gastropoda C. aspersus (anteriormente Helix
aspersa) no monitoramento ambiental ja foi descrito
anteriormente, mas em relagdo adosagem de metais (Yasoshima
& Takano, 2001) e atividade do citocromo P450 em resposta
aexposicao a hidrocarbonetos arométicos policiclicos (Ismert,
2002). O ultimo trabalho também sugere o C. aspersus como
biomonitor por este apresentar metabolismo t&o complexo
quanto os mamiferos, demonstrando diferencas entre tecidos
e efeito dose-resposta para naftaleno.

Tabela 1 — Par&metros biol 6gicos e ambientais nas exposi¢cdes de Cantareus aspersus no inverno e veréo.

Teoddesagro  n ede Frewewa QLY R to)
U.R. (%) (min.-max.)
Hemolinfa/inverno
Controle 10 70,1+ 48,1 29,2+ 16,4 - -

7 dias (22/6-28/6) 2 67,0+ 11,3 340+14 86,4% 17,5 (14,9-25)

15 dias (22/6-6/7) 4 82,7+ 304 40,3+ 22,7 85,0 % 17,8 (7-31)
30 dias (22/6-22/7) 4 236,4 + 44,2%** 74,4 £ 10,4*** 86,4% 15,6 (3-31)

Hemolinfa/ver do

Controle 12 98,3+49,4 49,7+ 19,6 - -

7 dias (28/2-6/3) 3 1595+ 42,80 80,0 £ 7,2%** 80,0% 20,0 (12-30)
15 dias (28/2-14/3) 4 172,2 + 29,500 67,3+ 6,2* 81,8% 29,3 (11-36)
30 dias (28/2-29/3) 4 202,0 + 16,310 78,5+ 10,7** 82,3% 23,0 (13-28)

Pulmao/inver no

Controle 8 180,0 £ 59,0 59,9+ 14,5 - -
7 dias (22/6-28/6) 1 81,0+ 0,0 42,0+ 0,0 86,4% 17,5 (14,9-25)

15 dias (22/6-6/7) 4 323,7 + 14,9%** 89,2 £ 8,5*** 85,2% 17,8 (7-31)
30 dias (22/6-22/7) 4 324,5 + 28,3*** 87,5+ 7,1%** 86,4% 15,6 (3-31)

Pulméao/ver &o
Controle 11 113,5+ 29,0 528+111 — -

7 dias (28/2-6/3) 4 140,7+ 25,1 61,2+ 19,0 80,0% 20,0 (12-30)
15 dias (28/2-14/3) 4 200,7 £+ 24,610 85,3 £ 6,9*** 81,8% 29,3 (11-36)
30 dias (28/2-29/3) 4 197,2 + 25,20 78,0 £ 6,5*** 82,3% 23,0 (13-28)

*p <0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001 — teste t-Student.
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Figura 2 — indice de danos nas células de pulmao de Cantareus aspersus submetidas a diferentes tempos de exposicdo a UV.
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Figura 3 — indice de danos em células de hemolinfa em Cantareus aspersus, estagéo inverno. * p < 0,001 — teste t-Student.
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Figura 4 — indice de danos em células de hemolinfa em Cantareus aspersus, estagio verdo.
* p<0,05; ** p<0,0L; *** p < 0,001 — teste t-Student.
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Figura 5 — indice de danos em células de pulm&o em Cantareus aspersus, estaggo inverno. * p < 0,001 — teste t-Student.
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Figura 6 — indice de danos em células de pulm&o em Cantareus aspersus, estagio verdo. * p < 0,001 — teste t-Student.

As células de hemalinfa, durante o inverno, apresentaram
aumento significativo do indice e freqiiéncia de danos para
0 grupo de animais expostos durante 30 dias (p < 0,001) (Tabela
1 e Figura 3). Ja para amostras de verdo, verificou-se aumento
significativo de danos para 7 dias (p < 0,05), 15 dias (p < 0,05)
e30dias (p <0,001) (Tabelal e Figura4), e parafreqiéncia
de danos 7 dias (p < 0,001), 15 dias (p < 0,05) e 30 dias (p <
0,01) (Tabela1). Em relacdo as células de pulméo, do grupo
deinverno e verdo (Figuras 5 e 6 e Tabela 1), 0 aumento é
significativo para 15 dias e 30 dias (p < 0,001), tanto para
o indice de danos como para a freqiiéncia de danos.

Observa-se de forma geral que células pulmonares,
tecido-alvo para poluicéo atmosférica, parecem ser mais
sensiveis que a hemolinfa ao monitoramento, embora sem
diferenca significativa. Quanto as estacfes, ndo se observa
relacdo entre temperaturas mais baixas, umidade relativa maior
e danos no DNA. Embora nédo tenha sido observada
significAncianaandlise de regressdo linear (Y = 21,26 —0,0032
X) e de coeficiente de correlacdo (r = —0,06) paratemperaturas
mais baixas e indice de danos. Resultados similares foram
obtidos por Heuser et al. (2002), em que n&o foi observado
aumento de danos significativos para inverno, que também

citam diferentes autores que estudaram polui¢&o por exaustéo
de automdveis sem verificar associacdo com temperaturas
baixas. Geralmente essa associacdo se da devido ao fendbmeno
da“inversdo térmica’, que acaba concentrando os poluentes
na regido mais préxima da superficie (Duchiade, 1992). J&
quanto ao tecido-alvo, Silva et al. (2000b), estudando
roedores, observaram que os pulmdes séo bons indicadores
para poluicéo atmosférica.

Quando comparados os resultados com o |QAr (Tabela
2) para cada periodo de exposic¢do dos individuos de C.
aspersus, embora os indices de particulas inaléveis (PM10)
tenham sido um pouco maiores durante o inverno, os niveis
foram considerados sempre regulares. De formainteressante
esses dados corroboram nossos dados biol 6gicos, umavez que
ndo houve diferenca significativa entre as estacBes climéticas
estudadas. Associagfes com o |QAr poderiam ser interessantes,
Visto que este pode ser associado aos efeitos da poluicdo do
ar sobre a salide humana. Nos Estados Unidos, por intermédio
da EPA, o IQAT (EPA-454/R-99-010/1999) é aplicado na
divulgacdo diaria da qualidade do ar, indicando niveis de
poluic¢do, associando-0s com os efeitos sobre a salide e com
0s cuidados que devem ser adotados.
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Tabela 2 — Boletim Mensal da Qualidade do Ar — Rede Manual (durante inverno e verao).

Qualidade do ar Inverno Verédo
IQAr médio: 50
Pior ocorréncia: 14/6/2004 5/3/2005
Poluente detectado: Parti(%il alz I Si ;Etvei S Parti((l:;:lal% I Si <)'£1veis
Cor: o Regular S Regular
50-100 IQATr 50-100 IQAr

Fonte: Adaptado de FEPAM (2005).

CONCLUSOES

Este estudo avaliou a sengbilidade do molusco C. aspersus
para ser utilizado como organismo biomonitor (bioindicador)
da poluigéo atmosférica, como também padronizou o Ensaio
Cometa como biomarcador. O molusco C. asper sus apresentou-
se como um bom organismo bioindicador para estudos em
laboratério, como também o Ensaio Cometa para biomarcador.
A exposicdo a radiagdo UV mostrou-se um bom controle
positivo, sem a necessidade do uso de quimicos téxicos e
mutagéni cos.

A espécie e 0 método utilizados em conjunto mostraram-
se sensive's, baratos e efetivos para 0 uso no biomonitoramento
da genotoxicidade ocasionada por poluigcdo atmosférica,
permitindo avaliacOes de salide ambienta de forma continuada.
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