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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo o estabelecimento de um método
citogenotoxico, 0 ensaio cometa, adaptado as ceélulas meristematicas
provenientes de raizes de propagulos de mangue da espécie Rhizophora
mangle para utilizacdo em estudos sobre genotoxicidade em ambientes
marinhos. Foram testados dois tipos de germinacdo de raizes, quatro
diferentes solucdes de extracdo de nucleos, duas solucdes de lise e 0 ndo uso
da lise, dois periodos de exposicao a lise, dois periodos de relaxamento, dois
periodos de eletroforese e a interacdo de duas condicbes de lise com dois
diferentes tempos de relaxamento. A validacdo de método foi realizada através
da exposicdo de nucleos a quatro diferentes concentracdes de peroxido de
hidrogénio. Os resultados mostraram que € possivel a obtencdo de cometas
com nucleos extraidos de propagulos de Rhizophora mangle e que a validacéo
de método apresenta uma relacdo concentracdo dependente entre o indice de
dano de nucleos e a concentracdo do agente genotoxico testado. Os melhores
parametros utilizados para obtencdo de cometas através do método por nds
adaptado s&o: PBS ou solugcdo salina 12%. como solugdo de extracao,
exposi¢do a lise alcalina ibnica por 60 minutos, 5 minutos de relaxamento e

eletroforese em tampéao pH>13, 0,8V/cm, 230mA por 20 minutos a 4°C.

Palavras-chave: Ensaio cometa. Genotoxicidade. Rhizophora mangle.

Mangue.
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ABSTRACT

This study aimed to establish a citogenotoxic method, the comet assay,
adapted to the meristematic cells from propagule roots of red mangrove,
Rhizophora mangle, for use in studies of genotoxicity in marine environments.
Experiments were carried out to test two ways of root germination, four different
nuclei extraction solutions, two lysis solutions and without lysis, two periods of
exposure to lysis, two periods of unwinding, two periods of electrophoresis and
the interaction of two lysis conditions with two different times of unwinding.
Experiments on validation of the method were performed by exposing the nuclei
to four different concentrations of hydrogen peroxide. The results showed that it
is possible to obtain comets with nuclei extracted from the root of propagules of
Rhizophora mangle and the validation data showed a dose-dependent
relationship between the damage index and the concentration of the genotoxic
agent tested. The best parameters to obtain comets using the method adapted
by us are: PBS or saline 12 %o as extraction solution, exposure to alkaline lysis
for 60 minutes, 5 minutes of unwinding and electrophoresis in buffer pH> 13,
0,8V/cm, 230mA for 20 min at 4°C.

Keywords: Comet assay. Genotoxicity. Rhizophora mangle. Mangrove.
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l. INTRODUCAO

Os mangues se desenvolvem nas margens de baias, enseadas, estuarios, e
desembocaduras de rios onde ha agua salobra ou em locais semi abrigados da agéo
das marés nas regides tropicais ou subtropicais, formando as florestas litoraneas na

interface entre os ambientes terrestre e marinho.

O Brasil apresenta cerca de 25.000km? de florestas de mangue (SAENGER;
HEGERL; DAVIE, 1983) ao longo de sua costa, do norte até o limite sul do estado
de Santa Catarina (PESSENDA et al., 2012). Apesar de sua ampla distribuicdo, o
Brasil apresenta somente 7 espécies de mangues distribuidas em 4 géneros
(SCHAEFFER-NOVELLI et al., 1990), das quais trés espécies pertencem ao género
Rhizophora (familia Rhizophoraceae), duas espécies ao género Avicennia (familia
Avicenniaceae), e uma espécie cada aos géneros Laguncularia e Conocarpus
(familia Combretaceae) (KJERFVE; LACERDA, 1993). Como estas espécies
possuem ampla toleréancia ambiental, é natural encontrar florestas de mangue com
diferentes caracteristicas estruturais em diferentes zonas geograficas (SCHAEFFER-
NOVELLI et al., 1990).

O solo das florestas de mangue caracteriza-se por ser umido, salgado,
lodoso, pobre em oxigénio e muito rico em nutrientes, uma vez que possui grande
quantidade de matéria organica em decomposicdo. Essa matéria organica serve de
alimento a base de uma extensa cadeia alimentar que sustenta muitas espécies de
plantas e animais. Devido a alta abundancia de alimentos, abrigos e baixa presséo
predatéria, 0 mangue torna-se um habitat ideal para muitas espécies de animais
durante uma parte ou por todo seus ciclos de vida.

Acima do nivel da agua as plantas de mangue fornecem um habitat para
insetos, aves, répteis e mamiferos. Abaixo do nivel da agua as raizes de mangues
suportam grande variedade de tunicatas, esponjas e algas, enquanto que o0s
espacos entre as raizes servem como abrigo para camardes, caranguejos e peixes.
Seu solo lodoso forma um habitat para a epifauna e para a infauna. Planctons, algas
epifitas e microfitobentos também existem, tornando a floresta um criadouro para

muitas espécies aquaticas.
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Os mangues também apresentam outras importancias ecoldgicas e
socioeconOmicas para a populacdo adjacente, fornecendo recursos alimentares,
empregos e geracdo de renda, alem de participarem da exportacdo de carbono e
nutrientes entre as regibes costeira e oceanica (ADAME; LOVELOCK, 2011;
KRISTENSEN et al., 2008).

No entanto, a floresta de mangue é considerada um dos ambientes tropicais
mais ameacados. Algumas espécies de mangues sofrem alto risco de extingdo e
poderdo desaparecer em menos de uma década (DUKE et al., 2007; POLIDORO et
al., 2010; VALIELA; BOWEN; YORK, 2001 ). A perda mundial de mangues nas
recentes décadas tem sido significativa, apesar de ainda ocuparem extensas areas
em alguns lugares do mundo (SPALDING, 1998; ALONGI, 2002). O ecossistema
sofre impactos de devasta¢cdes massivas por causa do desenvolvimento costeiro ou
pelo uso de recursos (GIRI et al., 2011), tais como sobre exploracao de arvores para
lenha e producdo de madeira; desmatamento para a agricultura; mineracao; criagao
de viveiros de aquicultura e represamento de rios (WORLD RESOURCES
INSTITUTE, 1996). Além disso, alteracdes hidrologicas, mudancas climaticas,
infestacBes de insetos e poluicdo quimica também contribuem para a degradacéo de
mangues (FRIESS et al., 2012a; FRIESS et al., 2012b).

Contaminantes afetam a biodiversidade marinha de varias maneiras. Esgoto
nao tratado, 6leo e metais pesados podem ser diretamente téxicos para alguns
organismos marinhos, e seus efeitos podem ser instantaneos ou acumulativos
(WORLD RESOURCES INSTITUTE, 1996). Estudos sobre a ocorréncia de poluicao
em mangues confirmam a contaminacdo por metais tragos, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPASs), poluentes organicos persistentes (POPs), produtos
farmacéuticos, produtos de cuidados pessoais e compostos de disrupcdo enddcrina.
Uma recente revisdo sobre assunto esta disponivel (BAYEN, 2012). Muitos desses
produtos sao conhecidos por serem ndo somente tdxicos, mas também genotoxicos,
ou seja, substancias que podem danificar o DNA, o material genético da célula,
causando tumores, canceres e mutagfes durante a divisdo celular. Quando ndo séo
reparadas, lesbes no DNA podem dar inicio a uma cascata de consequéncias
bioldgicas a nivel celular, nos érgdos, nos organismos e, finalmente, nas populagtes
e comunidades. Os danos ao DNA em uma variedade de organismos aquaticos

estdo associados a redugdo de crescimento, desenvolvimento anormal e
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sobrevivéncia reduzida de embrides, larvas e adultos (LEE; STEINERT, 2003).
Devido as implicac6es bioldgicas e ecoldgicas associadas ao dano ao DNA, estudos
genotoxicos no ecossistema sdo de grande interesse para 0 monitoramento

ambiental.

No Brasil, a contaminacdo por poluentes nos mangues € diversificada.
Estudos revelaram contaminagdo por petrdleo, metais pesados e metais traco no
sedimento ou no tecido de arvores de mangue (SILVA; LACERDA; REZENDE; 1990;
LACERDA et al., 1993; MACHADO et al., 2002a; MACHADO et al., 2002b; KEHRIG;
et al.,, 2003), estrogénios (FROEHNER et al., 2012), pesticidas organoclorados e

bifenilas policloradas no sedimento da floresta de mangues (SOUZA et al., 2008).

Os efeitos da poluicdo sobre plantas de mangue tém sido estudados através
de respostas bioldgicas, tais como sobrevivéncia, producao de biomassa, defoliacédo
e fotossintese, expressdo de metalotioneinas, atividade enzimética (GSH, SOD,
CAT, peroxidase), produtos de peroxidacéo e frequéncia de mutacao (BAYEN, 2012,
para revisao).

Estudos sobre efeitos de genotoxinas nos organismos marinhos sao raros. A
grande maioria destes estudos foram realizados com invertebrados (CANTY et al.,
2009; HUTCHINSON et al., 1998) ou com peixes (OLIVEIRA et al., 2010;
NAHRGANG et al., 2009; VIGNARDI et al., 2015). Em relacdo as plantas, alguns
trabalhos foram realizados com macro e microalgas (ATIENZAR et al., 2000;
USSAMI, 2007; DEASI et al., 2010). Nao encontramos na literatura nacional e
internacional a tentativa de utilizacdo de células extraidas de raizes de plantas
marinhas superiores como sentinelas para estudar a genotoxicidade nos
ecossistemas marinhos. Esta lacuna de informacédo, em parte, pode ser devida a

falta de metodologias para estudar o assunto.

Dentre as diferentes técnicas citogenotéxicas para detectar os danos
causados por substancias genotodxicas, a eletroforese em gel de célula individual
(em inglés, single cell gel electrophoresis, ou SCGE), também chamada de ensaio
cometa (comet assay), vem sendo utilizada cada vez mais como um teste de
genotoxicidade in vitro e in vivo em laboratério ou nos estudos ambientais em uma
grande variedade de organismos (TICE, 1995). O ensaio apresenta as seguintes
vantagens: € sensivel; o dano no DNA ¢é estudado no nivel de célula individual; é

necessario somente um pequeno numero de células; pode ser aplicado praticamente
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em qualquer populacdo de células eucaridticas; € relativamente simples e de baixo
custo. O ensaio também pode ser utilizado para estudar o reparo do DNA em nivel
de célula individual. Na versdo mais utilizada do ensaio cometa, uma suspensao de
células individuais é misturada a um gel de agarose de baixo ponto de fusdo
dissolvido em um tampéo. Essa mistura é colocada em uma lamina de microscépio,
criando assim um filme de gel de agarose com células incluidas. As membranas das
células e de seus nucleos séo dissolvidas por imersdo numa solugdo contendo
detergente e uma alta concentracdo de sais, deixando somente um novelo de DNA
altamente enrolado, chamado nucledide. A imersdo numa solugédo alcalina (pH > 13)
permite entdo o desenrolamento do DNA no nucledide. O DNA passa entdo por uma
eletroforese (pH >13) na qual os fragmentos do DNA danificado migram a partir do
nacleoide para fora, em direcdo ao anodo. A distancia da migracdo depende do
tamanho dos fragmentos. Os fragmentos menores percorrem distancias maiores,
formando a cauda, enquanto que os fragmentos maiores migram menos ou hao
migram, permanecendo no mesmo lugar e formando a cabeca de uma figura que se
assemelha a um cometa apds a coloracdo. Neste ensaio, os danos causados ao
DNA pela exposi¢do ao agente genotoxico podem ser mensurados através de varios
parametros caracteristicos do cometa, como por exemplo o comprimento da calda, o
didmetro da cabeca e a intensidade da coloracdo caudal, entre outros, através da
analise pelo programa de andlise de imagens, ou pela morfologia do cometa através
de analise visual. A partir da analise de cometas de DNA provenientes de
organismos intactos usados como controles e de DNA de organismos expostos a
substancias genotdxicas é possivel tirar conclusdes precisas sobre a genotoxicidade

de uma substancia.

A verséo alcalina do ensaio cometa permite detectar um amplo espectro de
danos ao DNA, incluindo quebras de fita Unica (SSBs), fita dupla (DSB) e sitios
labeis a alcalis, que sdo expressos em quebras de fita simples e quebras de fita
simples associadas a reparos por excisdo incompleta (SINGH et al., 1988). Sob
determinadas condi¢bes, 0 ensaio pode também detectar a reticulagdo DNA-DNA e
DNA-proteina (HARTMANN et al.,, 2003), que sdo danos que podem alterar

dramaticamente as informacgdes codificadas nos genes.

O ensaio cometa é um dos métodos citogenéticos mais sensiveis e 0 mais

utilizado para estudar a genotoxicidade de substancias em laboratorios e no
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ambiente. O ensaio estuda o dano ao DNA de células expostas a agentes fisicos
e/ou quimicos genotdxicos a nivel de célula individual. Nas plantas superiores, 0
ensaio cometa, originalmente desenvolvido para células animais, foi adaptado e
aplicado para estudar danos ao DNA causado por mutagenos em dois modelos de
planta, o tabaco e a cebola, através da utilizacdo de células provenientes de folhas
ou de raizes (BANDYOPADHYAY; MUKHERJEE, 2011). O ensaio também foi
aplicado para estudar a genotoxicidade do chumbo em tremocos (Lupinus luteus)
usando células de raizes (RUCINSKA; SOBKOWIAK; GWOZDZ, 2004). Nos estudos
ambientais, o ensaio cometa aplicado as células de folhas foram utilizados para
estudar comparativamente os danos ao DNA de plantas na beira da estrada e de
plantas distantes da estrada (SRIUSSADAPORN et al., 2003). O ensaio também foi
aplicado para estudar o dano e o reparo do DNA de plantas expostas a diferentes
genotoxinas (MENKE et al., 2001). Recentes revisdes sobre 0 uso de ensaio cometa
nas plantas sao disponiveis em Lanier et al, (2015) e Santos, Pourrut; e Oliveira
(2015).

Propagulos de mangues tém capacidade de germinar e crescer na zona da
dgua salobra. A adaptacdo de ensaio cometa para poder utilizar as células
meristematicas extraidas de raizes de propagulos como sentinelas possibilita assim
monitorar a genotoxicidade da agua de diferentes ambientes costeiros, como portos
e estuarios ou para monitorar a variacdo da genotoxicidade ao longo da costa a
partir de um centro poluidor, por exemplo.

O uso de células meristematicas extraidas de raizes de propagulos de
mangue como material para ensaio cometa apresenta varias vantagens, incluindo
facil coleta, a possibilidade de serem coletados durante grande parte do ano, facil
manuseio e o fato de varios propagulos poderem ser coletados de uma mesma
planta. Como meio de reproducao e dispersdo desta espécie vegetal, o propagulo é
uma entidade independente, e 0 uso das células do propagulo ndo é invasivo em

relacdo a planta mae.

O ensaio cometa usando células meristematicas extraidas de raizes de
propagulos de mangue como sentinelas, quando estabelecido, constituirda uma
ferramenta Gtil e poderosa, que ainda esta em falta, para detectar a genotoxicidade
em ambientes marinhos costeiros, aguas e/ou sedimentos, assim como em

comunidades de mangues onde as plantas sdo possivelmente expostas a



23

genotoxicidade do petroleo, metais pesados e outras polui¢cdes urbanas. As células
meristematicas podem ainda ser aplicadas para outros métodos citogenotdxicos.
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II. Hipodtese

O ensaio cometa pode ser adaptado aos nucleos de células meristematicas
provenientes de raizes de propagulos de mangue para utilizar no estudo de

genotoxidade ambiental.

Il. Objetivo

[11.1. Objetivo Principal:

O presente projeto tem como objetivo estabelecer um ensaio cometa
adaptado as células meristematicas provenientes de raizes de propagulos de
mangue da espécie Rhizophora mangle para utlizagdo em estudos sobre a

genotoxicidade em ambientes costeiros marinhos.

[1l.2. Objetivos Especificos:

e Estabelecimento de condi¢des experimentais 6timas para o crescimento das

raizes dos propagulos no laboratério.

e Estabelecimento de método para a obtencdo de nucleos de células

meristematicas para o ensaio de cometa.

e Estabelecimento de condi¢cdes experimentais 6timas para 0 ensaio cometa

com estes nucleos.

e Validacdo do método estabelecido com a utlizacdo das substancias

genotodxicas modelos.
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IV. Material e Métodos

IV.1. Material.

Propagulos de mangue vermelho, Rhizophora mangle, situados a beira do
mar dentro da dependéncia da base de pesquisa “Jodo Paiva Carvalho” do Instituto
Oceanografico da Universidade de Sdo Paulo em Cananeia, litoral sul do Estado de
Sao Paulo, foram utilizados para a obtencdo das células meristematicas. Estas
plantas foram escolhidas por pertencerem e serem conservadas por uma instituicao
de pesquisa. Mangue vermelho é o manguezal mais importante da regido e do
Brasil. Apesar de ser uma espécie nativa do Brasil, também é amplamente
encontrada em outras partes do mundo, como a Africa. Somente os propagulos
recém-caidos e aparentemente intactos, de tamanho entre 20-33cm foram
recolhidos e transportados para o Laboratério de Ecofisiologia de Organismos
Marinhos do Instituto Oceanografico da Universidade de Sé&o Paulo, onde foram

utilizados na germinagéo das raizes.

IV.2. Métodos

IV.2.1. Germinacdao das raizes

IV.2.1.1. Germinacgao das raizes no claro

Vasos de cristal transparentes com 24,2cm de altura, 8,8 cm de diametro da
base e 8,0cm de diametro da boca foram utilizados como recipientes. De trés a cinco
propagulos foram germinados em 1040 ml de agua com salinidade de 12%o
preparada com sal do mar para aquario (Marca Natural Ocean, de procedéncia
japonesa) em agua destilada. A salinidade foi escolhida dentro da faixa de variagcédo
da mesma na regido de coleta, que varia entre 8,6%. e 30,5%. (SCHAEFFER-
NOVELLI; CINTRON-MOLERO, 1990). Os recipientes com propagulos foram

mantidos préximos a uma janela, com incidéncia de radiacdo solar, em temperatura
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ambiente. Para manter a salinidade constante, a quantidade evaporada de &gua foi

reposta com agua diariamente.

IV.2.1.2. Germinacao das raizes no escuro

Os mesmos procedimentos descritos no item anterior (VI.2.1.1) foram feitos
simultaneamente, mas no caso da germinagao no escuro, 0s vasos de cristal foram
envoltos externamente por fita adesiva preta, impedindo assim a incidéncia de
radiacdo solar na regido basal dos propagulos. Na boca dos vasos foi colocado um
plastico preto composto de polietiieno com furos para a insercédo de cada propagulo.
Desta forma, somente a regido apical dos propagulos foram expostas a radiacéo

solar.

IV.2.2. Extracdo de nucleos das células meristematicas

Raizes do mesmo propagulo foram utilizadas para a coleta de nucleos para o
ensaio cometa tendo como base o método descrito por Navarrete et al. (1997) para
obtencdo de célula meristeméatica de cebola (Allium cepa). As raizes cortadas dos
propagulos foram colocadas sobre o gelo para que se manterem turgidas. Uma raiz
por vez foi seccionada transversalmente em seccdes finas com bisturi na zona
meristematica, acima da coifa. A superficie de cada corte foi tocada varias vezes em
um volume de 40puL de solucdo de extracdo colocada em cima de laminas com gel
de primeira camada. Assim, somente as células meristeméaticas com o corte na
regido do citoplasma liberaram seus nucleos livres para a solucdo de extragéo,
formando assim uma suspensdo de ndcleos pronta para ser usada no ensaio

cometa.

Foram testadas 4 solu¢gbes com o objetivo de escolher a melhor solucéo para
extracdo de nuacleos de Rhizophora mangle, tendo sido levados em conta os

seguintes parametros: quantidade de nucleos; presenca de borda; auséncia de dano
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ao material nuclear e a proporcao entre nucleos intactos e EANs (veja 1V.2.9.2.). As
solugdes testadas foram:

e Tampdao Soérensen, conforme descrito por Navarrete et al. (1997).

e Tampao PBS conforme descrito por Singh et al. (1988).

e Solucéo salina 12%., a mesma solugao utilizada para germinagao de
raizes.

e Tampao 0.4M Tris pH 7,4, conforme descrito por Singh et al. (1988).

IV.2.3. Estimativa de nUmero de nlcleos extraidos.

Foram contados todos o0s nucleos por toda extensdo da lamina.
Posteriormente, a quantidade de nucleos foi dividida por 40 pl, sendo este o volume
total de solucdo de extracdo utilizado na extracado dos nucleos. Assim, foi calculada

a quantidade de nucleos por microlitro em cada lamina analisada.

IV.2.4. Testes para escolha do tipo e do tempo de lise

Foram testadas duas solu¢fes de lise e também foi realizado um teste sem a
lise. As solucdes testadas foram lise alcalina iénica (0,1% DSS, 300mM Na2EDTA,
pH>13) e lise salina anibénica (2,5 M NaCl, 10 mM Tris, 0,1 M Na2EDTA, 1% n-lauril-
sarcosinato, 1% Triton X-100, pH 10) (USSAMI, 2007) previamente preparadas e
refrigeradas. Com a lise alcalina ionica foram testadas exposi¢cdes de 60 minutos e
120 minutos e com a lise salina anidnica foi testada somente a exposicdo por 60

minutos. Todas as exposicoes a lise foram realizadas 4°C.

Para selecionar o melhor procedimento de lise foram levados em conta os
seguintes parametros: a presenca ou auséncia de borda nitida, presenca ou
auséncia de dano ao DNA, quantidade de nucleos, a migracdo de material,

proporcao entre nucleos intactos e EANSs.
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IV.2.5. Determinacgao do tempo de relaxamento e de eletroforese

Foram testados os tempos de 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de
eletroforese, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese e 5 minutos de
relaxamento e 10 minutos de eletroforese. Quanto maior a exposi¢do a solugcédo de
eletroforese, maior o grau de relaxamento e expressao de sitios alcali-labeis de DNA
(USSAMI, 2007). Desta forma, os parametros para escolha dos tempos de
relaxamento e eletroforese levaram em conta a migracdo do material, a integridade
do anel do material, a granulacdo do material no anel e a propor¢cdo de nucleos
intactos de EANSs.

IV.2.6. Voltagem e amperagem

Todas as corridas foram conduzidas a 0,8V/cm e 230 mA. O volume de
solucéo de eletroforese no interior da cuba foi ajustado para se obter a corrente
desejada de 230 mA.

IV.2.7. Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa foi realizado conforme descrito por Singh et al. (1988), com
modificacdes feitas para otimizar a analise do material. Laminas histologicas lisas de
alta qualidade, foscas numa extremidade e devidamente limpas foram cobertas com
uma fina camada de gel de agarose de ponto de fusdo normal dissolvida em agua
destilada na concentracdo de 1.5%. As laminas foram secas em temperatura
ambiente e guardadas para serem utilizadas quando necessario. Esta primeira
camada atua como base para melhor adesdo da segunda camada que contém o

material celular aderido as laminas.

Um volume de 40 pl de solugdo de extracéo foi colocado na forma de um
segmento reto perto de uma extremidade da lamina previamente coberta com a

primeira camada de gel de agarose e os nucleos foram extraidos neste volume de
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solucdo de extracdo, formando assim uma suspensdo, conforme descrito no item
IV.B.2.

Um volume 120ul de gel de agarose de baixo ponto de fusédo dissolvido em
PBS foi colocado na forma de um segmento reto cerca de 1mm atras do segmento
de suspensdo. Em seguida, uma laminula de vidro (24X60mm) encostada no gel de
forma inclinada foi delicadamente abaixada para espalhar o gel junto com a
suspensao por toda extensdo da lamina, formando a segunda camada com o0s
ndcleos incubados. As laminas com a segunda camada foram dispostas
horizontalmente em uma bandeja e colocadas na geladeira (4°C) por 20 minutos
para o endurecimento do gel. As laminulas foram entdo delicadamente retiradas.

Foram confeccionadas trés laminas por propagulo.

As laminas foram colocadas numa solucdo de lise contendo 0,1% DSS,
300mM NaOH, 30mM NayEDTA, pH>13 recém preparada, a 4°C por 60 minutos.
Neste procedimento, as membranas do nucleo e organelas sao rompidas e 0s
componentes citoplasmaticos e proteinas nucleares sao dissolvidos, deixando o
DNA exposto, como um novelo altamente enrolado. Ao término da lise, as laminas
foram lavadas com &gua destilada gelada para completa remocédo da solucédo de
lise. Em testes sem lise esta etapa foi emitida.

As laminas foram entdo dispostas na propria cuba eletroforética e imersas por
5 minutos em solucao refrigerada de tampéo alcalino de eletroforese pH>13 (NaOH
300 mM, EDTA 1 mM) a 4°C, para o relaxamento do DNA.

Finalizada a etapa do relaxamento do DNA, as laminas foram entdo
submetidas a eletroforese durante 20 minutos na voltagem de 0,80V/icm e

amperagem de 300 mA.

Ao término da eletroforese, as laminas foram submetidas duas vezes a
neutralizacdo por 15 minutos em tampé&o neutro (Tris 0,4 M, pH 7,5), lavadas com
agua destilada, submersas em etanol 100% a 4°C e colocadas para secar em

temperatura ambiente por cerca de duas horas.

A coloracéo por nitrato de prata foi feita conforme o protocolo de Garcia et al.
(2004) e os cometas foram fotografados em aumento de 200X com o auxilio de um

microscopio optico de luz.
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Nucleos e cometas obtidos nos experimentos que visavam selecionar a
solucdo de extracdo, lise e tempo de lise, tempo de relaxamento e eletroforese
foram fotografados e analisados visualmente levando em consideracao a coloracgao,
a integridade da borda, a granulacdo do anel de material nuclear, a migracao do
material e outros aspectos morfologicos do cometa. Os dados obtidos foram

utilizados para comparar as diferentes condi¢des experimentais.

Os cometas obtidos nos experimentos visando a avaliacdo de método foram

analisados usando indice de dano descrito na seccéo 1V.2.9.

IV.2.8. Validacao de Método

IvV.2.8.1. Exposicao a H,0,

Para validar e testar a aplicabilidade do ensaio cometa adaptado foi utilizado
o peroxido de hidrogénio (H.O,), que € uma substancia com acdo direta, cuja

genotoxicidade néo precisa ser ativada pelas enzimas de biotransformacao.

Testes com substancias de acdo direta foram realizados conforme o método
descrito por Wojewddzka, Buraczewska, e Kruszewski (2002), com pequena
modificacao.

O peréxido de hidrogénio (H2O,), mais conhecido como agua oxigenada, foi
utilizado como substancia genotéxica nas concentracdes de 5, 10, e 20 uM em PBS,
e trés laminas foram expostas a cada concentragdo. Laminas confeccionadas com
células de trés propagulos foram cobertas em toda a sua superficie com 200ul de
cada solucéo, e foram entdo incubadas no escuro durante 30 minutos para serem
utilizadas como controle positivo. LAminas de controle negativo foram cobertas com
mesma quantidade de PBS. Ao término do periodo de exposi¢éo, as laminas foram
lavadas 10 vezes com PBS em abundéncia e submetidas ao restante do
procedimento do ensaio cometa, conforme descrito na se¢édo V.2.4. O peroxido de
hidrogénio € uma substancia utilizada rotineiramente em nosso laboratério para essa

finalidade.
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IV.2.9. Andlise de Dados:
IV.2.9.1. Sem contagem de EANs

A andlise de dados de validagéo foi feita usando indice de Dano. Para cada
propagulo, cem cometas foram examinados e classificados em quatro classes, de 0
a 3, em funcéo do grau de danos ao DNA sem levar em conta a existéncia de EANSs,
conforme o catélogo apresentado na figura 1. A classe 0 corresponde aos cometas
considerados intactos, sem danos causados pela exposi¢do ao agente genotoxico, e
a classe 3 corresponde aos cometas com danos méaximos. O indice de Danos (ID)
foi calculado como a somatoria dos produtos da multiplicacdo entre o niamero de

cometas de cada classe e o digito denominador da classe (0, 1, 2 e 3):

ID =0.(n Classe 0) + 1.(n Classe 1) + 2.(n Classe 2) + 3.(n Classe 3)

O valor do ID, assim, varia de 0 quando todos os 100 cometas contados sao
intactos; e 300 quando todos os 100 cometas contados sao danificadas ao maximo.



Classe 0

Sem migragao de
granulos

Classe 1

Pouca migracao de
granulos

Classe 2

Muita migragéo de
granulos

Classe 3

Grande perda de
granulos
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Figura 1. Catalogo de cometas de diferentes graus de danificagdo classificados em quatro classes de

dano.

IV.2.9.2. Com contagem de EANs

Também foi calculado o valor do ID com a inclusdo de EANs nos dados para

verificar seu efeito sobre resultados obtidos e para determinar se € possivel

considerar EANs como cometas de uma classe com maior nivel de dano. Para este

calculo, cem cometas foram examinados e classificados em cinco classes, de 0 a 4,

em funcéo do grau de dano ao DNA, conforme o catélogo apresentado na figura 2. A

classe O corresponde aos cometas considerados intactos, sem danos causados pela

exposicao, e a classe 4 corresponde aos cometas com danos maximos, ou seja, as

EANs (onde houve dispersdo completa de todo o material celular, restando somente

esta estrutura). O indice de Danos (ID) foi calculado como a somatéria dos produtos

da multiplicagédo entre o numero de cometas de cada classe e o digito denominador

da classe (0, 1, 2, 3 e 4):
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ID = 0.(n Classe 0) + 1.(n Classe 1) + 2.(n Classe 2) + 3.(n Classe 3) + 4.(n Classe
4)

O valor do ID, assim, varia de 0 quando todos os 100 cometas contados sao
intactos; e 400 quando todos os 100 cometas contados sdao EANs, elementos
nucleares considerados como cometas com danos maximos.

Classe 0

. ” Sem migragao de
¥ granulos

Classe 1

wx Pouca migragéo de
o granulos

Classe 2

Muita migracao de
granulos

Classe 3

‘3 Grande perda de
granulos

Classe 4

- Auséncia de
granulos

Figura 2. Catalogo de cometas de diferentes graus de danifica¢é@o classificados em cinco classes de
dano.
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IV.2.10. Testes estatisticos

Os testes estatisticos foram executados com o programa Statistica 7. Foram
utilizados testes ANOVA néo paramétricos de Kruskal-Wallis para verificar se existe
ou ndo diferenca entre os grupos e testes de comparacdo multipla de Duncan para
identificar os grupos com diferencas. Para comparacédo de dois grupos foi utilizado o
Teste-t de Student (ZAR, 1996). As diferencas foram consideradas significativas

quando p<0,05.
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V. RESULTADOS
V.1. Germinag&o de raizes

A figura abaixo (figura 3) mostra propagulos provenientes de uma mesma
coleta germinados aleatoriamente em vasos opacos (germinacao no escuro) e vasos
translicidos (germinacgédo no claro). No total foram 20 propagulos germinados, sendo

10 no claro e 10 no escuro.
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Figura 3. Propagulos de Rhizophora mangle usados na germina¢&o no claro e no escuro.

A figura 4 mostra raizes geminadas no claro (A) e no escuro (B), dentro das

mesmas condic¢des.
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Figura 4. Raizes de propagulos de Rhizophora mangle: A - germinadas no claro; B - germinadas no
escuro.

V.1.1. Germinacéo no claro

As raizes geminadas no claro (figura 4 A) se desenvolveram mais tardiamente
e apresentaram maior rigidez, mantendo-se estendidas, retas. Essas raizes
apresentaram tons mais escuros de bege e em grande parte uma coloracao
avermelhada. Os propagulos germinados no claro, considerando toda sua extensao,
assumiram uma tonalidade marrom opaco proximo a base do propagulo e verde

escuro ao longo do propagulo até seu apice.

V.1.2. Germinagdo no escuro

As raizes germinadas no escuro (figura 4 B) se desenvolveram mais
rapidamente e mantiveram uma coloracdo mais homogénea e clara, em tons de
bege, e apresentaram uma consisténcia menos rigida, mais mole, assumindo um
formato curvo. Foi possivel também evidenciar que os propagulos germinados no
escuro mantiveram uma coloracdo semelhante a dos propagulos recém coletados:
em tonalidade marrom na regido préxima a base do propagulo e verde claro ao
longo do propagulo até seu apice. Desta forma, todos os experimentos seguintes

foram realizados com raizes germinadas no escuro.
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V.2. EAN - Estrutura assumida como nucléolo

V.2.1. Nucléolos

Nucléolos sdo estruturas nucleares presentes em quase todas as células
eucarioticas. Eles sdo especializados na producdo de subunidades ribossomais e
também desempenham um papel em muitas atividades celulares fundamentais,
como resposta ao stress ou infecgdes virais, controle do envelhecimento, sequestro
de moléculas regulatérias, modificacdo de diferentes tipos de RNA, montagem de
RNP, bem como exportacdo nuclear. Embora os nucléolos eucariéticos conservem
suas funcdes principais, diferencas morfoldgicas entre essas estruturas podem ser
notadas entre diferentes reinos. Na maioria dos casos, nucléolos de plantas se
apresentam como estruturas bem ordenadas, nas quais quatro principais
componentes podem ser distinguidos no nivel ultraestrutural: centros fibrilares (FC),
componente fibrilar denso (DFC), componente granular (GC) e vacuolos nucleolares
(SHAW; BROWN, 2012). A morfologia e a proporcdo dos subcompartimentos de um
nucléolo podem mudar de acordo com a atividade metabdlica, que por sua vez esta
correlacionada com o estado fisiolégico de uma célula, tipo de célula, fase do ciclo

celular, bem como com a influéncia ambiental (STEPINSKI, 2014).

Nucléolos sdo estruturas extremamente dindmicas. Seu tamanho, sua forma,
sua ordenacéo e atividade transcripcional dependem do estado funcional, atividade
metabdlica, fase do ciclo celular, estado fisioloégico ou patologico da célula, como
também fatores biéticos e abidticos do ambiente (STEPINSKI, 2014).

Em mamiferos, FCs s&o estruturas esféricas de tamanhos diferentes e
compostos de fibrilas frouxamente entrelacadas. O seu numero € altamente variavel,
variando de uma a varias dezenas por nucléolo. O DFC é composto de fibrilas
hermeticamente embaladas. Geralmente, o DFC esta localizado ao redor das FCs. A
CG é composta de granulos e cercam os componentes fibrilares (DERENZINI et al.,
2006). O nucléolo ndo esta envolto por uma membrana, sendo mantido unido por
interacdes entre seus componentes protéicos e seus acidos nucléicos, sendo um
extenso complexo multimolecular (SHAW; BROWN, 2012).
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Todos os componentes nucleolares apresentam afinidade a prata. Esta
afinidade pode ser demonstrada para centros fibrilares (FC) e componente fibrilar
denso (DFC), ou somente para centros fibrilares (FC), dependo dos métodos
empregados (JORDAN, 1984).

V.2.2. Nucleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle e EAN, Estrutura

Assumida como Nucleolo.

Figuras de nucleos, cometas e “Estruturas Assumidas como Nucléolo” (EANSs)
apresentadas nesta secdo foram capturadas das laminas preparadas para ensaio
cometa conforme descritas no item IV.2.7 do Material e Métodos. Em resumo, 0s
nacleos foram extraidos de raizes de Rhizophora mangle com PBS ou solucao
salina 12%. como solugdo de extragdo e incubados em uma camada de gel de
agarose sobre uma lamina histolégica. Conforme necessidade, as laminas foram
submetidas a coloracdo de prata, e aos parciais ou completos subsequentes passos
do ensaio cometa antes de serem examinadas e fotografadas. Nestas condicdes, 0s
resultados obtidos podem ser diferentes dos obtidos através de métodos citolégicos
convencionais. Detalhes de tratamentos serdo apresentados juntamente as figuras.

Nucleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle com PBS como solugéo
de extracdo podem ser classificados em dois tipos em fungédo da intensidade da
coloracdo. A figura 5 mostra um exemplo de tipo de nudcleo fortemente e
homogeneamente corado com coloracdo de prata. Em geral nucleos apresentam a
forma redonda, borda nitida, e anel de material nuclear com granulacdo fina. A
nitidez da borda, a granulagéo e a homogeneidade do anel sugerem a integridade da

borda e do material nuclear.
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No centro do nucleo hd uma estrutura nuclear parecida com o nucléolo de
uma célula de planta descrita na literatura (SHAW, 2010; TRENDELENBURG et al.,
1974). Em nosso experimento, a estrutura € de forma irregular e tamanho variado,
sendo fortemente corada pela prata. A estrutura foi provisoriamente chamada de
Estrutura Assumida como Nucléolo, EAN, pois ndo foi feito um estudo de
identificagéo e por necessidade de referéncia na descricdo de nacleos e de cometas.
Neste tipo de nucleo, entre o anel de material nuclear e a EAN, existe um anel fino

com menor intensidade da coloracao.

EAN

Figura 5. Nucleo com borda nitida, com alta afinidade a coloracdo de prata, de raizes de Rhizophora
mangle extraido com PBS como solucdo de extracdo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese,
mostrando no centro uma estrutura nuclear denominada como EAN, parecida com o nucléolo de
outro vegetal encontrado na literatura (SHAW, 2010).

A figura 6 mostra um exemplo de um nucleo com intensidade média de
coloragéo e borda nitida. O anel de material nuclear neste tipo de ndcleo se mostra
como um anel de granulagéo fina, moderadamente corada na periferia do nucleo. A

EAN é grande, revelando grossa granulacdo de diferentes intensidades de cores.

Nucleos com enorme nucléolo foram descritos na alga Acetabularia
mediterranea (TRENDELENBURG et al., 1974).
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Figura 6. Nicleo com borda nitida, com media afinidade a coloragdo de prata, de raizes de
Rhizophora mangle extraido com PBS como solu¢éo de extragdo, sem lise, sem relaxamento e sem
eletroforese mostrando no centro uma estrutura nuclear denominada como EAN, parecida com o
nucléolo de uma alga encontrada na literatura (TRENDELENBURG et al., 1974).

Geralmente, a EAN apresenta-se como uma estrutura Unica dentro do nucleo.
No entanto, raras vezes apareceu algo semelhante a duas EANs no interior de um

s6 nacleo, como visto na figura 7.

Figura 7. Cometa obtido com nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solucdo de extracdo, sem lise, 5 minutos de relaxamento e 10 minutos de eletroforese em tampé&o
pH>13, 0,8V/cm, 230mA, a 4°C. O cometa apresenta aparentemente duas EANs. Aumento 400x.
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A forma e a caracteristica histoquimica da EAN mudam em funcdo da
integridade da borda dos nacleos ou dos cometas. Nos nucleos e cometas intactos,
gue ndo passaram pela etapa da lise e que apresentaram borda nitida, o que indica
a integridade da membrana dos nucleos, a EAN demonstra granulosidade e
coloragdo heterogénea. Nos ndcleos ou cometas obtidos apds submissao a lise,
gue tem a funcgéo de dissolver a membrana nuclear para facilitar a migracéo/difuséao
do material nuclear, as bordas ficam sem nitidez e a EAN apresenta-se como uma
massa sem granulosidade, homogénea e fortemente corada pela coloracdo prata

(figura 8).

Figura 8. Nucleos e cometas obtidos com nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com
PBS como solucdo de extragdo. A: sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese; nicleo com borda
e EAN com granulos com coloracdo heterogénea. B: sem lise, 5 minutos de relaxamento e 20
minutos de eletroforese em tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C; cometa com borda e EAN com
granulos com coloracéo heterogénea. C: com 60 minutos de lise alcalina ibnica, sem relaxamento e
sem eletroforese; nucleo sem borda e EAN fortemente corada, sem granulos e homogénea. D: com
60 minutos de lise alcalina ibnica, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em tampao
pH>13, 0,8V/icm, 230mA, 4°C; Cometa sem borda e EAN fortemente corada, sem granulos e
homogénea. Aumento 400x.

Esta mudanca de forma e de caracteristicas histoquimica pode ser explicada
pelo fato de que, em um nucleo ou um cometa intacto com borda nitida, que indica a
integridade da membrana nuclear, a EAN € um conjunto estavel de FC, DFC, que

sao os componentes fibrilares, e CG, um componente granuloso que engloba FC e
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DFC em uma estrutura sem membrana. A forma visivel do conjunto representa a
afinidade do mesmo a coloragéo de prata. Com a membrana, o ambiente interno do

nacleo é suficientemente estavel para manter a integridade do nucléolo.

Em um nudcleo ou cometa que passou pela etapa de lise, a membrana foi
dissolvida, o ambiente interno do nucleo ndo é mais estavel para manter a
integridade do nucléolo e os granulos de CG se difundem deixando expostos no
local os componentes FC e DFC que nao difundem nem migram por serem 0S
componentes fibrilares. FC e DFC sdo componentes de alta afinidade a prata, o que

resulta em uma EAN fortemente corada.

Assim sendo, nos nucleos/cometas que ndo conseguiram manter o ambiente
interno estavel para a integridade da EAN, o que foi chamado de EAN de fato é
apenas uma parte da EAN. Nos nucleos/cometas com danificacdo mais séria, 0
material granuloso e outros materiais, tais como fragmentos de DNA e outras
proteinas, séo parcialmente ou completamente difundidos e desaparecem, deixando,
respectivamente, “EANs associadas com material nuclear” ou “EANSs livres”, que sao

estruturas de formas irregulares fortemente coradas e imobilizadas no gel (figura 9).

Figura 9. Cometas e EANs obtidos com nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS
como solugdo de extracdo, 60 minutos de lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de
eletroforese em tampédo pH>13, 0,8V/cm, 230mA, a 4°C. Seta preta: cometa de baixo nivel de dano
com EAN; Seta cinza: cometa com alto nivel de dano, com EAN presente e pouco material nuclear
associado; Setas brancas: EANs livres no gel, totalmente desassociadas de material nuclear.
Aumento 400x.
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Nucleos/cometas com mais de uma EAN sdo extremamente raros e
aparentemente ndo héa indicios de que uma EAN pode originar mais de uma EAN
livre. Estas observacfes sugerem que provavelmente cada EAN livre pode ser

considerada como um nucleo/cometa com maximo grau de danificacao.

V.3. Extracdo de nucleos com diferentes solucdes de extracao

Experimentos foram realizados com nudcleos extraidos com diferentes
solucbes de extracdo sem serem submetidos a etapa de lise, relaxamento e
eletroforese para evidenciar o efeito exclusivo de cada solucdo de extracao que foi

testada.

V.3.1. PBS

Nucleos de raizes germinadas no escuro extraidos com PBS como solucao
de extracdo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese estdo na figura 10. Na
maioria das laminas preparadas com extrato de PBS foram extraidos cerca de 5

nacleos/ul, sendo suficiente para analise de cometas através de método visual.

Os nucleos extraidos apresentaram borda nitida, granulacéo fina e coloracao
forte indicando a integridade da membrana e do material nuclear.

Dentro dos nuacleos foi observada uma mancha de forma irregular e
fortemente corada com coloracdo de prata. A estrutura é provisoriamente nomeada
Estrutura Assumida como Nucléolo (EAN) e foi descrita mais detalhadamente na

secéo VI.2.
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Figura 10. Nucleos com borda nitida extraidos de raizes de Rhizhophora mangle com PBS como
solucdo de extragdo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese. Aumento 400x.

Em alguns casos foram obtidos ndcleos cuja borda ndo estava nitida, a
granulacdo era fina e a coloragdo fraca (figura 11), sugerindo certo nivel de
danificagdo de membrana e perda de material nuclear através da difusao.
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Figura 11. Nudcleos sem borda nitida extraidos de raizes de Rhizophora mangle com PBS como
solucdo de extracdo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese. Aumento 400x.
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A figura 12 mostra nucleos de raizes de Rhizophora mangle com diferentes
niveis de dano de membrana extraidos com PBS como solucdo de extracdo. Nucleo
com menor nivel de dano de membrana mostra a borda nitida e aparentemente sem
difusdo do material nuclear pelo gel. Nicleo com membrana completamente
danificada, no entanto, mostra a EAN livre, sem material nuclear associado. EANs
livres sd@o restos dos nucleos cujas membranas foram completamente danificadas e

outros materiais nucleares completamente difundidos.

A porcentagem de nucleos intactos foi de 48%, EANs livres 27% e nulcleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANs) 25%. Nucleos

danificados de todos os niveis totalizaram 52%.

® 4 4 w5, 1

Figura 12. Ndcleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solucdo de extragdo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese em seus
diferentes niveis de dano, indo do menos danificado (esquerda) ao mais danificado
(direita). Aumento 400x.

V.3.2. Solugédo Salina 12%o

Na extracdo com solucao salina 12%. a quantidade de nucleos encontrada foi

de cerca de 2,5 nucleos/pl.

Os nacleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle usando solugdo salina
12%0 como solucédo de extracdo encontrados nas laminas sem lise, sem relaxamento

e sem eletroforese, estdo nas figuras 13 e 14.

Grande parte dos nucleos apresentou borda nitida e nestes casos a

granulacdo era fina e a coloracao forte (figura 13). No entanto, alguns nucleos nao
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apresentaram borda nitida (figura 14), coloracdo fraca e dispersdo de material

nuclear pelo gel.

Figura 13. Nucleos com borda nitida extraidos de raizes de Rhizophora mangle com solugéo salina
12%0 como solugao de extragdo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese. Aumento 400x.

!

Figura 14. Nucleos sem borda nitida extraidos de raizes de Rhizophora mangle com solu¢éo salina
12%0 como solugao de extragao, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese. Aumento 400x.
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A figura 15 mostra nucleos com diferentes niveis de dano de membrana
extraidos a partir de raizes de Rhizophora mangle com solucdo salina 12%. como
solucéo de extracao. Nucleo com menor nivel de dano de membrana mostra a borda
nitida e aparentemente sem difusdo do material pelo gel. Nicleo com membrana

completamente danificada, no entanto, mostra somente a EAN livre.

A porcentagem de nucleos intactos foi de 32%, EANSs livres 44% e nucleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANs) 24%. Nducleos

danificados de todos os niveis totalizaram 68%.
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Figura 15. Nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com solugéo salina 12%. como solugéo
de extragcdo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese em seus diferentes niveis de dano de
membrana, indo do menos danificado (esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.

V.3.3. Tampao 0.4M Tris pH 7,4

Na extracdo com tampdo 0.4M Tris pH 7,4 a quantidade de nucleos

encontrada foi de cerca de 1,25 nacleos/pl.

Os nudcleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle usando solucdo de
tampéo 0,4M Tris pH 7,4 como solucdo de extracdo encontrados nas laminas sem
lise, sem relaxamento e sem eletroforese, estdo nas figuras 16 e 17. Poucos ndcleos
apresentaram borda nitida e nestes casos a granulacao era bem fina e a coloracao
forte (figura 16). Grande parte dos nucleos nao apresentou borda nitida (figura 17),

granulacao grossa e dispersa e coloracéo fraca.
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Figura 16. Nucleos com borda nitida extraidos de raizes de Rhizophora mangle com tampé&o 0.4M
Tris pH 7,4 como solugéo de extracdo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese. Aumento 400x.
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Figura 17. Nacleos sem borda nitida extraidos de raizes de Rhizophora mangle com tampé&o 0.4M
Tris pH 7,4 como solucdo de extracdo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese. Aumento 400x.

A figura 18 mostra nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com
tampao 0.4M Tris pH 7,4 como solucdo de extracdo, que vao do menor (esquerda)
ao maior nivel de dano de membrana (direita). Nucleo com menor nivel de dano de

membrana mostra a borda nitida e aparentemente sem difusdo do material pelo gel.
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Nucleo com membrana completamente danificada, no entanto, mostra somente a
EAN livre.

A porcentagem de nucleos intactos foi de 19%, EANSs livres 58% e nucleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANs) 23%. Nducleos

danificados de todos os niveis totalizaram 81%.

Figura 18. Ndcleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com solucéo tampé&o 0.4M Tris pH 7,4
como solucéo de extracéo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese em seus diferentes niveis
de dano, indo do menos danificado (esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.

V.3.4. Tampéo Sorensen

Na extracdo com tampao Sorensen como solugéo de extracdo a quantidade

de nucleos encontrada foi de cerca de 0,57 nucleos/ul.

Os ndcleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle usando tampéo
Sorensen como solucdo de extracdo encontrados nas laminas sem lise, sem
relaxamento e sem eletroforese, estdo nas figuras 19 e 20. Os poucos nucleos
encontrados apresentaram borda, porém nao nitida (figura 19). Nestes casos a
granulacdo era grossa e a coloracao forte, com um pouco de difusdo de material
pelo gel. No entanto, a grande maioria dos nlcleos encontrados ndo apresentava
borda, sendo mais evidente a presenca da EAN com algum vestigio de material
nuclear disperso ao redor desta estrutura (figura 20).
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Figura 19. Nucleos sem borda nitida extraidos de raizes de Rhizophora mangle com solugéo tampéo
Sorensen como solugdo de extracéo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese. Aumento 400x.

-

Figura 20. EAN livre no gel e nacleo sem borda nitida e com quase completa difusdo de material
nuclear pelo gel extraidos de raizes de Rhizophora mangle com tampao Sorensen como solucao de
extracdo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese. Aumento 400x.

A figura 21 mostra ndcleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle, com
tampao Sorensen como solugao de extracao, que vao do menor (esquerda) ao maior

nivel de dano de membrana (direita). Nucleo com menor nivel de dano de
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membrana mostra a borda nitida e pouca difusdo do material pelo gel. Nucleo com

membrana completamente danificado, no entanto, mostra somente a EAN livre.

A porcentagem de nudcleos intactos foi de 12%o, EANSs livres 87% e ndcleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANs) 1%. Nducleos

danificados de todos os niveis totalizaram 88%.
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Figura 21. Nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com tampao Sorensen como solugdo
de extracdo, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese em seus diferentes niveis de dano de
membrana, indo do menos danificado (esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.

V.3.5. Efeitos de solucbes de extracdo sobre quantidade e qualidade de

nudcleos extraidos.

Resultados de experimentos acima descritos mostram que extratos de
nacleos com diferentes solucdes de extracdo apresentam diferentes nameros de
nacleos e diferentes graus de danificacdo de membrana de ndcleos extraidos,
variando de nucleos intactos, danificados, até EANs livres. S&o considerados
ndcleos intactos 0s que possuem borda nitida indicando a integridade da membrana
e que, aparentemente, ndo apresentam dispersdo de material nuclear pelo gel
(figura 22, seta preenchida). Os nucleos danificados sao aqueles que ndo possuem
borda nitida, indicando dano a membrana, e apresentam dispersao de material pelo
gel (figura 23, seta preenchida). As EANs livres também sao nudcleos danificados,
mas neste caso as membranas sédo consideradas completamente danificadas e os
materiais nucleares sdo completamente dispersos pelo gel (figuras 22 e 23, setas

vazadas).
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Figura 22. Ndcleo intacto (seta preta) com borda nitida e EANs (setas vazadas) extraidos de raizes
de Rhizophora mangle com PBS como solugdo de extracdo, sem lise, sem relaxamento e sem
eletroforese. Aumento 400x.

Figura 23. Cometas (setas pretas) e EANSs livres (setas vazadas) extraidos de raizes de Rhizophora
mangle com PBS como solucdo de extracdo, sem lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de
eletroforese em tampéao pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C. Aumento 400x.

A porcentagem de ndcleos intactos e nucleos danificados, o que inclui as

EANSs (figura 24), varia em funcdo da solucéo de extracdo, sendo o PBS a solugéo
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que apresentou maior propor¢cao de nucleos intatos (48%) e menor propor¢ao de
ndcleos danificados (52%, sendo 25% de nucleos com danos intermediarios e 27%
somente EANSs livres). O tampdo Sorensen, por outro lado, apresentou menor
proporcdo de nucleos intatos (12%.) e maior propor¢cdo de nucleos danificados
(88%), sendo quase todos eles EANs (87%).

Tampao PBS

® Nucleos intactos

H 0
Sol. Salina 12% Danificados

intermediarios

7,4

Solugbes de extragao

Tamp3do Sorensen

0 50 100

Porcentagem

Figura 24. Porcentagem de nucleos intactos, nucleos com danos intermediarios e de EANs livres
encontrados na contagem de 100 estruturas nas laminas preparadas com nucleos extraidos de raizes
de Rhizophora mangle usando quatro diferentes solucdes de extracéo, sem lise, sem relaxamento e
sem eletroforese.

As caracteristicas tais como nitidez da borda, pouca difusdo do material,
maior nimero de nudcleos extraidos por lamina, e a baixa porcentagem de EANs
livres apontam a qualidade do PBS como solucdo de extracéo, razao pela qual os
ndcleos extraidos com esta solucdo foram utilizados em todos os demais
experimentos que visavam estabelecer o método para o ensaio cometa e também a

validacéo do método.
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A solucdo salina também apresentou qualidades comparaveis com as do PBS
como uma solucao de extracao. Nucleos extraidos com esta solucdo foram também

utilizados para a validacao do método.

Nucleos extraidos com tampéo 0.4M Tris pH 7,4 e com tampao Sorensen

como solucdes de extragdo nao foram mais utilizados.

V.4. Efeito do tipo de lise

Experimentos foram realizados em diferentes condigbes de lise usando
somente nucleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle com PBS como solucéo
de extracao, que foi selecionada através de experimentos anteriores como a solugéo
mais adequada para extracdo de nucleos. Os experimentos tiveram como objetivo

determinar o tipo e a duracdo da lise apropriada para este ensaio cometa.

V.4.1. Sem lise

Nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como solucao
de extracao, sem serem submetidos a lise e a eletroforese, apresentaram um anel
de material nuclear com borda nitida, coloracdo forte, homogénea e pouca
granulacdo. A EAN, localizada na regido central do nucleo, apresenta-se fortemente
corada, em tonalidade mais escura que o anel de material nuclear (figura 25).
Podem ser encontrados também nudcleos com o anel de material nuclear e EANs em
coloragdo mais fraca (figura 26). A EAN, no entanto, sempre apresenta tonalidade

de cor mais escura que a do anel de material nuclear.
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Figura 25. Nlcleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle com PBS como solucdo de extracéo,
sem lise e sem eletroforese. Os nucleos apresentam borda nitida, material nuclear com coloragéo
forte e homogénea, baixa granulosidade e com EANs centralizadas e fortemente coradas. Aumento

400x.

Figura 26. Nlcleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle com PBS como solucdo de extracéo,
sem lise e sem eletroforese. Os ndcleos apresentam borda nitida, material nuclear com coloragéo
fraca e homogénea, baixa granulosidade e com EANs centralizadas e mais coradas do que o anel de

material nuclear. Aumento 400x.
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A figura 27 mostra nucleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle, com
PBS como solugéo de extragao, sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese, que
vao do menor (esquerda) ao maior nivel de dano de membrana (direita). Nucleo com
menor nivel de dano de membrana mostra a borda nitida e pouca difusdo do
material pelo gel. Nucleo com membrana completamente danificada, no entanto,

mostra somente a EAN livre.

A porcentagem de nucleos intactos foi de 48%, EANSs livres 27% e nucleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANs) 25%. Nducleos

danificados de todos os niveis totalizaram 52%.

oW » 4 8 .

Figura 27. Nucleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle com PBS como solu¢éo de extragéo,
sem lise, sem relaxamento e sem eletroforese em seus diferentes niveis de dano, indo do menos
danificado (esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.

V.4.2. Lise alcalinaibnica

Nucleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle, com PBS como solucgéo
de extracdo em laminas submetidas a lise alcalina ibnica por 60 minutos, sem

relaxamento e sem eletroforese estéo nas figuras 28 e 29.

Parte dos nucleos apresenta anel de material nuclear denso, homogéneo,
granulacao fina com coloracdo fraca e borda nitida (figura 28), indicando menor
efeito da lise. Alguns nucleos apresentaram granulacédo grossa, coloracao intensa e

a borda nao estéa nitida (figura 29), indicando maior efeito da lise.
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Figura 28. Nucleo com borda nitida e granulagéo fina extraido de raizes de Rhizophora mangle com
PBS como solugcdo de extracdo, 60 minutos de lise alcalina idnica, sem relaxamento e sem
eletroforese. Aumento 400x.

Figura 29. Nlcleos sem borda nitida e granulagdo grossa extraidos de raizes de Rhizophora mangle
com PBS como solugcdo de extracdo, 60 minutos de lise alcalina ibnica, sem relaxamento e sem
eletroforese. Aumento 400x.

A figura 30 mostra nucleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle com
PBS como solucéo de extragdo, expostos a lise alcalina ibnica por 60 minutos a 4°C,

sem relaxamento e sem eletroforese, que vao do menor (esquerda) ao maior nivel
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de dano de membrana (direita). Nucleo com menor nivel de dano de membrana
mostra a borda nitida e pouca difusdo do material pelo gel. Nucleo com membrana
completamente danificado, no entanto, mostra somente a EAN livre. A porcentagem
de nucleos intactos foi de 41%, EANSs livres 22% e nucleos danificados de niveis
intermediarios (entre intactos e EANs) 37%. Nucleos danificados de todos os niveis
totalizaram 59%.
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Figura 30. Nlcleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle com PBS como solucdo de extracéo,
60 minutos de lise, sem relaxamento e sem eletroforese, em seus diferentes niveis de dano, indo do
menos danificado (esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.

V.4.3. Lise salina anibnica

Nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como solucao
de extracdo em laminas sem relaxamento, sem eletroforese e submetidas a lise

salina aniénica por 60 minutos a 4°C, estédo na figura 31.

Os nucleos demonstraram efeito excessivo da solucdo de lise (figura 31)
deixando o anel de material nuclear sem borda nitida e com granulacédo altamente

difundida pelo gel.
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Figura 31. Nudcleos sem borda nitida extraidos de raizes de Rhizophora mangle com PBS como
solugdo de extragdo e submetidos a lise salina anibnica por 60 minutos a 4°C, sem lise e sem
eletroforese. Aumento 400x.

A figura abaixo (figura 32) mostra nucleos de raizes de Rhizophora mangle
extraidos com PBS como solucdo de extracdo, expostos a lise salina anidnica por 60
minutos a 4°C, sem relaxamento e sem eletroforese, que vdo do menor nivel de
dano (esquerda) ao maior nivel de dano (direita). O menor nivel encontrado mostra
ndcleo sem borda e material nuclear altamente disperso pelo gel, enquanto o mais
danificado mostra somente a EAN livre. Com esta solugdo de lise, ndo houve
nenhuma ocorréncia de nucleos com borda e sem difusdo de material nuclear pelo

gel.

A porcentagem de ndcleos intactos foi de 0%, EANSs livres 73% e nucleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANS) 27%. Nucleos

danificados de todos os niveis totalizaram 100%.
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Figura 32. Nucleos sem borda nitida extraidos de raizes de Rhizophora mangle com PBS como
solucdo de extracdo e submetidos a lise salina aniénica por 60 minutos, sem relaxamento e sem
eletroforese em seus diferentes niveis de dano, indo do menos danificado (esquerda) ao mais
danificado (direita). Aumento 400x.

V.4.4. Comparacgéo entre os tipos de lise

A figura abaixo (figura 33) mostra um esquema comparativo de nudcleos de
raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como solucdo de extracdo e
submetidos aos diferentes tipos de lise (sem lise, com lise alcalina ibnica e com lise

salina anibnica), sem relaxamento e sem eletroforese.
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lise . granulagéo fina, homogénea
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Anidnica fina, clara e dispersa.
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Salina ’ Sem borda definida, granulagéo
Anidnica fina, clara e altamente dispersa.

Figura 33. Nucleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle com PBS como solugéo de

extracdo em diferentes tipos de lise, sem relaxamento e sem eletroforese. Aumento 400x.

Os nucleos extraidos de raizes de Rhizophora mangle com PBS como
solucéo de extracdo e que ndo passaram pela etapa da lise, assim como 0s que
foram submetidos a lise alcalina ibnica por 60 minutos, apresentaram em sua
maioria integridade na conformag&o nuclear, tendo a maioria dos nucleos borda

definida.

Quando comparados o0s nucleos submetidos a 60 minutos de lise alcalina
ibnica com os submetidos a 60 minutos de lise salina anidnica, os nucleos que foram

submetidos a lise salina anidnica apresentaram-se desintegrados, com auséncia de
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borda em todos os nucleos encontrados, estando presentes apenas alguns granulos
dispersos ao redor da EAN em alguns nucleos, enquanto a grande maioria
apresentou somente a EAN livre. Ja nos nucleos que foram expostos a lise alcalina
ibnica, como visto acima, houve uma pequena ocorréncia de nucleos sem borda

definida, mas a maioria apresentou borda.

Quando comparados os nucleos que ndo passaram pela etapa da lise com os
que foram expostos por 60 minutos a lise alcalina idnica, nota-se que 0s que nao
passaram pela lise apresentaram borda, granulacdo fina, de tonalidade clara ou
escura e homogénea. Os que foram submetidos a lise alcalina ibnica apresentaram-
se de trés formas: (1) de forma semelhante aos que nédo foram expostos a lise, ou
seja, borda, granulacao fina, de tonalidade clara ou escura, e homogénea; (2) sem
borda nitida, pouca dispersdo do material genético pelo gel, granulos grossos e
fortemente corados, em tonalidade homogénea; e (3) em poucos casos, como
mostrado na figura 34, borda nitida, auséncia de dispersdo do material genético pelo
gel, granulos finos em tonalidade heterogénea, estando concentrados e fortemente
corados na regidao periférica do nucleo, no entorno da borda, e mais claros e quase
ausentes na regido central do nucleo, onde situa-se a EAN. A EAN, neste ultimo
caso, apresenta-se corada de forma heterogénea.

',-‘ - ‘.
Figura 34. Ndcleo extraido de raiz de Rhizophora mangle com PBS como solugdo de extracao,
submetido a lise alcalina aniénica por 60 minutos a 4°C, sem relaxamento e sem eletroforese. O

nacleo apresenta borda nitida, granulos finos, coloragcdo heterogénea e EAN com coloracdo
heterogénea. Aumento 400x.
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A figura 35 mostra a porcentagem de nucleos intactos, nucleos danificados
intermediarios e de EANs livres entre os diferentes tipos de lise, tendo sido todos
eles obtidos a partir de nacleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS

como solucéo de extracdo, sem relaxamento e sem eletroforese.

Sem lise

B Nucleos intactos

Lise alcalina I6nica

|

Danificados
intermediarios

Tipos de lise

M EANS livres
Lise Salina Anionica

0 50 100
Porcentagem

Figura 35. Porcentagem de nucleos intactos, com danos intermediarios e de EANs livres encontrados
na contagem de 100 estruturas nas laminas preparadas com nucleos extraidos de raizes de
Rhizophora mangle com PBS como solucdo de extracdo e expostos as condigdes: sem lise, com lise
alcalina idnica por 60 minutos e com lise salina anibnica por 60 minutos, todos sem relaxamento e
sem eletroforese.

Como as condicdes sem lise e com lise alcalina idnica apresentaram
melhores caracteristicas qualitativas (como presenca de borda, pouca difusdo de
material genético pelo gel), as duas condi¢cdes foram mantidas. Ainda, em ambas as
condi¢cdes o numero de nucleos intactos mostrou-se suficiente para que os dados
possam ser analisados, e também demonstrou um numero razoavel de nucleos

danificados e baixo numero de EANS.

A exposicdo a lise salina anibnica ndo foi mais testada para o
estabelecimento de padrées de métodos, nem nos testes de validacdo de método

devido ao efeito excessivo da lise sobre os nucleos, deixando-os desintegrados e
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sem material genético disponivel para futura analise de cometa, ndo apresentando,

inclusive, nucleos intactos.

V.4.5. Efeitos do tempo de lise

Cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle sob as mesmas
condicbes experimentais (raizes germinadas no escuro, PBS como solucdo de
extracdo, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese), diferindo
somente o tempo de lise alcalina ibnica, estdo nas figuras abaixo. A figura 36 mostra
cometas com diferentes niveis de dano que foram submetidos a 60 minutos de lise
alcalina iénica, e a figura 37 mostra um cometa com alto nivel de dano que foi

submetido a 120 minutos de lise alcalina ibnica.

Figura 36. Cometas obtidos com nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solucdo de extracdo, 60 minutos de lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em
tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C. Aumento 400x.
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Figura 37. Cometa obtido com nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solucdo de extracdo, 120 minutos de lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese
em tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C. Aumento 400x.

Os cometas obtidos de nudcleos submetidos a 60 minutos de lise
apresentaram granulos grossos, um pouco de difusdo do material pelo gel e pouca
migracdo na eletroforese. Ja nos cometas de nucleos expostos a 120 minutos de lise
alcalina idbnica os granulos se dispersaram bastante pelo gel e estes eram grossos e

fortemente corados, tendo sofrido forte migracao na eletroforese.

bY

Quanto a contagem dos cometas cujos nucleos foram submetidos a 60
minutos de lise, a porcentagem de cometas intactos foi de 26% e cometas
danificados 74%, sendo 25% somente EANS livres e 49% cometas danificados com
niveis intermediarios (entre intactos e EANSs). J& nos cometas cujos nucleos foram
submetidos a 120 minutos de lise alcalina ibnica, a porcentagem de cometas
intactos foi de 7% e cometas danificados 93%, sendo 37% somente EANS livres, e

56% cometas danificados com niveis intermediarios (entre intactos e EANS).

As duas figuras abaixo mostram cometas obtidos de nucleos expostos a 60
minutos (figura 38) e 120 minutos (figura 39) de lise alcalina ibnica e vao do menor

nivel de dano (esquerda) ao maior nivel de dano (direita).
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Figura 38. Cometas obtidos com nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solucao de extracdo, 60 minutos de lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em
tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C em seus diferentes niveis de dano, indo do menos danificado
(esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.
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Figura 39. Cometas obtidos com nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solucdo de extracdo, 120 minutos de lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese
em tampao pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C em seus diferentes niveis de dano, indo do menos
danificado (esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.

Tanto as caracteristicas dos cometas, quanto a comparacdo entre a
contagem de cometas e EANs entre os dois tempos de exposi¢cdo, sugerem que

uma hora de lise é mais adequada para o ensaio cometa.

A figura 40 mostra a porcentagem de cometas intactos, cometas danificados
intermediarios e EANSs livres em dois tempos de exposicao a lise alcalina ibnica: 60
minutos e 120 minutos. O relaxamento, em ambos, foi de 10 minutos e 20 minutos

de eletroforese em tampao pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C.
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Figura 40. Porcentagem de cometas intactos, com danos intermediarios e de EANS livres
encontrados na contagem de 100 estruturas nas laminas preparadas com nucleos extraidos de raizes
de Rhizophora mangle com PBS como solucdo de extracdo e expostos as condi¢des: 60 minutos e
120 minutos de lise alcalina ibnica e a 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese.

Tanto os cometas obtidos de nucleos submetidos a 60 minutos de lise quanto
0s cometas obtidos de nucleos submetidos a 120 minutos de lise apresentaram
granulos grossos, difusdo e migracdo de material pelo gel. No entanto, a difusdo e a
migracdo dos cometas obtidos de ndcleos submetidos a 120 minutos de lise foram

maiores.

Os cometas de nucleos obtidos de nucleos submetidos a 120 minutos de lise
apresentaram poucos cometas intactos, sendo quase a totalidade de cometas com
niveis de danos intermediarios ou EAN livres. Ja os cometas obtidos de nucleos
submetidos a 60 minutos de lise apresentaram maior nimero de cometas intactos e
também menor nimero de EANs quando comparados ao outro tempo de exposi¢ao.
Por esta razdo somente a submissdo a 60 minutos de lise serd testada nos

experimentos para o estabelecimento de método.
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V.5. Interagéo de relaxamento e eletroforese

Foram testadas 3 combinacfes de tempo de relaxamento e eletroforese,
todas dentro das mesmas condicbes experimentais (nucleos de raizes de
Rhizophora mangle extraidos com PBS como solucdo de extracdo, sem lise, tampéao
de eletroforese com pH>13, voltagem de 0,8V/cm e amperagem 230mA), para que

ficasse evidente somente o efeito do relaxamento e da eletroforese.
V.5.1. Combinagéo de 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese

Cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com
PBS como solucao de extracdo, sem lise, submetidos a 10 minutos de relaxamento
e 20 minutos de eletroforese (0,8V/cm; 230mA) em tampé&o pH>13 estdo na figura
41.
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Figura 41. Cometas obtidos de nlcleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solucdo de extracdo, sem lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em tampéo
pH>13, 0,8V/cm e 230mA a 4°C. Aumento 400x.

Nesta condi¢do experimental houve grande migragdo dos granulos atraves do
gel, formando uma cauda mais comprida em comparacdo ao comprimento da

cabeca. A cauda é fortemente corada e granulosa.
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A porcentagem de nucleos intactos foi de 4% e nucleos danificados 96%,
sendo 39% EANs e 57% nucleos danificados com niveis intermediarios (entre
intactos e EANS).

A porcentagem de ndcleos intactos foi de 4%, EANSs livres 39% e nucleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANsS) 57%. Nducleos
danificados de todos os niveis totalizaram 88%.

A figura abaixo (figura 42) mostra cometas que vao do menor nivel de dano
(esquerda) ao maior nivel de dano (direita) nesta condicdo experimental. Mesmo os
cometas com menor nivel de dano apresentam difusdo e migracdo do material

nuclear.
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Figura 42. Cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solugéo de extracdo, sem lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em tampéo
pH>13, 0,8V/icm e 230mA, 4°C, em seus diferentes niveis de dano, indo do menos danificado
(esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.

V.5.2. Combinagéo de 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese

Cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com
PBS como solugao de extragéo, sem lise, submetidos a 5 minutos de relaxamento e
20 minutos de eletroforese em tampéao pH>13, 0,8V/cm e 230mA na temperatura de

40C estdo na figura 43.
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Figura 43. Cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solucdo de extracdo, sem lise, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em tampéo
pH>13, 0,8V/cm e 230mA. Aumento 400x.

Nesta condi¢cdo experimental de 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de
eletroforese os cometas, em sua maioria, demonstraram auséncia de borda nitida. A
granulacao é fina, escura e homogénea. Nao houve migracéo dos granulos para fora

dos nucleos.

A porcentagem de nucleos intactos foi de 39% e nucleos danificados 61%,
sendo 23% EANSs livres, e 38% nucleos danificados com niveis intermediarios (entre
intactos e EANS).

A porcentagem de nucleos intactos foi de 39%, EANs livres 23% e nucleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANs) 38%. Nducleos

danificados de todos os niveis totalizaram 61%.

A figura abaixo (figura 44) mostra cometas obtidos nesta condicéo
experimental que vdo do menor nivel de dano (esquerda) ao maior nivel de dano
(direita).
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Figura 44. Cometas obtidos com n(cleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solugéo de extracdo, 60 minutos de lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em
tampao pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C em seus diferentes niveis de dano, indo do menos danificado

(esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.

V.5.3. Combinagéo de 5 minutos de relaxamento e 10 minutos de eletroforese

Cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com
PBS como solucéo de extragao, sem lise, submetidos a 5 minutos de relaxamento e
10 minutos de eletroforese em tampao pH>13, 0,8V/icm e 230mA a 4°C estdo na

figura 45.
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Figura 45. Cometas obtidos com ndcleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com tampéo
PBS como solugdo de extracdo, sem lise, 5 minutos de relaxamento e 10 minutos de eletroforese em
tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C. A, B e C sdo cometas sem borda e sem difusdo e migracao do
material nuclear. D, E e F sdo cometas com borda. Aumento 400x.
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Na condig&o sem lise, 5 minutos de relaxamento e 10 minutos de eletroforese,
0S cometas obtidos na sua maioria foram cometas de baixo nivel de dano e néo
apresentaram migracao ou difusdo dos granulos para fora de ndcleos. Em alguns
cometas a borda n&o estava evidente (figura 45 - A, B e C), e os granulos
apresentaram-se mais grossos, com coloracdo e distribuicdo mais homogénea.
Entretanto, a maioria dos cometas demonstrou borda evidente (figura 45 - D, E e F),
com granulacao fina, mais escuro na borda e mais claro ao redor da EAN, na regido

central.

A porcentagem de nucleos intactos foi de 38%, EANs livres 29% e nucleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANs) 33%. Ndcleos

danificados de todos os niveis totalizaram 62%.

A figura abaixo (figura 46) mostra cometas obtidos nesta condigcéo
experimental, que vao do menor nivel de dano (esquerda) ao maior nivel de dano
(direita).
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Figura 46. Cometas obtidos com nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com tampéao
PBS como solugdo de extragdo, sem lise, 5 minutos de relaxamento e 10 minutos de eletroforese em
tampdo pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C em seus diferentes niveis de dano, indo do menos danificado
(esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.
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A figura 47 mostra a porcentagem de cometas intactos, cometas danificados e
EANs livres obtidos em diferentes tempos de exposicdo ao relaxamento e a

eletroforese.
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Figura 47. Porcentagem de cometas intactos, com danos intermediarios e de EANs livres
encontrados na contagem de 100 estruturas nas laminas preparadas com nucleos extraidos de raizes
de Rhizophora mangle com PBS como solucéo de extragdo, sem lise, e submetidos a trés diferentes
combinacgbes de tempo de relaxamento e de eletroforese em tampéao de eletroforese pH>13, 0,8V/cm
e 230mA a 4°C: 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese; 5 minutos de relaxamento e
10 minutos de eletroforese; 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese.

Como visto na figura 47, a condicdo de 10 minutos de relaxamento e 20
minutos de eletroforese houve baixa incidéncia de cometas intactos e alta incidéncia

de cometas com niveis intermediarios de danos e EANS livres.

Nas condi¢des de 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese e 5
minutos de relaxamento e 10 minutos de eletroforese, houve maior incidéncia de
cometas intactos, e menor incidéncia de EANs livres quando comparados a outra

condic¢ao (10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese).

Essas caracteristicas quantitativas, somadas as caracteristicas qualitativas
descritas no item V.5 levaram & escolha das condi¢fes 5 minutos de relaxamento e
20 minutos de eletroforese e 5 minutos de relaxamento e 10 minutos de eletroforese

para serem testadas nos testes de estabelecimento de método.
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V.6. Interacéo de lise e relaxamento

Foram testadas combinacfes de duas condicdes lise (sem e com exposi¢ao a
60 minutos de lise alcalina idnica) e dois tempos de relaxamento (5 e 10 minutos)
para analisar possiveis efeitos destas combinages na mesma condicdo de

eletroforese.

V.6.1. Combinacdo de sem exposicédo alise e 5 minutos de relaxamento

Cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com
PBS como solucéo de extracdo, sem lise, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de

eletroforese em tampéao pH>13, 0,8V/cm e 230mA estao nas figuras 48 e 49.

Figura 48. Cometa sem cauda obtido com nucleo de raiz de Rhizophora mangle extraido com PBS
como solucdo de extracdo, sem lise, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em
tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C. Aumento 400x.
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Figura 49. Cometa com pequena cauda obtido com nucleo de raiz de Rhizophora mangle extraido
com PBS como solugdo de extragdo, sem lise, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de
eletroforese em tampéao pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C. Aumento 400x.

Cometas obtidos nestas condicbes de modo geral ndo possuem borda nitida,
seus granulos sdo médios, heterogéneos, fortemente corados e apresentam pouca
difusdo. Foram obtidos cometas que aparentemente ndo apresentaram migracao de
granulos para fora do nacleo (figura 48), e outros que apresentaram leve migracao

do material através do gel formando uma pequena cauda (figura 49).

A porcentagem de nucleos intactos foi de 45%, EANs livres 26% e nucleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANsS) 29%. Nducleos

danificados de todos os niveis totalizaram 55%.

A figura abaixo (figura 50) mostra cometas obtidos nesta condi¢cdo, que vao

do menor nivel de dano (esquerda) ao maior nivel de dano (direita).

Figura 50. Cometas obtidos com nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solugéo de extragcdo, sem lise, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em tampéo
pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C em seus diferentes niveis de dano, indo do menos danificado
(esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.
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V.6.2. Combinagéo de sem lise e 10 minutos de relaxamento

Cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com
PBS como solucdo de extracédo, sem lise, submetidos a 10 minutos de relaxamento
e 20 minutos de eletroforese em tampéao pH>13, 0,8V/cm e 230mA estéo nas figuras
51 e 52.
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Figura 51. Cometa com pequena cauda obtido com nucleo de raiz de Rhizophora mangle extraido
com PBS como solucdo de extragdo, sem lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de
eletroforese em tampéao pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C. Aumento 400x.
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Figura 52. Cometa com longa cauda obtido com nucleo de raiz de Rhizophora mangle extraido com
PBS como solucdo de extracdo, sem lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese
em tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C. Aumento 400x.

Nesta combinacdo de sem lise e 10 minutos de relaxamento, apesar de nao
terem sido encontrados cometas com longo comprimento caudal, como visto na
figura 52, a quantidade de cometas obtidos € menor do que a quantidade obtida na
combinacdo de com lise e com mesmo tempo de relaxamento. O numero de

cometas intactos dentro desta condi¢cdo sem lise também é maior.

A porcentagem de nucleos intactos foi de 20%, EANs livres 32% e nucleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANs) 48%. Ndcleos

danificados de todos os niveis totalizaram 80%.

A figura abaixo (figura 53) mostra cometas obtidos nesta condi¢do que vao do

menor nivel de dano (esquerda) ao maior nivel de dano (direita).
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Figura 53. Cometas obtidos com n(cleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solugéo de extracdo, sem lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em tampéo
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pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C em seus diferentes niveis de dano, indo do menos danificado
(esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.

V.6.3. Combinagédo de 60 minutos de lise e 5 minutos de relaxamento

Cometa obtido de ndcleo de raiz de Rhizophora mangle extraido com PBS

como solucdo de extracdo, submetido a 60 minutos de lise, 5 minutos de
relaxamento e 20 minutos de eletroforese em tampéao pH>13, 0,8V/cm e 230mA esta
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Figura 54. Cometa com longa cauda obtido com ntcleo de raiz de Rhizophora mangle extraido com

PBS como solugdo de extracdo, 60 minutos de lise, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de

eletroforese em tampéao pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C. Aumento 400x.

Estes cometas possuem granulos médios, de tonalidade média e homogénea,
com difusdo intensa dos granulos. Ocorreram muitos cometas intactos e também

muitos cometas com dano. No entanto, apesar de ter havido migragdo dos granulos,
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os cometas formados nesta condicdo experimental ndo apresentaram longos

comprimentos caudais.

A porcentagem de nucleos intactos foi de 34%, EANSs livres 35% e nucleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANs) 31%. Nducleos

danificados de todos os niveis totalizaram 66%.

A figura abaixo (figura 55) mostra cometas que vao do menor nivel de dano

(esquerda) ao maior nivel de dano (direita).

Figura 55. Cometas obtidos com nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solucdo de extracdo, 60 minutos de lise, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em
tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C em seus diferentes niveis de dano, indo do menos danificado
(esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.

V.6.4. Combinagédo de 60 minutos de lise e 10 minutos de relaxamento

Cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com
PBS como solucédo de extracdo, 60 minutos de lise alcalina ibnica, 10 minutos de
relaxamento e 20 minutos de eletroforese em tempdo pH>13, 0,8V/cm e 230mA

estdo na figura 56.
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Figura 56. Cometas com longos comprimentos caudais obtidos de ndcleos de raizes de Rhizophora
mangle extraidos com PBS como solucéo de extragdo, 60 minutos de lise, 10 minutos de relaxamento
e 20 minutos de eletroforese em tampéo pH>13, 0,8V/cm 230mA. Aumento 400x.

Na combinacdo com lise alcalina ibnica por 60 minutos e 10 minutos de
relaxamento, os cometas apresentaram diferentes comprimentos de cauda e
diferentes niveis de danos. Houveram poucos cometas intactos e muitos cometas
danificados, que apresentaram difusdo de material genético e, principalmente, forte
migracdo do material, formando cometas com longo comprimento caudal como visto

na figura 56.

A porcentagem de nucleos intactos foi de 4%, EANs livres 33% e nucleos
danificados de niveis intermediarios (entre intactos e EANsS) 63%. Nucleos

danificados de todos os niveis totalizaram 96%.

A figura abaixo (figura 57) mostra cometas que vao do menor nivel de dano

(esquerda) ao maior nivel de dano (direita).

Figura 57. Cometas obtidos com n(cleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solucao de extracdo, 60 minutos de lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em
tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C em seus diferentes niveis de dano, indo do menos danificado
(esquerda) ao mais danificado (direita). Aumento 400x.
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A figura abaixo (figura 58) mostra a porcentagem de cometas intactos,
danificados intermediarios e de EANSs livre entre os diferentes tempos de exposi¢ao

ao relaxamento, com lise e sem lise.

5'relax. e 20' eletrof. sem lise

B Cometas intactos
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Figura 58. Porcentagem de cometas intactos, com danos intermediarios e de EANs livres
encontrados na contagem de 100 estruturas nas laminas preparadas com nucleos extraidos de raizes
de Rhizophora mangle com PBS como solugdo de extracdo e submetidos as combinacfes de
diferentes condicbes de lise e de tempo de relaxamento. Eletroforese 20 minutos em tampéo de
eletroforese pH>13, 0,8V/cm e 230mA a 4°C.

Em todas as condicbes experimentais as laminas ndo submetidas a lise
apresentaram maior numero de cometas intactos e menor nimero de cometas
danificados e EANs quando comparados as laminas submetidas as mesmas

condicdes experimentais, porém, expostas a lise alcalina ibnica por 60 minutos.

As laminas submetidas a etapa da lise, em ambos os tempos, apresentaram
cometas com maior comprimento caudal, ou seja, maior migragcdo dos granulos,

guando comparados as que nao passaram pela etapa da lise.

A condicdo experimental de 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de

eletroforese apresentou cometas com longo comprimento caudal mesmo nas
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laminas n&o expostas a lise. Nas laminas com exposicdo a lise, 0os cometas

apresentaram comprimentos caudais ainda maiores.

Ja na condicdo experimental de 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de
eletroforese, tanto as laminas ndo submetidas a lise quanto as submetidas a 60
minutos de lise alcalina ibnica, apresentaram cometas com caudas menores do que
na outra condicdo (10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese). Nesta
condicdo de 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese, as que nao
passaram pela etapa da lise apresentaram cometas com comprimentos caudais

ainda menores do que as expostas a lise nesta mesma condi¢ao de tempo.

Devido ao alto nivel de dano na condi¢cao de 10 minutos de relaxamento e 20
minutos de eletroforese, mesmo quando ndo houve a etapa de lise, esta condi¢édo

nao foi utilizada nos testes de estabelecimento de método.

V.7. Validagdo de Método

Conforme descrito no item 1V.2.9.1, o indice de dano foi calculado em quatro
classes, de 0 a 3, em funcdo do grau de danos ao DNA, no qual a classe 0
corresponde aos cometas considerados intactos, sem danos causados pela
exposi¢do a genotoxina, ou H,O,, e a classe 3 corresponde aos cometas com danos
maximos, representados pelos cometas com maiores comprimentos caudais, com

base na figura 1, sem contagem de EAN.

Conforme descrito no item 1V.2.9.2, quando houve contagem de EAN, o
indice de dano foi calculado em cinco classes, de 0 a 4, em funcéo do grau de danos
ao DNA, no qual a classe 0 corresponde aos cometas considerados intactos, sem
danos causados pela exposi¢cdo a genotoxina, ou H,O,, e a classe 4 corresponde as

EANSs, com base na figura 2.
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V.7.1. Interacdo da exposicdo a H,O,, solucdo de extracédo e lise sobre o indice

de dano.

V.7.1.1. Interag&o H,0; - Salina 12%. - Sem lise

A figura 59 mostra efeitos da exposi¢do as diferentes concentra¢des de OuM
(controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de dano de cometas
obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com solugdo salina

12%o, Sem exposicao a lise alcalina idnica.
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Figura 59. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentracdes (OuM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0O,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nlicleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com solucdo salina 12%. como solugdo de extracdo, sem exposicdo a lise alcalina ibnica.
Relaxamento foi de 5 minutos e eletroforese em tampé&o pH>13, 0,8V/cm, 230mA por 20 minutos a
4oC.

Letras diferentes indicam diferencas significativas (Duncan).

indices de dano de cometas obtidos com n(cleos que ndo passaram pela

exposicdo a lise (figura 59) aumentam gradativamente em fungdo da concentracao
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de H,O,, porém ndo ha diferenca significativa entre os indices de dano nas

concentracdes de 5uM e 10uM e nas concentracoes de 10uM e 20uM.

V.7.1.2. Interagdo H,O; - Salina 12%. - Com lise

A figura 60 mostra efeitos da exposi¢do as diferentes concentra¢des de OuM
(controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de dano de cometas
obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com solugdo salina

12%o, com exposicao a lise alcalina idnica por 60 minutos.
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Figura 60. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentracdes (OuM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,O,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nlicleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com solugéo salina 12%. como solugéo de extragdo, com exposigdo por 60 minutos a lise alcalina
ibnica. Relaxamento foi de 5 minutos e eletroforese em tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA por 20

minutos a 4°C.

Letras diferentes indicam diferencas significativas (Duncan).
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indices de dano de cometas obtidos com nucleos que foram submetidos a lise

alcalina ibnica por 60 minutos aumentam significativamente em funcdo da

concentracdo de H,O, (figura 60).

V.7.1.3. Comparacdo dos efeitos da interagdo H,O, - Salina 12%. - Sem lise/Com

lise

A figura 61 mostra a comparacdo dos efeitos da exposicdo as diferentes
concentracdes de OuM (controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de
dano de cometas obtidos de ndcleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com
solucdo salina 12%o, entre a exposicao a lise alcalina ibnica por 60 minutos e sem

exposicédo a lise.
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Figura 61. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentracdes (OuM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0O,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nlicleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com solugdo salina 12%. como solugdo de extragdo, sem (barra cinza claro) e com (barra cinza
escuro) exposi¢cdo por 60 minutos a lise alcalina ibnica. Relaxamento foi de 5 minutos e eletroforese

em tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA por 20 minutos a 4°C.

Asterisco indica diferenca significativa (Tese-t de Student entre com lise e sem lise na mesma

concentracao de H,0,).



86

Em geral, os indices de dano de cometas obtidos com nucleos que passaram
pela lise foram menores do que os indices de dano de cometas obtidos com nucleos
gue ndo passaram pela lise, nas diferentes concentracdes de H,O,com excecéo da
concentracdo de 20 pM. No entanto, essa diferenca sé foi significativa nos grupos
expostos as concentracdes de 5uM e 10uM de H,O,. Nas outras concentracfes as

diferencas de indices de dano entre com lise e sem lise ndo foram significativas.

V.7.1.4. Interagéo H,O, - PBS - Sem lise

A figura 62 mostra efeitos da exposicao as diferentes concentracfes de OuM
(controle PBS), 5uM, 10pM e 20uM de H,O, sobre indices de dano de cometas
obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS, sem

exposicao a lise.
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Figura 62. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentragcdes (OpM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,O,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nicleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com PBS como solucdo de extracdo, sem exposicdo a lise alcalina idnica. Relaxamento foi de 5

minutos e eletroforese em tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA por 20 minutos a 4°C.

Letras diferentes indicam diferencas significativas (Duncan).
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Assim como com a extragdo com solugdo salina 12%., cometas obtidos de
ndcleos que ndo passaram pela etapa da lise (figura 62) também apresentam
crescimento gradativo do indice de dano conforme o aumento de concentracdo de
H,O,, porém nao ha diferenca significativa entre o indice de dano nas concentracdes

de 5uM e 10uM, e nas concentracdes de 10uM e 20uM.

V.7.1.5. Interagéo H,O, - PBS - Com lise

A figura 63 mostra efeitos da exposicao as diferentes concentracfes de OuM
(controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de dano de cometas
obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS, com

exposicdo a lise alcalina idnica por 60 minutos.
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Figura 63. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentragcdes (OpM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0O,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nicleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com PBS como solugcdo de extracdo, com exposicdo por 60 minutos a lise alcalina ibnica.
Relaxamento foi de 5 minutos e eletroforese em tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA por 20 minutos a
4oC.
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Letras diferentes indicam diferencas significativas (Duncan).

Cometas obtidos de nucleos expostos a solugéo de lise alcalina idnica por 60
minutos apresentam aumento gradativo e significativo do nivel de dano em funcgéo

do aumento da concentracao da H,O; (figura 63).

V.7.1.6. Comparacdao dos efeitos da interag&o H,O; - PBS - Sem lise/Com lise

A figura 64 mostra a comparacdo dos efeitos da exposicdo as diferentes
concentraces de OuM (controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de
dano de cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com

PBS, entre a exposicdo a lise alcalina idbnica por 60 minutos e sem exposicao a lise.
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Figura 64. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentracdes (OpM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nlcleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com PBS como solucdo de extracdo, sem (barra cinza claro) e com (barra cinza escuro)exposi¢cao por
60 minutos a lise alcalina idnica. Relaxamento foi de 5 minutos e eletroforese em tampéo pH>13,

0,8V/cm, 230mA por 20 minutos a 4°C.

Asterisco indica diferenca significativa (Tese-t de Student entre com lise e sem lise na mesma

concentracao de H,0,).
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Comparando os indices de dano de cometas obtidos com lise e sem lise, 0s
cometas com lise apresentaram indices de danos menores do que os indices de
dano de cometas sem lise. Na concentracédo de OuM de H,0,, ou no grupo controle,
a diferenca entre o indice de dano de cometas com lise e de cometas sem lise nao
foi significativa. JA& em todas as outras concentracbes as diferencas foram

significativas entre os grupos com lise e sem lise.

V.7.1.7. Comparacdao dos efeitos da interag&do H,O, - PBS/Salina 12%. - Sem lise

A figura 65 mostra a comparacdo dos efeitos da exposicdo as diferentes
concentracdes de OuM (controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de
dano de cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com

PBS ou com solugéo salina 12%. como solu¢gdes de extracdo e sem submissdo a

lise.
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Figura 65. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentragcdes (OpM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com PBS (barra cinza claro) e com solu¢do salina 12%. (barra cinza escuro) como solugdes de
extracdo, sem lise, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em tampéo pH>13, 0,8
V/cm, 230mA.

N&o houve diferenga significativa entre o indice de dano de cometas obtidos
de nucleos extraidos com salina 12%. ou com PBS como solucdo de extragdo em
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todas as concentracbes de H,O, testadas, apesar de os indices de danos de
cometas obtidos de nucleos extraidos com PBS apresentarem valores sempre

maiores.
V.7.1.8. Comparacéo dos efeitos da interagdo H,O, - PBS/Salina 12%. - Com lise

A figura 66 mostra a comparacdo dos efeitos da exposicdo as diferentes
concentracdes de OuM (controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de
dano de cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com
PBS ou com solucédo salina 12%. como solucdes de extracdo, com exposicao a lise

alcalina ibnica por 60 minutos.
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Figura 66. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentragcdes (OpM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com PBS (barra cinza claro) ou com solucdo salina 12%. (barra cinza escuro) como solugdes de
extragcdo e com exposicdo a lise alcalina idnica por 60 minutos, 5 minutos de relaxamento e 20
minutos de eletroforese em tampé&o pH>13, 0,8V/cm, 230mA.

A média dos indices de dano dos cometas obtidos a partir de nucleos
extraidos com solucéo salina 12%. e as médias dos cometas obtidos a partir de

nacleos extraidos com PBS né&o apresentam diferengas significativas.
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V.7.2. Contagem com EANSs inclusas

V.7.2.1. Interag&o H,O; - Solugé&o salina 12%o - Sem lise

A figura 67 mostra efeitos da exposicao as diferentes concentracbes de OuM
(controle PBS), 5uM, 10pM e 20uM de H,O, sobre indices de dano de cometas
obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com solucdo salina

12%o., sem exposicao a lise alcalina ibnica por 60 minutos e com contagem de EANS.
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Figura 67. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentracdes (OpM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nlcleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com solucdo salina 12%. como solucdo de extracdo, sem exposicdo a lise alcalina i6nica e com
contagem de EANs. Relaxamento de 5 minutos e eletroforese de 20 minutos em tampéo pH>13,
0,8V/cm, 230mA.

Letras diferentes indicam diferencas significativas (Duncan).

Com a incluséo de EAN, os indices de dano de cometas obtidos de nucleos
sem submissao a lise ndo séo significativamente diferentes nas concentracdes de 5,
10 e 20puM. Na concentracdo de OuM, o indice de dano é significativamente menor

do que os das outras concentracdes.
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V.7.2.2. Interag&o H,0O, - Solugéo salina 12%o. - Com lise

A figura 68 mostra efeitos da exposicao as diferentes concentracfes de OuM
(controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de dano de cometas
obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com solucdo salina

12%o0, com exposicédo a lise alcalina ibnica por 60 minutos e com contagem de EANS.
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Figura 68. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentragbes (OpM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,O,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nulcleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com solugdo salina 12%. como solugcédo de extragdo, com exposi¢do por 60 minutos a lise alcalina
ibnica e com contagem de EANs. Relaxamento de 5 minutos e eletroforese de 20 minutos em tamp&o
pH>13, 0,8V/cm, 230mA.

Letras diferentes indicam diferencas significativas (Duncan).

indices de dano de cometas obtidos de niicleos extraidos com soluco salina
12%o. como solucdo de extragdo, com exposicao por 60 minutos a lise alcalina idnica
nao sao significativamente diferentes nas concentracbes de 0 e 5uM, assim como
nas concentracdes de 10 e 20uM. Nas concentracbes de OuM e 5uM os indices de

dano séo significativamente menores do que os das outras concentracoes



93

V.7.2.3. Comparacdao dos efeitos da interag&o H,O; - Salina 12%. - Sem lise/Com

lise

A figura 69 mostra a comparacdo dos efeitos da exposicdo as diferentes
concentracdes de OuM (controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de
dano, com contagem de EANs, de cometas obtidos de ndcleos de raizes de
Rhizophora mangle extraidos com solucdo salina 12%., com ou sem exposicéo a lise

alcalina ibnica por 60 minutos.
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Figura 69. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentracdes (OuM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com solucéo salina 12%0 como solucdo de extracdo,sem(barra cinza claro) e com (barra cinza
escuro)exposicao por 60 minutos a lise alcalina ibnica e com contagem de EANs. Relaxamento foi de
5 minutos e eletroforese em tampéao pH>13, 0,8V/cm, 230mA por 20 minutos a 4°C.

N&o houveram diferencas significativas entre as médias dos indices de dano
dos cometas obtidos de nucleos extraidos com solugdo salina 12%. sem e com

submisséao a lise.

V.7.2.4. Interagcao H,O, - PBS - Sem lise

A figura 70 mostra efeitos da exposicao as diferentes concentracbes de OuM
(controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de dano, com contagem
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de EANs de cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos

com PBS e sem exposicao a lise alcalina ibnica por 60 minutos.
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Figura 70. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentracdes (OuM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0O,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nlcleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com PBS como solugéo de extragdo, sem exposi¢ao a lise alcalina ibnica e com contagem de EANSs.

Relaxamento de 5 minutos e eletroforese de 20 minutos em tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA.

Letras diferentes indicam diferencas significativas (Duncan).

Com a inclusdo de EAN, os indices de dano de cometas obtidos de nucleos
sem submissdo a lise ndo sao significativamente diferentes em todas as

concentracdes de H,0, testadas.

V.7.2.5. Interacdo H,O,- PBS - Com lise

A figura 71 mostra efeitos da exposicao as diferentes concentracfes de OuM
(controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de dano, com contagem
de EANSs, de cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos

com PBS e com exposicao a lise alcalina ibnica por 60 minutos.
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Figura 71. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentracdes (OuM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0O,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nlcleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com PBS como solugdo de extracdo com exposi¢do por 60 minutos a lise alcalina ibnica e com
contagem de EANs. Relaxamento de 5 minutos e eletroforese de 20 minutos em tampéo pH>13,
0,8V/cm, 230mA.

Letras diferentes indicam diferencas significativas (Duncan).

Os indices de dano de cometas obtidos de nucleos com submisséo a lise nao
sao significativamente diferentes nas concentracées de 10 e 20uM. Os indices de
dano nas concentracbes de OuM e 5uM também ndo sdo significativamente

diferentes e séo significativamente menores do que os de outras concentracoes.

V.7.2.6. Comparacdao dos efeitos da interagéo H,O; - PBS - Sem lise/Com lise

A figura 72 mostra a comparagdo dos efeitos da exposicdo as diferentes
concentracdes de OuM (controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de
dano, com contagem de EANs, de cometas obtidos de nucleos de raizes de
Rhizophora mangle extraidos com PBS, com e sem exposic¢ao a lise alcalina ibnica

por 60 minutos.
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Figura 72. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentracdes (OuM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0O,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nlcleos de raizes de Rhizophora mangle, extraidos
com PBS como solugéo de extracdo, sem (barra cinza claro) e com (barra cinza escuro) exposi¢éo
por 60 minutos a lise alcalina ibnica e com contagem de EANs. Relaxamento de 5 minutos e

eletroforese de 20 minutos em tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA.

Asterisco indica diferenca significativa (Tese-t de Student entre com lise e sem lise nha mesma

concentracao de H,0,).

N&o houveram diferencas significativas entre as médias dos indices de dano
dos cometas obtidos de nucleos extraidos com PBS sem e 1 submisséo a lise em
todas as concentracdes de H,0, exceto na concentracdo de OuM (controle PBS).
Nesta concentracao o indice de dano de cometas obtidos de ndcleos expostos a lise
foi significativamente menor do que o indice de dano de cometas obtidos de ndcleos

sem submisséao a lise.

V.7.2.7. Comparacdao dos efeitos da interagdo H,O,- PBS/Salina 12%o. - Sem lise

A figura 73 mostra a comparagdo dos efeitos da exposicdo as diferentes
concentracdes de OuM (controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de

dano, com contagem de EANs, de cometas obtidos de nucleos de raizes de
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Rhizophora mangle extraidos com PBS ou com solugéo salina 12%. como solugdes

de extracdo, sem exposicao a lise alcalina idnica.
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Figura 73. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentracdes (OuM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0O,
sobre os indices de dano, com contagem de EAN, de cometas obtidos de nucleos de raizes de
Rhizophora mangle, extraidos com PBS (barra cinza claro) e com solug&o salina 12%o (barra cinza
escuro) como solucdes de extracdo, sem lise, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese
em tampéao pH>13, 0,8 V/cm, 230mA.

Asterisco indica diferenca significativa (Tese-t de Student entre com lise e sem lise na mesma

concentracao de H,0,).

N&o houveram diferencas significativas entre as médias dos indices de dano
dos cometas obtidos de nucleos extraidos com PBS ou com solugéo salina 12%o
sem submisséo a lise em todas as concentracdes de H,O, exceto na concentracdo
de OuM (controle PBS). Nesta concentracéo o indice de dano de cometas obtidos de
nacleos extraidos com solugédo salina 12%. foi significativamente menor do que o

indice de dano de cometas obtidos de nucleos extraidos com PBS.
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V.7.2.8. Comparacéao dos efeitos da interagéo H,O,- PBS/Salina 12%. - Com lise

A figura 74 mostra a comparacdo dos efeitos da exposicdo as diferentes
concentracdes de OuM (controle PBS), 5uM, 10uM e 20uM de H,O, sobre indices de
dano de cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com
PBS ou com solucao salina 12%. como soluc¢des de extragdo e com exposicao a lise

alcalina ibnica por 60 minutos.
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Figura 74. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentra¢cdes (OpM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,O,
sobre os indices de dano, com contagem de EANs, de cometas obtidos de nucleos de raizes de
Rhizophora mangle, extraidos com PBS (barra cinza claro) e com solugéo salina 12%. (barra cinza
escuro) como solugBes de extracdo, com exposicao por 60 minutos a lise alcalina ibnica, 5 minutos
de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em tampéo pH>13, 0,8 V/cm, 230mA.

Nao houveram diferencas significativas entre as médias dos indices de dano
dos cometas obtidos de nucleos extraidos com PBS ou com solucdo salina 12%o

com submisséo a lise em todas as concentracdes de H,0..
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VI. DISCUSSAO

VI.1. Germinacao de raizes

Em seu habitat natural os propagulos de Rhizophora mangle germinam no
sedimento do mangue, sendo este sedimento notadamente rico em nutrientes. De
acordo com Duarte et al. (1998), num experimento realizado com Rhizophora
apiculata, a variacdo na taxa de crescimento de mangue poderia ser explicada pela
diferenca na concentracao de nutrientes das folhas que foi, por sua vez, relacionada
com a concentragdo de nutrientes intersticial e com o teor de silte e argila dos
sedimentos. O crescimento das mudas aumentou significativamente quando as

plantas cresceram em locais ricos em nutrientes.

Em nosso estudo, a germinagdo ocorreu em vasos de vidro, sem o contato
com um substrato mole e num ambiente apertado. A germinacdo ocorreu em agua,
sendo um meio pobre em nutrientes comparado com os sedimentos de mangue. As
bases dos propagulos também estavam em contato direto com o fundo do vidro,

recipiente no qual foram germinados.

Nesta forma de germinacdo realizada em nosso estudo, fatores como
ambiente apertado, sem contato com um substrato mole, com a base dos
propagulos em contato com o vidro, e em um meio pobre em nutrientes, podem
constituir um estresse para os propagulos devido as diferencas de condicbes

ambientais entre germinacéo na natureza e geminacéao no laboratorio.

As células normalmente respondem rapidamente ao estresse, alterando seu
metabolismo para compensar o estresse, podendo levar ao interrompimento do ciclo
celular ou a apoptose. Muitas vezes também ocorre reorganizacdo da arquitetura
nuclear. O nucléolo sente o estresse e é um eixo central para coordenar a resposta
ao estresse (BOULON et. al, 2010). De acordo com Shaw e Doonan (2005), pelo
fato do nucléolo ser responsavel pela sintese ribossomal exigida pelas células, e por
isso demandar uma enorme atividade metabdlica, a funcdo nucleolar pode
facilmente tornar-se um fator limitante ao crescimento celular. Um fenbmeno bem

conhecido em situacbes de estresse € a segregacdo nucleolar causada por DNAs
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danificados (BOULON et. al, 2010; FERNANDEZ-GOMEZ; ESPINA; RISUENO,
1984).

A relacdo entre o estresse ambiental e a atividade dos nucléolos foi relatada
por varios autores (STEPINSKI, 2014; MAZZEO:; MARIN-MORALES, 2015). As
alteracbes em parametros de nucléolos foram utilizadas por varios autores como
marcadores nos estudos sobre estresse ambiental nas plantas e nos animais
(ARKHIPCHUK; MALINOVSKAYA; GARANKO, 2000; ARKHIPCHUK; GARANKO,
2002; CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003; ARKHIPCHUK; GARANKO, 2005).

O possivel estresse abiodtico da condigdo de germinacdo no laboratdrio, em
raizes germinadas no escuro e no claro, pode estar ligado ao aparecimento das

EANs em todos os nucleos/cometas obtidos em nossos experimentos.

Em nosso estudo, a presenca de luz na germinacdo das raizes levou a
diferencas significativas entre as raizes que germinaram no escuro comparadas as
raizes que germinaram no claro, notadamente, em relacéo a coloragéo (figura 4). As
raizes germinadas no claro apresentaram um tom bege claro, enquanto que as

germinadas no escuro apresentaram uma tonalidade vermelha.

Carotendides sédo pigmentos que podem variar sua coloracdo do incolor até o
vermelho, e sua mudanca de cor ocorre a medida que ha uma mudanca no seu

espectro de absorcdo (FRANCIS, 1986), ou seja, sua capacidade de absorver luz.

Um estudo realizado por Ruiz-Sola et al. (2014) demonstrou que a biossintese
de &cido abscisico (ABA) em raizes de Arabidopsis thaliana tratadas com sal
envolveu a inducdo da via de biossintese de carotendides. O acido abscisico ABA é
um hormdénio que desempenha um papel vital na mediacdo de respostas de
estresses abidticos em plantas. A exposicao ao sal induz a sintese de ABA por meio
da clivagem de precursores de carotendides (xantofilas), que sdo comumente

encontrados em niveis muito baixos em raizes.

Desta forma, o vermelho produzido pelas raizes germinadas no escuro pode
estar associado a biossintese de carotenoides devido ao estresse abidtico, uma vez
que a presenca de luz ndo é um fator comum na germinacdo de raizes de
Rhizophora mangle, que ocorre na natureza abaixo do sedimento, ou seja, no

escuro.
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Além da diferenca de coloracdo, as raizes dos propagulos germinados no
escuro se desenvolveram em formato curvo e rigido, enquanto que as raizes dos
propagulos germinados no claro cresceram em formato reto e mais mole. Os
propagulos germinados no claro também apresentaram uma quantidade reduzida de
raizes germinadas em comparacao com a quantidade de raizes dos propagulos que
foram germinados no escuro, como visto na figura 4. Os propégulos germinados no
escuro também desenvolveram raizes secundarias, como visto na figura 75, o que

nNAo ocorreu nas raizes dos propagulos germinados no claro.

Figura 75. Raizes de propagulos germinados no escuro. Seta branca mostra raizes secundarias.

O numero reduzido e a rigidez das raizes germinadas no claro fazem com que
as raizes obtidas nesta condi¢cdo ndo sejam adequadas para serem utilizadas na
obtencdo de nucleos para o estabelecimento de um ensaio cometa e para validagédo
do mesmo. O numero reduzido de raizes reduz o niumero de laminas que podem ser
confeccionadas e a rigidez das raizes dificulta a obtencao de fatias finas para extrair

0s nucleos.
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VI.2. Os efeitos das EANs

AT E

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

Figura 76. Catalogo de classes de danos de cometas de pampo (Trachinotus carolinus): expostos a
diferentes concentracdes de nano-TiO,: Classe 0: Intacto; Classe 1: Pouco danificado; Classe 2:
Danificado; Classe 3: Muito danificado; Classe 4: Severamente danificado. Fonte: Vignardi, 2012.
Reproduzida com permisséo.

Para analise de dados no ensaio cometa, um cometa € tradicionalmente
divido em duas partes principais: a cabeca e a cauda. A cabeca é uma area
redonda, densa, fortemente corada com corante de prata e consiste de DNAs que
nao migram na eletroforese. A cauda é uma area oval de granulacdo menos densa e
consiste de fragmentos de DNA danificado que migram para fora de cabeca em
direcdo ao anodo durante a eletroforese. A figura 76 mostra um catdlogo de
cometas de pampo (Trachinotus carolinus) classificados em cinco classes de dano
em funcdo do nivel de danificacdo do DNA nuclear, causado pela exposicdo a
diferentes concentracdes de nano-TiO,. Sado cometas obtidos através de um
protocolo de ensaio que foi basicamente o mesmo utilizado para obter os cometas
de mangue, incluindo a coloragdo. A Classe 0 representa os cometas cujo DNA néo
sofreu danificagdo, consequentemente, sem cauda; e a Classe 4 representa 0s
cometas cujo DNA sofreu maximo nivel de danificacdo e, consequentemente, a
cabeca € reduzida em um ponto pequeno e a cauda é grande, sendo uma relacéo
inversa entre o DNA contido na cabeca e o DNA contido na cauda. Em todos os
casos a delimitacdo da cabeca € nitida. Em nenhum caso foi possivel verificar se

existe ou ndo EAN dentro da area da cabega.

Cometas obtidos com nucleos de Rhizophora mangle (Figura 77 A e B), no
entanto, apresentam caracteristicas diferentes. A cabeca €é uma mancha
basicamente redonda com coloracdo fraca de material granulado. A cauda é outra
mancha granulada com mesma tonalidade de coloragéo e de forma mais variada.

N&o esta clara a delimitacdo entre cabeca e cauda, como visto nos cometas de
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pampo. Em todos os cometas obtidos durante nosso experimento, uma EAN
fortemente corada foi consistentemente encontrada na area da cabeca do cometa. A
coloracao fraca na area da cabeca do cometa de mangue pode ser devida a técnica
de coloracéo, tipo de coloracédo ou a intervencdo da EAN sobre a revelacdo do DNA
com coloracao de prata. A coloragdo em prata foi aplicada com sucesso no ensaio
cometa de material vegetal (SANTOS, POURRUT; OLIVEIRA, 2015). O protocolo da
coloracdo em prata utilizado neste trabalho é um protocolo que foi desenvolvido
usando material animal (GARCIA et al., 2004). Uma modificagao/ajuste do protocolo
ao nosso material talvez seja necessario. A coloracdo de fluorescéncia néo foi
testada. A intervencdo como inibicdo e/ou competicdo da EAN podem também ter
influenciado a coloracdo. Com afinidade mais alta a prata do que o DNA, por
exemplo, a EAN pode ter absorvido mais corante disponivel, ficando com a
coloracdo mais forte do que o DNA na cabeca e na cauda do cometa. A explicagéao
completa e plausivel deste problema pode envolver um estudo citolégico de células
meristematicas de Rhizophora mangle e a identificacdo dos componentes desta

célula, o que nao estava no contexto deste estudo neste momento.

A falta de delimitacdo entre a cabeca e a cauda e a presenca da EAN
inviabilizaram a analise de cometas através de programas de analise de imagem
como, por exemplo, o Comet Score (Tri-Tek Corporation), que usa como parametros
o diametro de cabeca, o comprimento da cauda, a diferenca entre a densidade da

cabeca e da cauda, entre outros, para comparar o nivel de danos dos cometas.

A figura 77 mostra dois cometas de diferentes niveis de dano obtidos de
nacleos extraidos de raizes de propagulo de mangue. O cometa na Figura 77-A é
um cometa de Classe 3 com moderado grau de danificacdo de DNA. O cometa na
Figura 77-B € um cometa de Classe 1 com baixo grau de danificacdo de DNA.
Apesar da coloracéo fraca, ha indicios de que as sombras da cabeca dos cometas
existem. As delimitacGes da cabeca e da calda destes cometas foram marcadas com
um circulo de linha ponteada vermelha e de linha ponteada azul, respectivamente,

na Figura 77-Al e 77-B1 para facilitar a visualizag&o.

Outro indicio da existéncia da cabeca nos cometas de mangue € uma discreta

constricdo frequentemente observada na juncéo da area da cabeca com a area da



104

cauda, em um ou em ambos os lados da periferia dos cometas de mangue (figura
77-Al).

Figura 77. A e B: Cometas de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como solu¢édo de
extragdo, 60 minutos de lise, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em tampéo
pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C. Al e B1: copias de A e B, respectivamente, com marcacao da area da
cabeca (vermelho) e da cauda (azul). A constricdo (seta) ao(s) lado(s) do cometa indica o encontro da

area da cabecga com a area da cauda.

Os cometas de pampo séo basicamente de duas formas, redondo ou oval,
dependendo do grau de danificacdo de seu DNA. Os cometas de mangue, por outro
lado, sdo de formas altamente variadas. Esta variacdo na forma € devido a EAN
gue permanece no lugar da cabeca dos cometas e resulta em uma distorc¢ao local do
paralelismo da corrente no campo elétrico que, por sua vez, afeta profundamente a
configuracdo dos cometas (figura 78). Assim, quando a corrente que passa
paralelamente encontra a EAN, ela desvia para os lados antes de retornar
novamente a forma de uma corrente paralela. O desvio desta corrente causa a
deformacéo da cauda. A distor¢do do campo elétrico ndo sé muda a conformacao do

cometa, mas também a direcdo da cauda.
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Figura 78. Cometas obtidos com nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solucdo de extracdo, 60 minutos de lise, 5 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese em
tampéao pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C. Aumento 400x. As setas indicam as irregularidades das
caudas dos cometas formadas durante a eletroforese.

VI.3. Extracdo de nucleos com diferentes solucdes de extracao

Santos, Pourrut e Oliveira (2015) analisaram 156 trabalhos nos quais os
ensaios cometa foram realizados com plantas, tendo sido usados diversos tecidos
(raizes, folhas, suspensdo de células, entre outros). Destes 156 trabalhos, 43
usaram o PBS como solugdo de extracdo, 14 usaram o Tampéo Sorensen e 73
usaram o Tampéao 0.4M Tris pH 7,4. Nos outros 30 foram usadas outras solucgdes.

Em nosso estudo quatro solucdes de extracao foram testadas, dentre elas o
PBS, o Tampéao 0.4M Tris pH 7,4, o Tamp&o Sorensen e a Solugao salina 12%., que
€ 0 préprio meio no qual os propagulos foram germinados. Foram levados em conta
0S seguintes parametros para a escolha da solugcdo de extracdo: quantidade de
nacleos; proporgédo entre ndcleos intactos e EANS; presenca de borda e auséncia de
dano ao DNA.
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O PBS foi a solugédo de extracdo que em nosso estudo demonstrou maior
capacidade na manutencdo da integridade dos nucleos, sendo, portanto, a solugéo
que possibilitou a extracdo da maior quantidade de nucleos por microlitros de

solucéo de extragao.

Caracteristicas nucleares como borda nitida e granulacéo fina na maioria dos
nacleos (figuras 10 e 11) sdo indicadores de integridade. Mesmo nos nucleos com
auséncia de borda, houve pequena difusdo de material, sendo este um indicativo de

pouco dano ao material nuclear.

As EANs encontradas livres no gel, como visto em todas as condic¢des,
representaram somente 27% dos nucleos danificados extraidos com PBS, sendo
esta a menor porcentagem de aparicdo de EANs livres entre as quatro diferentes

solucgdes de extragéo.

A solugéo salina 12%o foi testada por ser uma solugédo tampao (agua do mar)
e iso-osmética em relacdo a solucdo de germinacdo, no intuito de procurar uma
solucdo de extracdo que pode diminuir o efeito da diferenca osmoética entre o

citoplasma e a solucéo de extracdo na deformacéao e/ou lise de nucleos.

Grande parte dos nucleos obtidos com solucdo salina 12%. também
apresentaram borda nitida e granulacédo fina (figura 13), demonstrando integridade
dos nucleos extraidos, como ocorreu com 0s nucleos extraidos com PBS. No
entanto, diferentemente do que ocorreu na extracdo de nucleos com PBS, quando
nao houve borda nitida nos nucleos extraidos com solucdo salina 12%., ocorreu
grande dispersdo de material nuclear pelo gel (figura 14), o que indica que,
comparada ao PBS, a solugédo salina 12%. apresenta maior propensdo a causar
danos aos nucleos. A quantidade de nucleos obtidos equivaleu a metade da

guantidade obtida com PBS.

Quando comparadas as porcentagens de nucleos obtidos com as duas
solugdes de extragdo, a porcentagem de nucleos intactos foi menor, assim como a
porcentagem de nudcleos danificados com nivel intermediario e EANSs livres foi maior
nos nucleos extraidos com solugédo salina 12%0, 0 que apresenta uma indicacédo a

mais para a melhor qualidade do PBS como solugéo de extragao.
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Quando a extracédo foi realizada com tampé&o 0.4M Tris pH 7,4, a quantidade
de ndcleos obtidos equivaleu & metade da quantidade de nucleos obtidos com
solugdo salina 12%0 e um quarto da quantidade de nucleos obtidos com PBS, ou

seja, uma quantidade muito baixa de nucleos.

Na extracdo com tampado 0.4M Tris pH 7,4 poucos ndcleos apresentaram
borda nitida (figura 16), o que também indica que a solucdo comprometeu a
integridade dos nucleos coletados. A maioria dos ndcleos apresentou auséncia de
borda e grande dispersdo do material nuclear pelo gel (figura 17), indicando alto
nivel de dano. Consequentemente, a porcentagem de ndcleos intactos foi muito
baixa e a de nucleos danificados muito alta. Ou seja, quando comparada as
solucdes salina 12%0 e PBS, o tampao 0.4M Tris pH 7,4 se mostrou ineficiente
quanto ao numero de nacleos obtidos. Os nucleos extraidos com tampé&o 0.4M Tris
pH 7,4 também possuiam maiores danos do que aqueles coletados com as outras

solucdes.

Quando a extracdo foi realizada com tampdo Sorensen, a quantidade de
ndcleos obtidos equivaleu a menos da metade da quantidade obtida com tampao
0.4M Tris pH 7,4, ou seja, uma quantidade muito pequena. A baixa incidéncia de

ndcleos obtidos indica que o tampé&o Sorensen é nocivo aos nucleos.

Os poucos nulcleos intactos extraidos com tampdo Sorensen néo
apresentavam borda nitida (figura 19) e a maioria dos ndcleos apresentava quase
completa difusdo de material nuclear pelo gel (figura 20). A porcentagem de nucleos
intactos foi a menor e a de nucleos danificados, sendo praticamente todos eles
EANs livres, foi a maior comparada as porcentagens de nudcleos obtidos com as
solugdes salina 12%o0, PBS e com o tampao 0.4M Tris pH 7,4.

Desta forma, o PBS mostrou-se como a solucdo de extracdo mais adequada,
pois foi com esta solucédo que a maior quantidade de nucleos foi extraida, e também
por que 0s nucleos extraidos com PBS apresentaram caracteristicas que indicam

maior integridade, como presenca de borda e pouca difusédo de material nuclear.
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VI.4. Lise no ensaio cometa de nulcleos de células meristematicas de

propégulos

Diversos testes foram realizados para se testar a necessidade e a eficacia da
etapa de lise em nosso estudo. Embora alguns autores que realizaram ensaios
cometa em plantas tenham executado a etapa da lise (KOPPEN; VERSCHAEVE,
1996), muitos autores omitiram esta etapa do ensaio (GICHNER; PATKOVA; KIM,
2003; VENTURA et al., 2013; BHAT et al., 2011).

Nucleos extraidos com PBS expostos a 60 minutos de lise salina aniénica
demonstraram auséncia de borda e quase completa difusdo de material nuclear em
todos os nucleos, indicando efeito excessivo da lise sobre os nucleos (figuras 31 e

32), motivo pelo qual ela ndo foi mais usada posteriormente.

Nucleos extraidos com PBS que ndo passaram pela lise apresentaram borda
nitida (figuras 25 e 26). Nucleos extraidos com PBS submetidos a lise alcalina idnica
por 60 minutos apresentaram tanto nucleos com borda nitida (figura 28), quanto
ndcleos sem borda nitida (figura 29). A porcentagem de nucleos intactos entre as
condicdes sem lise e com exposicao a lise alcalina i6bnica por 60 minutos néo diferiu
muito, enquanto que a condicdo sem lise apresentou maior incidéncia de EANSs

livres.

Quando comparado o tempo de exposicdo a lise alcalina ibnica por 60
minutos e por 120 minutos, nos cometas obtidos a partir de nucleos expostos a 60
minutos de lise alcalina idnica houve efeito da lise com migracdo de material nuclear
pelo gel (figura 36), ou seja, houve dissolugdo da membrana e outras proteinas
nucleares para que os fragmentos pudessem migrar. Este efeito de migracéo néo foi
excessivo. O numero de cometas intactos mostrou-se suficiente para analises,

havendo também muitos cometas danificados, como era esperado.

Ja nos nucleos que foram expostos a 120 minutos de lise alcalina ibnica, o
efeito da lise foi excessivo (figuras 37 e 79), havendo poucos cometas intactos e
muitos cometas danificados que sofreram forte migracdo de material nuclear e
também muitas ENIs livres. Por esta razdo, a exposi¢cdo por 120 minutos néo foi

mais utilizada em nossos experimento.
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Figura 79. Cometas obtidos com nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos com PBS como
solugéo de extracdo, 120 minutos de lise, 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese
em tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C. Aumento 400x.

VI.5. Relaxamento e eletroforese

Gichner, Patkova e Kim (2003) testaram diferentes tempos de relaxamento e
eletroforese (5 minutos de relaxamento e 15 minutos de eletroforese e 15 minutos de
relaxamento e 30 minutos de eletroforese) em 8 diferentes plantas para testar suas
respostas e aplicabilidade do ensaio cometa em areas poluidas ou tratadas com
quimicos agricolas. Na maioria dos testes, 0 menor tempo muitas vezes mostrou-se
insuficiente para que houvesse formacdo de cometas. Por outro lado, a exposicéo
ao maior periodo levou a aumentos significativos do momento de cauda em 3 casos

e, em um dos casos, resultou em nacleos completamente danificados.

Em nosso experimento, a condi¢cdo de 5 minutos de relaxamento e 20 minutos
de eletroforese (figuras 43 e 44) mostrou-se adequada por apresentar cometas com
caracteristicas esperadas apds a exposicao ao relaxamento e a eletroforese, como
visto no item V.5.2. Grande parte dos cometas eram intactos e ndo apresentavam

borda. Nos cometas que apresentaram danificagdo, o material nuclear sofreu
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disperséo pelo gel e ocorreu pouca migracao de granulos. Uma pequena dispersao
de granulos é normal devido ao efeito do relaxamento, e a ndo formacédo de cauda
através da migracdo pelo efeito da eletroforese também era esperada ja que sdo
cometas provenientes de nucleos que nao foram expostos a agentes genotoxicos. A

contagem de EANSs livres nessas laminas néo foi alta.

Ja a condicdo de 5 minutos relaxamento e 10 minutos de eletroforese,
também apresentou uma grande quantidade de cometas intactos e com pouco dano
(figuras 45 e 46), sendo também baixa a quantidade de ENIs. Entretanto, houve

pouca resposta a exposicao e ao tempo de relaxamento e eletroforese.

Ja na condicdo de 10 minutos de relaxamento e 20 minutos de eletroforese
houve baixa incidéncia de cometas intactos, mas forte resposta as condi¢cdes de
relaxamento e eletroforese. A grande maioria dos cometas apresentou dispersao de
material nuclear e forte migracdo para o anodo, formando cometas com longos

comprimentos caudais (figuras 41 e 42).

VI.6. Efeitos combinados da lise e relaxamento

Os dados obtidos nas condi¢des de 5 minutos de relaxamento com exposi¢ao
a lise e sem exposicao a lise (figuras 48, 49 e 54) eram esperados. Os cometas de
ndcleos expostos as condicbes com lise e sem lise apresentaram auséncia de
borda, pouca difusdo de granulos e pouca migracdo dos granulos na eletroforese,
com formacdo de cometas com médios comprimentos caudais. A pouca migracao
dos granulos na eletroforese indica que os nucleos ndo sofreram muitos danos,

apresentando pequenos comprimentos caudais.

Ja na condicdo de 10 minutos de relaxamento, os cometas de ndcleos que
nao passaram pela lise apresentaram auséncia de borda, média difusdo do material
nuclear pelo gel e média migracdo dos granulos (figuras 51 e 52). Os cometas de
nacleos expostos a 60 minutos de lise e 10 minutos de relaxamento apresentaram

auséncia de borda, média difusdo do material pelo gel e alta migracdo dos granulos
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na eletroforese (figura 56). Isso pode indicar que em nosso estudo este tempo de

relaxamento foi excessivo.

Nos cometas de nucleos expostos a 60 minutos de lise e 10 minutos de
relaxamento, os niveis de danos foram ainda maiores comparados aos Nnao expostos
a lise. A evidéncia disso consiste na comparacdo entre os dados obtidos na
exposicao ao relaxamento por 5 minutos com os dados obtidos na exposi¢cdo ao
relaxamento por 10 minutos. Como esta diferenca de tempo foi a Unica variavel entre
os dois experimentos, a formacao de cometas com altos niveis de dano nos nucleos
expostos a 10 minutos de relaxamento, tanto nos cometas de ndcleos expostos a
lise como nos cometas de nudcleos ndo expostos a lise, pode estar relacionada a
este periodo maior de exposi¢cdo ao relaxamento. Por estas razdes, a condicdo de
10 minutos de relaxamento, com e sem exposi¢do a lise, ndo foi mais usada em

NOSSOS experimentos.

VI.7. Validacao de Método

Nos experimentos para Validacdo de Método os melhores resultados, tanto na
extracdo de nucleos com PBS quanto na extracdo de nucleos com solucao salina
12%o, foram obtidos nos testes realizados com exposicao a lise. Na extragdo com as
duas solu¢des com exposicdo a lise houve uma relacdo dose-dependente entre o
indice de dano e a concentracdo do agente genotéxico. Nos testes realizados com o
PBS e com a solugao salina 12%. como solugdes de extragdo sem exposic¢ao a lise

nao houve relacdo dose-dependente.

pY

Quando comparados o0s resultados relacionados a submissdo ou nao
submissao a lise, todos 0s grupos expostos a lise apresentaram menores indices de
dano quando comparados aos grupos submetidos as mesmas condi¢cdes, mas que

nao passaram pela etapa da lise.

Estes resultados, de indices de danos inferiores nos grupos expostos a lise
comparados aos indices de danos de grupos ndo expostos a lise, foram diferentes
dos obtidos no estabelecimento de método. No estabelecimento de método os

grupos expostos a lise apresentaram sempre maiores indices de dano do que o0s
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nao expostos a lise. Isso pode estar relacionado a exposi¢cdo dos ndcleos a outros
fatores que ndo foram testados em conjunto no estabelecimento de método,
enquanto que na validacdo de método os nucleos foram expostos a uma
combinacéo de condi¢des que incluia, além da lise: solucdo de extracdo, exposicao

a H»0,, relaxamento e eletroforese.

Quando expostos a lise, cometas obtidos de nucleos extraidos com PBS
apresentaram menores indices de dano do que os cometas de nucleos extraidos
com solugdo salina 12% nas mesmas condi¢cdes, porém ndo houve diferenca
significativa entre estes indices de dano nestas duas condi¢cdes. Em cometas de
nucleos extraidos com PBS e com solugao salina 12%o. ocorre uma relagao dose-
dependente entre o indice de dano e a concentracdo do agente genotdxico. Assim,
as duas solugdes se mostraram adequadas para 0 nosso estudo.

Como mencionado no item V.2, a EAN frequentemente apresentou-se livre no
gel mantendo aparentemente sua conformacao inicial, sugerindo que EAN livre era
parte de um cometa altamente danificado no qual todo outro material nuclear havia
se dispersado, restando somente esta estrutura no gel. Assim sendo, na andlise de
cometa, poderia ser considerada a EAN como um cometa de Ultima classe de dano.
Para testar esta possibilidade na analise de dados de validacéo, o indice de dano foi
computado sem contagem de EAN e comparado com o indice de dano computado

com contagem de EAN como o cometa de ultima classe de dano (item 1V.2.9.2).

A figura 80 mostra a comparacao da variacdo de indices de danos de nucleos
obtidos com PBS como solugcdo de extragdo, em fungcéo da concentracdo de H,O,,
com e sem contagem de EANs, usando os dados obtidos nos experimentos de

validacdo de método.

Sem contagem de EANs o indice de dano aumentou gradualmente em funcéo
da concentracdo do agente genotoxico H,O,, mostrando uma relacdo dose-

dependente entre as duas variaveis.

Com contagem de EANs o indice de dano aumentou rapidamente com o
aumento da concentracdo do agente genotéxico e a relacéo entre as duas variaveis

deixa de ser uma relacdo dose-dependente linear.
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A falta de relacdo dose-dependente entre o indice de dano e a concentracao
do agente genotdxico quando houve contagem de EANSs esta ligada ao fato de que o
indice de dano em diferentes concentracdes de agente genotoxico ndo aumenta na
mesma taxa, e que o indice de dano em uma ou mais concentracdes intermediarias
de agente genotoxico (5uM ou 10 uM de H,0,) chegou a nivelar com o indice de
dano da ultima concentracdo da série (20 uM de H,0,). A falta de uma relacdo dose-
dependente entre o indice de dano e a concentracdo do agente genotoxico faz com
que a inclusdo de EANs como uma classe de dano nos dados do ensaio nao seja

recomendavel.

Na andlise de dados do ensaio cometa, a exclusdo de uma classe de dano
para evitar a distorcao de resultados ndo é incomum. As células animais mortas séo
associadas com um nivel elevado de quebras de fita de DNA. Cometas de células
necroticas e apoptoticas sdo cometas com cabeca pequena, ou sem cabeca, e com
cauda grande e difusa. Estas células sdo comumente chamadas de "ouricos
(Hedgehogs)", "células fantasmas (ghost cells)", “nuvens (clouds)" ou "células com
nucleos nao-detectaveis (non-detectable cell nuclei - NDCN). A exclusdo destas
células dos dados do ensaio é recomendada para evitar o “falso positivo” (false

positives) (HARTMANN et al., 2003).

Além de interferir na relagcdo dose-dependente entre o indice de dano e a
concentracdo do agente genotdxico, os indices de dano com contagem de EANSs
foram significativamente maiores do que os indices de dano sem contagem da EAN
nas mesmas concentracbes do agente genotoxico. O alto indice de dano com
contagem de EANs pode ser devido ao aumento de mais uma classe de dano, o
namero de EANs e o peso (4) da classe no formulario de calculo de indice de dano
(item 1V.2.9.2), o que significa que, em termos de indice de dano, cada EAN

eqguivale a quatro cometas de peso (1) de classe 1.

As mesmas tendéncias foram encontradas na comparacdo da variacdo dos
indices de nucleos obtidos com salina 12%. como solugao de extragdo em fungao de
concentracéo de H,O,, com e sem contagem de EANs, usando os dados obtidos

nos experimentos de validagdo de método (figura 81).
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Figura 80. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentracdes (OuM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0O,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nucleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos
com PBS como solucdo de extracdo, com exposicdo por 60 minutos a lise alcalina idnica.
Relaxamento de 5 minutos e eletroforese em tampé&o pH>13, 0,8V/cm, 230mA por 20 minutos a 4°C,

sem (barra cinza escuro) e com (barra cinza claro) contagem de EANSs.

Asterisco indica diferenca significativa (Tese-t de Student entre com contagem de EAN e sem

contagem de EAN na mesma concentracdo de H,0,).
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Figura 81. Efeitos da exposi¢do as diferentes concentragcdes (OpM, 5uM, 10uM e 20uM) de H,0O,
sobre os indices de dano de cometas obtidos de nlcleos de raizes de Rhizophora mangle extraidos
com solugdo salina 12%. como solugédo de extragdo, com exposi¢do por 60 minutos a lise alcalina
ibnica. Relaxamento foi de 5 minutos e eletroforese em tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA por 20

minutos a 4°C, sem (barra cinza escuro) e com (barra cinza claro) contagem de EANSs.
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Asterisco indica diferenca significativa (Tese-t de Student entre com contagem de EAN e sem

contagem de EAN na mesma concentracao de H,0,).

Desta forma, estabeleceu-se um meétodo em que tanto o PBS quanto a
solucdo salina 12%0 podem ser usados como solugdo de extracdo, o uso da lise
alcalina ibnica por 60 minutos & recomendado, 5 minutos de relaxamento e 20
minutos de eletroforese em tampao pH>13, 0,8V/cm, 230mA, 4°C e sem contagem

de EANSs.

EAN é uma estrutura que aparece consistentemente em todos o0s
nucleos/cometas encontrados em nosso estudo e altera os resultados obtidos de
diversas maneiras. Para poder aplicar efetivamente o método estabelecido neste

estudo nos estudos ambientais, € necessario de um entendimento mais profundo

sobre esta estrutura, sua identidade, seu aparecimento, seus efeitos e seu controle.

Nosso estudo objetivou o0 estabelecimento de um ensaio cometa adaptado as
células meristematicas provenientes de raizes de propagulos de mangue da espécie
Rhizophora mangle para utilizacdo em estudos sobre a genotoxicidade em

ambientes costeiros marinhos.

Entretanto, de acordo com alguns autores (LIN; STERNBERG, 1992; SMITH,;
SNEDAKER, 1995), a germinagdo da Rhizophora mangle em baixas salinidades
leva a melhora e aumento da sua taxa de crescimento. Smith e Snedaker (1995)
testaram a taxa de crescimento de propagulos de Rhizophora mangle entre as
salinidades 5% e 36%, que representava a variacdo de salinidade da area coletada,
e mostraram que as taxas de crescimento aumentam conforme ocorre diminuicéo da
salinidade. Ainda, demonstraram que propagulos que germinavam em salinidades
de 35% e posteriormente eram colocados em uma salinidade de 5%, mostravam
uma taxa de crescimento ainda mais elevada comparados aos que germinavam na
baixa salinidade desde o inicio. Uma vez que a Rhizophora mangle tolera esta faixa
de variagdo salina, isso mostra que esta tolerancia é mais um mecanismo de
evolucdo para que ela ocupe areas com um estresse salinico ndo suportado por

outras espécies do que uma preferéncia por ambientes salubres.
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Em seu habitat natural as Rhizophora mangle germinam em sedimentos de
mangue, no entanto, em nosso estudo, ela germinou em &gua. Desta forma, este
ensaio cometa pode ser aplicado em ambientes costeiros marinhos, assim como sua
germinacdo pode tanto ocorrer em sedimentos quanto em agua, 0 que torna o
espectro de aplicabilidade do método bem amplo. Também, o ensaio pode ser
realizado para se estudar o efeito de um determinado agente em laboratorio, como
feito em nosso estudo, ou os propagulos podem ser germinados em determinada
regido em que se queira determinar o nivel de contaminacdo do local, ou ainda
podem ser extraidos propagulos diretamente de seus habitats para se avaliar as

condi¢cdes do mangue em si.

Mais estudos necessitam ser realizados com o intuito de identificar as EANS,
visto que estas podem servir como importantes biomarcadores para o estudo sobre
genotoxicidade ambiental. Ainda, a literatura sobre morfologia e fisiologia de células
de Rhizophora mangle é muito escassa, o que dificultou a interpretacdo acerca do
comportamento das estruturas extraidas das raizes de Rhizophora mangle diante
das diferentes condi¢cdes as quais foram expostas (solu¢cbes de extracdo, lise,
relaxamento e eletroforese), principalmente pelo fato de a Rhizophora mangle ser
uma planta que ja se distingue das demais, pois ela € uma planta que evoluiu para
se adaptar a condicBes de estresse, e isso provavelmente influencia sua morfologia
e fisiologia. Desta forma, antes de aprimorar o estudo do ensaio cometa adaptado as
Rhizophora mangle, sugere-se um prioritario aprofundamento no estudo
morfofisiolégico desta espécie para que conclusfes mais precisas possam ser

encontradas.
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VIl. CONCLUSAO

- E possivel a obtencdo de cometas com nicleos extraidos de propagulos de
Rhizophora mangle. A validacdo de método realizada com agente genotoxico, H,O,,

apresenta uma relacédo concentracao dependente com o indice de dano.

- A germinacdo no claro e no escuro resultou em dois tipos de raizes
diferentes. Raizes germinadas no escuro sdo mais adequadas para extracdo de

nucleos.

- O PBS demonstrou-se como a melhor solugédo de extragdo em termos de
qualidade e quantidade de nucleos extraidos, como também sua interacdo com

outros parametros do ensaio.

- A solugédo salina de 12%. demonstrou-se também uma boa solucédo de

extracao.

- A etapa da lise mostrou-se desnecessaria quando o efeito da lise foi
analisado isoladamente. Quando houve sequente exposicdo ao relaxamento e a

eletroforese, as laminas submetidas a lise apresentaram melhores resultados.

- O tempo ideal de relaxamento foi de 5 minutos, tendo 10 minutos sido

excessivo.

- Os melhores parametros estabelecidos neste trabalho para ensaio cometa
com células meristematicas de Rhizophora mangle sdo: PBS ou solugéo salina 12%o
como solucédo de extracdo, exposicao a lise alcalina ibnica por 60 minutos, 5 minutos
de relaxamento e eletroforese em tampéo pH>13, 0,8V/cm, 230mA por 20 minutos a
4oC.

- O aparecimento de EANs em todos os nucleos, assim como a elevada
incidéncia de EANSs livres, podem indicar que os propagulos usados para obtencao
de nucleos estdo sob estresses causados provavelmente pelas condigbes

experimentais.

- Nao é aconselhavel a contagem de EANSs livres como ndcleo com maximo

nivel de danificagdo de DNA na andlise de cometa utilizando o indice de dano.
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- A aplicacdo de meétodos estabelecidos neste trabalho para um estudo
ambiental, no entanto, necessita de um entendimento mais profundo sobre a EAN,

seu controle, e seu efeito sobre os resultados.
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