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Em fevereiro de 2012, foram realizadas séries de levantamentos biomonitorais para investigar a genotoxicidade das
aguas rasas em torno da Estacdo Antartica Brasileira "Comandante Ferraz" (EACF). O ensaio cometa foi aplicado para
avaliar os danos ao DNA dos hemacitos dos anfipodos dos crustaceos Gondogeneia antartica coletados em aguas
rasas préoximas ao Tanque de Combustivel (FT) e escoamento de esgoto (STO) da estacdo de pesquisa, e compara-lo
ao dano ao DNA de animais de Punta Plaza (PPL) e Yellow Point (YP), sitios naturais distantes da EACF definidos
como controles experimentais. O dano ao DNA de hemdécitos de G. antarcticando foi significativamente diferente
entre os locais nos levantamentos de biomonitoramento I e II. No levantamento III, o dano ao DNA de animais
capturados em aguas rasas proximas ao Tanque de Combustivel (FT) e escoamento de esgoto (STO) foi
significativamente maior do que o do local de controle de Punta Plaza (PPL). Na pesquisa de biomonitoramento IV,
uma diferenga significativa foi detectada apenas entre os locais de FT e PPL. Os resultados demonstraram que as
aguas rasas em frente a estagdo podem ser genotdxicas e que o ensaio cometa e hemocitos de G. antarctica séo
ferramentas Uteis para avaliar a genotoxicidade em estudos de biomonitoramento de habitats costeiros marinhos
antarticos.

Palavras-chave: Antartica; Biomonitoramento ambiental; Gondogeneia antarctica; Genotoxicidade; Cometa

RESUMO

Séries de biomonitoramentos foram executados semanalmente, durante o més de fevereiro de 2012, para investigar
uma genotoxicidade de ambientes costeiros no contexto da DNA Antéartica "Comandante Ferraz (EACF)".
antropdpicos gondogénicos Gondogénio antartico em areas rasas proximas aos tanques de armazenamento de
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combustivel (FT) e saida de efluentes da estagdo de tratamento de esgoto (STO), em comparagdo com o DNA de
animais de estimagao de Punta Plaza (PPL) e Ponto Amarelo (YP), localidades distintas da EACF, seguido como
experimentacdes. O dano ao DNA hemocitario de G. antarcticanéo é diferente e diferente entre locais, nos
biomonitoramentos I e II. Nenhum biomonitoramento III, o dano ao DNA de animais coletados em aguas rasas ao
tanque de combustivel e saida de efluentes de esgoto foi significativo. No biomonitoramento 1V, a diferenca foi feita
somente entre os locais dos tanques de combustivel e de Punta Plaza. Destaques demonstram-se uma contaminagao
das aguas em frente ao EACF pode ser genotdxica e que, tanto quanto a cometa quanto aos hemocitos de G.
antarctica, sdo ferramentas Uteis na avaliagdo da genotoxicidade em estudos de biomonitoramento de habitats
marinhos costeiros da Antartica.

Palavras-Chave: Antartica; Biomonitoramento ambiental; Gondogeneia antarctica; Genotoxicidade; ensaio cometa

INTRODUCAO

A regido da Antartica é um dos ambientes mais bem preservados do mundo, distante dos demais continentes e
relativamente livre de sua enorme presenca humana e sua conseqiente influéncia. No entanto, os impactos
ambientais resultantes das atividades humanas na Antartida, como pesca, turismo e pesquisa, sdo quase
inevitaveis. O uso de combustiveis fésseis para o fornecimento de energia aos navios (tanto de navios de turismo
quanto de pesquisa) e cerca de 79 estagdes de pesquisa proximas a costa, bem como seu esgoto sdo
responsaveis pela contaminagdo das aguas costeiras da Antartida. Uma ampla gama de poluentes, como
hidrocarbonetos ( SRIPPS e PRIDDLE, 1991 y ' contaminantes org&nicos persistentes ( WEBER e GOERKE, 2003 y g gutros
a partir de efluentes de esgoto ( HUGHES, 2004 .HUGHES e THOMPSON, 2004 ) foram encontrados em aguas rasas e
sedimentos dos habitats bentonicos proximos as areas ocupadas por estacdes de pesquisa. A Estacdo Antartica
Brasileira Comandante Ferraz (EACF) é um estabelecimento permanente que abriga de uma média de 20 pessoas

no inverno, para cerca de 60 a 80 anos durante o verdo (BICEGO etal., 2009 y E|e est4 localizado na Peninsula de
Keller na Baia do Almirantado, Ilha King George, Shetland do Sul, cujo ambiente marinho adjacente é habitado
desde seus baixios até 500 m de profundidade por uma variedade de organismos (-NONATO et al., 2000 . FREIRE, et
al. 2005).

Diversos estudos demonstraram a contaminagcao do ambiente marinho em torno da estacdo de EACF por uma
ampla gama de poluentes, como hidrocarbonetos (MARTINS et al., 2004), bifenilas policloradas ( MONTONE et al.,

2001y bem como esterdis fecais e alquilbenzenos lineares ( MARTINS et al., 2002 . MARTINS et al., 2012 y A maioria
desses poluentes sdo substancias potencialmente genotdxicas que interagem com a molécula de DNA induzindo a

formacdo de microntcleos (micronticleos) ( BHAN etal., 2007 y " qebras na cadeia de DNA ( ROCHA etal., 2012a by ¢
podem levar a mutagtes ( QHEetal., 2004y ' cyjos constrangimentos aos organismos vivos podem ter efeitos
adversos na estabilidade do ecossistema ( ANDERSON et al., 1994 . BOURRET et al., 2008

Os ectotérmicos marinhos antarticos sdao geralmente animais com estag6es reprodutivas curtas, baixa dispersao
larval e baixa fecundidade, além de estarem sujeitos a uma acentuada variacdo de fatores sazonais, como

intensidade de luz e disponibilidade de alimento ( KING e RIDDLE, 2001 y ' 5ya |onga adaptacdo evolutiva a um
ambiente estavel a baixas temperaturas torna esses animais sensiveis a distlrbios em fatores naturais, e
também os torna bioindicadores adequados da qualidade ambiental. A Gondogeneia antarctica , espécie
selecionada para este estudo, € um dos crustaceos anfipodos mais abundantes na regido intertidal das aguas

costeiras antarticas. E de habitos sedentarios e se alimenta das macroalgas e detritos da zona de arrebentacéo (
OPALINSKI e JAZDZEWSKI, 1978 JAZDZEWSKI, 1993 . OPALINSKI e SICINSKI, 1995 y Além disso, esses pequenos

crustdceos sdo elementos importantes na cadeia alimentar, sendo predados por outros invertebrados (-SOMES et
al, 2009 y ¢ pequenos peixes (-BARRERA-ORO e PIACENTINO, 2007 . BARRERA-ORO e WINTER, 2008 ).

O monitoramento ambiental das regides antarticas ocupadas pelos paises signatarios € uma meta do Tratado da

Antartida ( SANTOS et al.,_ 2006 ; PHAN et al., 2007 ; GOMES et al.,_2009 ; 2012 ). Assim, o Programa Antartico Brasileiro

tem apoiado estudos sobre o0 monitoramento ambiental para avaliar e mitigar os impactos causados pela
presenca humana no meio ambiente e nos organismos que nele habitam ( MARTINS et al., 2012 . PHAN et al., 2007). y,
A genotoxicidade induzida por xenobidticos em organismos aquaticos é frequentemente avallada por meio de
eletroforese em gel de célula Unica (SCGE), um método rapido conhecido como ensaio cometa, que estima
mecanismos de fragmentacdo e reparo de DNA (LEMIERE et al., 2005 . TICE, 1995 ) Ng ensaio cometa, o DNA de
uma célula previamente lisada é desenrolado em solugdo altamente alcalina e submetido a eletroforese. Os
fragmentos relaxados e negativamente carregados de DNA migram dos nucleoides, em diregdo ao anodo. Apéds a
coloracao, os nucleoides e os fragmentos migrados aparecem como a cabeca e cauda respectivas de um cometa.
Quanto maior a quantidade e a distancia dos fragmentos migrados, maior é o grau de dano ao DNA.

Este estudo tem como objetivo investigar a genotoxicidade das aguas marinhas rasas da Estacdo de Pesquisa
Antartica Brasileira na Baia do Almirantado usando um ensaio cometa para avaliar danos no DNA de hemacitos de
G. antarctica coletados em diferentes locais nessas aguas.

MATERIAL E METODOS

Os anfipodos da Gondogénese Antartica foram capturados manualmente em aguas rasas da Baia do Almirantado,
Ilha Rei George (62°05°S, 58923 W), em quatro locais diferentes ( Fig. 1 ). Punta Plaza (PPL) e Yellow Point (YP)
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estdo localizadas a distancia da EACF e foram estabelecidas como locais de controle para comparagdo com a area
de possivel influéncia dos tanques de combustivel (FT) e escoamento de esgoto (STO) em frente ao local.
Estagao. A amostragem foi realizada semanalmente durante fevereiro de 2012, totalizando quatro amostras
designadas biomonitoramento I, II, III e IV. Quatro animais foram selecionados de cada local por
biomonitoramento para a avaliagdo do dano ao DNA, empregando o ensaio cometa alcalino descrito po
al. (1998)  com pequenas modificacdes. Resumidamente, uma pequena gota de hemolinfa foi amostrada
individualmente por puncdo da pericardia com o auxilio de agulhas de acupuntura. Gotas de hemolinfa foram
suspensas em 10 pl de solugdo tampado fosfato resfriada (PBS-pH 7.4), em seguida misturadas com 90 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (PML -37°C) em PBS, e espalhadas na superficie de uma ldmina de vidro
previamente revestida com 1% de agarose de ponto de fusdo normal (NMP -60°C) em agua destilada. As laminas
foram cobertas com tampa de vidro e mantidas a 4°C no escuro por 20 min até a solidificacdo do gel de DUM. Em
seguida, o vidro de cobertura foi removido e as laminas com as camadas de gel de agarose foram imersas em
uma solugdo de lise (2,5 M NaCl, 100 M EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10) no escuro para
2 h. As laminas foram entdo lavadas com solugdo de PBS arrefecida e transferidas para a cdmara eletroforética
preenchida com tampao de eletroforese alcalina (Na2EDTA 1 mM, NaOH 300 mM, pH> 13) por 10 min para o
desenrolamento do DNA antes da eletroforese. A eletroforese foi realizada no mesmo tampdao por 20 min a 20 V
(0,71 V cm-1) e 300 mA. Apds a eletroforese, as laminas foram lavadas com solugdo neutralizante (Tris 0,4 M, pH
7,5) seguida do método de coloragdo de prata descrito por GARCIA et al. (2004). Os cometas foram fotografados
usando a camera digital SAMSUNG SDF 312® acoplada a um microscopio éptico Nikon® e suportada pelo
software Ulead Video Studio 7 SE Basic® para a digitalizagdo das imagens. Imagens positivas dos cometas foram
invertidas para imagens negativas para analise pelo software livre “*CometScoreTM - TriTek Corporation”
(www.autocomet.com ). Cem células foram medidas por lamina e o dano ao DNA foi expresso como a média (*
DP) da cauda - TM, ou seja , o comprimento da cauda do cometa multiplicado pela proporcdo de DNA na cauda (
LEE e STEINERT, 2003 y A homogeneidade das varidncias foi verificada pelo teste de Lavene e as diferencas
significativas entre os grupos (locais ou biomonitoramentos) foram determinadas pela analise de variancia
ANOVA, seguida do teste de Newman Keuls (p <0,05).
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Fig. 1 Mapa da Peninsula de Keller, llha do Rei George, Antartica, mostrando os locais de amostragem: YP: Ponto Amarelo; FT -
tanques de combustivel; STO - Vaz&do do Tratamento de Esgoto; PPL - Punta Plaza.

RESULTADOS

O efeito de cauda médio (TM) do DNA hemocitico de G. antarctica coletado nos quatro locais estudados durante
os quatro biomonitoramentos é mostrado na Figura 2 . Diferencas na TM ndo foram significativas entre os quatro
locais durante os biomonitoramentos I e II. No entanto, no biomonitoramento III, danos no DNA de hemocitos de
G. antarcticacoletadas de aguas em frente aos tanques de combustivel (FT) e no escoamento de esgoto (STO)
aumentaram significativamente em comparacao com os animais do local de controle de Punta Plaza (PPL).
Quanto as comparagdes com o ponto amarelo (YP), as diferengas na TM média dos animais, tanto dos tanques de

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1679-87592015000100063&lang=pt 3/9
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combustivel (FT) quanto do escoamento do esgoto (STO), ndo foram significativas. Além disso, ndo houve
diferencas significativas entre PPL e YP, nem entre os locais FT e STO. No biomonitoramento IV, o dano ao DNA
dos hemdécitos de G. antarctica coletados no local do TF foi significativamente maior do que nos animais do local
de controle do LPP, sendo as demais comparagdes sem significancia. Em relagdo as comparagdes entre os
biomonitoramentos, diferengas significativas no dano ao DNA das hemocti- G. Antartida amostrada a partir de
PPL foram anotados ( Fig. 3 ). A TM média dos animais do sitio controle do PPL diminuiu significativamente entre
os biomonitoramentos I, II e III. A média da TM do biomonitoramento IV foi apenas de menor significancia que a
do biomonitoramento I. Para os outros sitios, as diferengas entre os biomonitoramentos ndo foram significativas.
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Fig. 2 Média (£ DP) Cauda Momento do DNA dos hemdcitos da Gondogeneia antartica nos quatro biomonitoramentos nos
diferentes locais de amostragem. Letras diferentes denotam diferengas significativas (p <0,05) entre os locais.
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Fig. 3 Média (£ DP) Caudal Momento de DNA dos hemécitos da Gondogeneia antartica nos mesmos locais de amostragem em
diferentes biomonitoramentos. Letras diferentes denotam diferencgas significativas (p <0,05) entre os biomonitorios.

DISCUSSAO

Estudos de biomonitoramento requerem sistemas que descrevam o ambiente de forma quantitativa e qualitativa.
Organismos que estdo em contato direto com poluentes podem ser bioindicadores adequados ( RAJAGURU et al.,
2003 ). Entre os invertebrados, muitos crustaceos sdo capazes de metabolizar xenobiodticos, como os HPAs, devido
a um sistema enzimatico do citocromo P450 bem desenvolvido ( JAMES e BOYLE, 1998 , LIVINGSTONE, 1998 , MARTIN-

DIAZ et al., 2008 y Este sistema enzimatico atua no metabolismo da fase I pela adigdo de grupos funcionais através
da oxidacdo, redugdo ou hidrélise de xenobidticos ndo reativos, convertendo-os em metabdlitos ativados capazes

de se conjugar com grupos solliveis em dgua para serem excretados pelo metabolismo da fase II ( LISKA. 1998y
No entanto, esses metabdlitos ativados por enzimas de fase I também podem se ligar ao DNA e causar

genotoxicidade, alterando sua estrutura molecular ( YERMEULEN, 1996 ) "0 dano ao DNA ¢ uma preocupag&o
primaria para a avaliacdo do estresse relacionado & poluicdo em organismos vivos ( KLOBUCAR et al., 2003 y

Ensaios de Cometa foram aplicados para avaliar os efeitos da toxicidade em diferentes formas de organismos
marinhos ( REBOECK e KIRSCH-VOLDERS, 1997 . HARTL et al., 2007 , JHA et al. 2005 , TABAN et al., 2004  jncluindo

crustaceos ( BIHARI e FAFANDEL, 2004 . KUZMICK et al., 2007 , ROCHA et al. 2012b y Corantes fluorescentes, como o
brometo de etidio, DAPI, laranja de acridina e brometo de propidideo, sdo os corantes mais comuns usados para
visualizar cometas que devem ser analisados por microscopia de fluorescéncia antes que a coloragdo descolorida.
Neste estudo, utilizamos o protocolo de coloracdo com prata, conforme descrito por SARCIA et al. (2004; 2007) que
mantém os cometas corados por um longo tempo para analises subseqlientes sob um microscépio convencional.
A extensdo do dano ao DNA é frequentemente avaliada por andlises de imagens digitais, que fornecem
porcentagens relativas de DNA na cabeca e cauda, como dados Uteis para expressar resultados ( SOLLINS, 2004 .

HARTMANN et al., 2003 y O protocolo empregado neste estudo revelou cometas com uma clara distingdo entre
cabega e cauda, bem como um contorno acentuado, o que ajudou a precisdo da analise dos cometas de hemacias
de G. antarctica pelo software de uso livre CometScore-TM.

As aguas rasas e os sedimentos de fundo préximos a EACF sdo freqlientemente caracterizados por altos niveis de

hidrocarbonetos de petréleo e outros contaminantes organicos ( BICEGO et al., 1996 . MARTINS et al., 2004 ) hem
como niveis ligeiramente elevados de compostos inorganicos, tais como como metais pesados e metaldides (

SANTOS et al., 2005 , RIBEIRO etal., 2011 ) como conseqiiéncia das operacdes da EACF. Resultados significativos
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observados no dano ao DNA de G. antarctica coletados dos locais FT e STO nos biomonitoramentos III e IV ( Fig.
2 ) sdo similares aos relatados por SOMES et al. (2012) com Trematomous newnesi.peixe enjaulado nos mesmos
locais. Segundo os autores, danos significativos no DNA aos animais de FT e STO indicam que a contaminagao
desses locais é localizada, uma vez que estdo a menos de 1 km dos locais de controle de PPL e YP.

Diferentes compostos de hidrocarbonetos foram encontrados no fundo do mar, bem como nas amostras de agua
perto dos tanques de combustivel, como resultado da entrada direta de vazamento de combustivel ou da

combustdo de combustiveis fosseis ( BICEGO et al., 2009 y A Tapela 1 apresenta as faixas de compostos organicos
nos sedimentos das aguas rasas em torno da Estacdo de Pesquisa Antartica Brasileira, obtidas em alguns estudos
ao longo dos 12 anos de observagdo. Os menores valores de contaminantes correspondem aqueles encontrados
em areas distantes da influéncia da EACF. Niveis elevados de esterdis fecais foram encontrados proximos ao
escoamento de efluentes de esgoto da EACF, embora inferiores aos medidos antes do periodo 2005-2006, quando
as melhorias introduzidas no sistema de tratamento de esgoto entraram em operacdo ( MARTINS etal., 2012y Ng
entanto, os niveis de alquilbenzenossulfonatos ainda sdo altos em relagdo as areas mais primitivas, mesmo apds
as melhorias feitas no sistema de tratamento de esgoto da estacao. Apesar dos distintos processos de
contaminagdo que afetam as dguas ao redor do FT e STO, os efeitos em termos de danos no DNA foram
semelhantes nos animais amostrados em ambos os locais. Diferengas no dano ao DNA poderiam ser esperadas,
ja que os hidrocarbonetos, especialmente os HPAs, cujos metabdlitos reativos resultam em substancias mais
genotodxicas do que os compostos de esgoto, sdo sujeitos a biotransformacdo. Em experimentos realizados por

PHAN et al . (2007). s autores compararam os dados do peixe Tramatomus newnesienjaulado por 12 dias em
aguas em frente a tanques de combustivel e escoamento de esgoto, com aqueles de um bioensaio de laboratoério,
onde grupos de peixes foram expostos as aguas dos mesmos locais. Segundo esses autores, as diferencas nas
quantidades de micronucleos e anormalidades eritrocitarias encontradas no laboratério entre os peixes dos dois
locais eram devidas ao fato de que, em laboratorio, os peixes eram expostos a dgua de maneira a preservar sua
espontaneidade. caracteristicas, situacdo analoga a do peixe engaiolado, em que as diferencas na genotoxicidade
nao foram significativas entre os locais devido aos processos de mistura. Os locais FT e STO estdo a menos de
100 m de distancia, dependendo assim do processo de mistura das aguas rasas entre estas areas, os animais
estdo sujeitos a poluicdo ambiental das substancias,

Tabela 1 Faixa de compostos organicos e hidrocarbonetos de esgoto em sedimentos de aguas rasas (0-10 m de profundidade)
em frente a Estagao de Pesquisa Antartica Brasileira EACF e areas vizinhas. LABs: alquilbenzenos lineares; Z-AHs:
hidrocarbonetos alifaticos totais; Z-PAHSs: hidrocarbonetos aromaticos policiclicos totais; nd: ndo disponivel

Referéncia Esteroéis fecais LABs Ah-Ahs PA-PAHs
-1 -1 -1 -1
Hg-g Hg-g Hg-g Hg-g
Bicego et al., 1998 n/D n/D 0,14-0,58 1,00-32,0
Martins et al., 2002 0,21-10,4 <0,60-11,8 n/D n/D
Martins et al., 2004 n/D n/D 0,15-13,28 9,45-270,5
Martins et al., 2010 0,01-0,95 1,00-23,0 n/D n/D
Martins et al., 2012 0,01-0,17 1,00-46,5 n/D n/D

Mesmo nos biomonitoramentos I e II, onde as diferencas entre os locais ndo sdo significativas, o dano ao DNA da
G.antarctica tende a ser maior nos locais FT e STO do que nos locais de controle. Além disso, o dano ao DNA dos

hemdcitos atingiu o pico no FT, provavelmente resultante da rapida exposicdo aos altos niveis de PAHs nos
sedimentos desse local ( BICEGO etal., 1998 . MARTINS et al., 2004 ),

Comparacgoes entre os biomonitoramentos foram realizadas para avaliar a confiabilidade dos resultados. Uma
tendéncia decrescente geral pode ser vista no dano ao DNA dos animais quando os biomonitoramentos I, II e III
nos quatro sitios sdo comparados ( Fig. 3 ). Essa tendéncia pode ser atribuida a variabilidade inerente dos dados
em consequéncia do estado fisioldgico dos animais, no que se refere ao estresse de captura. No entanto, esta
tendéncia foi significativa apenas no local da PPL. Além disso, os valores dos biomonitoramentos no local da PPL
foram inferiores aos seus respectivos valores nos outros locais. Para os sitios YP, FT e STO, o dano ao DNA dos
hemdcitos de G. antarctica atingiu o pico de biomonitoramento IV, sendo o maior valor encontrado no local do TF.

Os resultados apresentados até agora enfatizam a importéncia do biomonitoramento das dguas rasas proximas as
estacles de pesquisa, a fim de avaliar o impacto ambiental da presenca humana nos ecossistemas antarticos. O
anfipode G. antarctica respondeu satisfatoriamente como um bioindicador da poluigdo aquatica, assim como o
ensaio cometa como uma ferramenta para a avaliagdo da genotoxicidade através da avaliagdo do dano ao DNA de
seus hemdcitos.
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