Artigo de Revisao

Resumo

Abstract

A TRADESCANTIA COMO BIOINDICADOR VEGETAL
NA MONITORACAO DOS EFEITOS CLASTOGENICOS
DAS RADIACOES IONIZANTES*

Heloisa de Andrade Carvalho’

A influéncia de agentes quimicos e fisicos (em especial a radiacdo) sobre a freqiiéncia de mutacées tem
sido amplamente estudada por meio da analise de alteracdes observadas na Tradescantia, uma planta uti-
lizada como bioindicador dessas alterac6es. A avaliacdo das alteracGes genéticas da Tradescantia pode ser
feita tanto pela deteccdo de mutacdes somaticas quanto de aberracées cromosséomicas induzidas por mu-
tagenos presentes no ar, solo e agua. Os resultados apresentados por diversos estudos estimulam o uso da
Tradescantia na avaliacdo dos efeitos das radiacoes ionizantes. Estudos futuros de mutagenicidade e aber-
racdes cromossOmicas também podem ser feitos, por meio da comparacdo com os efeitos produzidos por
outros tipos de radiacdes, avaliacdo do efeito da associacdo da radiacdo com drogas ou outros agentes
quimicos, além da biomonitoracdo de ambientes de alto risco.

Unitermos: Radiobiologia; Mutacao; Tradescantia; Radiacao ionizante.

Use of Tradescantia to monitor the clastogenic effects of ionizing radiation.

The influence of chemical and physical agents (specially radiation) on the frequency of mutations has been
widely studied by means of the analysis of changes observed in Tradescantia, a plant used as a bioindicator.
The evaluation of these genetic changes may be performed both by detection of somatic mutations or
chromosome abnormalities induced by mutagens that are present in the air, soil, or water. The results ob-
tained from several studies support the use of Tradescantia for monitoring the effects of ionizing radiation.
Studies of mutagenicity and chromosomal abnormalities may be carried out in future to compare the ef-
fects of other types of radiation, evaluation of the effects of the combined use of radiation and drugs or

other chemical agents, and to monitor high risk environments.
Key words: Radiobiology; Mutation; Tradescantia; lonizing radiation.

INTRODUCAO

Desde a sua descoberta, em 1896, as
radiacOes ionizantes tém tido utilizagdo
crescente, tanto em medicina quanto em
outras éress.

Cada vez mais a energia atbmica vem
sendo utilizada, aumentando a radiacéo
ambiente, podendo levar a um crescimen-
to do risco de mutacdes em geragOes futu-
ras, induzidas pelas radiagdes. Assim, sis-
temas de correlacdo entre doses baixas de
radiacdo e a freqliéncia de mutacOes tém
sido desenvolvidos de formaase poder es-
timar esse risco.

* Trabalho realizado no Servico de Radioterapia da Divisao de
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Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
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1. Médica Assistente do Servico de Radioterapia do InRad/
HC-FMUSP.

Endereco para correspondéncia: Dra. Heloisa de Andrade
Carvalho. Rua Sampaio Viana, 509, ap. 21. Séo Paulo, SP,
04004-002. E-mail: heloisa-carvalho@uol.com.br

Recebido para publicagdo em 27/7/2004. Aceito, apds revi-
séo, em 3/8/2004.

Radiol Bras 2005;38(6):459-462

PLANTAS SUPERIORES
E BIOMONITORIZACAO

Na prética, idealmente, deveriam ser
utilizados mamiferos para se estudar os
efeitos das radiacoes e os resultados pode-
riam ser extrapolados para 0 ser humano.
Entretanto, tais estudos sdo de dificil rea-
lizacdo e requerem uma amostra muito
grande, de maneira a se obter resultados
consistentes, estatisticamente significantes,
de um aumento das mutacfes em relacdo
a freqiéncia natural de sua ocorréncia.

O interesse na utilizagdo de plantas
superiores para a detecgdo de agentes am-
bientais com potencial mutagénico tem
sido crescente. Experimentos com diversos
vegetai s 3o descritos, desde 1913W, quan-
do se utilizou a Vicia faba (cebola) para
experimentos com radiacéo.

A Tradescantia € uma planta que apre-
sentaféacil adaptacéo em qual quer ambien-
te e pode se desenvolver durante todo o
ano, tanto ao ar livre, nas regides subtro-
picais, quanto em estufas, em qualquer

parte do mundo. O tamanho, relativamente
pequeno, e 0 codigo genético composto
por seis pares de cromossomos relativa-
mente grandes tornaram essa planta um
instrumento favoravel paraestudos citoge-
néticos.

TRADESCANTIA

A influéncia de agentes quimicos e fi-
sicos (em especial aradiacdo) sobre afre-
guéncia de mutagdes tem sido amplamen-
te estudada mediante andlise de ateracbes
observadas na Tradescantia.

O seu sistema de estame, composto por
inimeros filamentos, € heterozigoto para
acor daflor, sendo azul o dominanteerosa
0 recessivo. Cada inflorescéncia formada
na extremidade do caule é composta por
mais de 50 botdes de flores num estégio
sequiencia de desenvolvimento, que desa-
brocham (um ou dois) diariamente. Cada
flor é composta por seis estames (trés ante-
pétalas e trés ante-sépalas) que sustentam
de 50 a 120 filamentos. Cada filamento é
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uma cadeia Unica de cerca de 30 a 35 cé-
lulas, que s&0 0 produto das divisdes celu-
lares das células das extremidades, que séo
meristeméticas, até que o filamento estgja
completamente desenvolvido®?.

A avaliacao das alteragdes genéticas da
Tradescantia pode ser feita pela deteccéo
de mutagBes sométicas induzidas por mu-
tagenos presentes no ar, no solo e na agua
ou deteccdo de aberractes cromossdmicas
induzidas por agentes clastdgenos (que
promovem a quebra dos cromossomos)
presentes no ar, no solo e naagua. Paratal,
foram desenvolvidos o ensaio do filamento
do estame, que pode ser utilizado na ava
liag8o das mutagdes sométicas, e o teste do
tubo de pdlen e o ensaio do microndcleo,
desenvolvidos para a deteccdo de aberra-
¢des cromossdmicas durante a mitose e
meiose, respectivamente.

Utilizando clones heterozigotos para a
cor daflor, pode-se avaliar aocorrénciade
mutac&o ou perda do gene dominante, fa-
cilmente, através da avaliagdo da cor dos
filamentos do estame. A possibilidade de
se avaiar umaamostra significante (ao re-
dor de 300 a 700 filamentos ou até 7.500
a 18.000 céulas dos filamentos em uma
Unicaflor), pelasimples avaliagcéo de dte-
racdo da cor azul pararosa (identificando
o indice de célulasmutantes), favorece esse
tipo de ensaio para o estudo de efeitos ge-
néticos de mutégenos em baixas doses de
exposicio®. Esse tipo de avaliago ficou
conhecido como ensaio do filamento do
estame da Tradescantia efoi desenvolvido
por Sparrow, do Brookhaven National
Laboratory, nos EUA“®. Foi explorado
como um teste de mutagdio somatica em
radiobiologia, mutagénese quimica e mo-
nitoracéo do ar ambiente*®9.

Além disso, estudos extensos sobre 0s
efeitosdiretos eindiretos dasradiagdes nos
Cromaossomos mit6ti cos dos microesoporos
da Tradescantia levaram ao estabeleci-
mento de inlmeros principios na indugao
de quebras e aberragdes cromossdmicas
induzidas pelas radiacbes, além da inter-
pretagdo do cromossomo aberrante e da
configuragdo da crométide®V. Os cro-
mossomos da extremidade daraiz da Tra-
descantia foram utilizados para o estudo
de mutagenos quimicos e lesdes cromos-
sdmicas induzidas por radiaco. E os cro-
mossomos das células mitéticas do tubo
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polinico da Tradescantia foram utilizados
no estudo de alteracBes induzidas pelaluz
ultravioleta e radiacdo ionizante até o final
de 194012719 A partir de ent&o, foi possi-
vel o cultivo de gréos de pdlen maduros
num meio simples de agar-lactose que,
quando submetidos aum mutégeno quimi-
co ou radiacdo, poderiam apresentar aber-
ragdes na cromatide™?1517-19 Foj insti-
tuido, assim, o teste do tubo de pdlen da
Tradescantia para a identificagéo de aber-
ragdes cromossdmicas durante a mitose.
Apesar dos cromossomos das células-
mée germinativas em meiose apresentarem
maior sensibilidade a radiagdo do que os
cromossomos em mitose'®1%%), raramente
eram utilizados para o estudo das aberra-
¢Oes induzidas pela radiagdo. Essas aber-
racOes eram de dificil andlise e contagem
para se obter dados quantitativos consis-
tentes. Foi desenvolvido, entdo, o bioen-
saio do micronicleo da Tradescantia
(“Tradescantia micronucleus bioassay” —
Trad-MCN)@22)_ ytilizado pela primeira
vez por Maet al. em 1978®, para a ava-
liagdo dos efeitos do 1,2-dibrometano so-
bre os cromossomos das células em meio-
se. A base para o desenvolvimento desse
ensaio foi o fato de que 0 maior problema
na avaliagdo quantitativa das aberragdes
cromossdmicas estava na perda dos cro-
mossomos em meté&fase | e sua imagem
borrada nas preparacdes das células em
meiose. Entretanto, se o agente é aplicado
no inicio da préfase | e o cromossomo
prossegue por um periodo de recuperagao,
osfragmentos acéntricos dos cromossomos
se transformam em microntcleos, na fase
de tétrade da meiose, facilmente identifi-
cados & microscopia de luz (Figura 1).

TRADESCANTIA E RADIAGOES
IONIZANTES

Ma, em 1979*¥ publicou uma curva
dose-resposta para raios-X obtida por en-
saio do microntcleo. Observa-sequeares-
posta é linear, com aumento do indice de
microntcleos quando seaumentaadosede
radiacd0. Essa curva, no entanto, € muito
pouco precisa quando se leva em conta
doses baixas de radiagdo (< 5 cGy) que
estéo presentes nos locais derisco. O mes-
mo tipo de curva j& havia sido obtida por
Sparrow et al. em 1972, inclusive com

Figura 1. Teste do micronucleo da Tradescantia.
Fotomicrografia de tétrade obtida da antera da inflo-
rescéncia da Tradescantia pallidum var. purpurea,
com visualizacdo de micronucleo (seta), em au-
mento de 400X (gentileza do Laboratério de Polui-
¢ao Atmosférica Experimental — LPAE do Departa-
mento de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo).

doses minimas de até 0,25 cGy, para néu-
trons e raios-X, utilizando, entretanto, o
método de avaliacéo do filamento do es-
tame da Tradescantia. Foi observada re-
lacdo linear entre o indice de mutagdes e
a dose de radiacéo abaixo de 5 cGy. Com
doses entre 10 e 100 cGy, foi observado
um componente quadrético na curva de
resposta aos raios-X, compativel com um
provével reparo de lesdes nesses niveis
mais elevados de doses. Pode-se concluir
que, provavelmente, os efeitos daradiacéo
em doses baixas sdo devidos essencial-
mente aos eventos de choque Unico.

Uma série de clones heterozigotos para
a cor daflor da Tradescantia (azul/rosa)
esta disponivel para testes de mutagenici-
dade: BNL 02, KU 27, BNL 4430, KU 9,
KU 7, KU 20 e BNL 2031. S&o classifica
dos de acordo com sua taxa de ocorréncia
de mutacdes espontaneas®. Dependendo
dessa caracteristica e sensibilidade aos di-
Versos agentes mutagénicos, séo mais ade-
quados para um ou outro tipo de experi-
mento, quer seja em laboratorio ou em
estudo de campo.

OsclonesBNL 4430, BNL 02, KU 9e
KU20 sdo particularmente sensiveis a ra-
diagcdo em graus variados. O clone 4430 da
Tradescantia € um dipldide (2n = 12) hi-
brido obtido no Brookhaven National La
boratory por intermédio do cruzamento
entre a Tradescantia hirsutiflora e a Tra-
descantia subacaulis. A flor do clone

Radiol Bras 2005;38(6):459-462



4430 é azul (dominante) e heterozigota
para este locus. Apresenta alta radiossen-
sibilidade, acompanhada por alta sensibi-
lidade a mutagenos quimicos também, o
gue torna este clone especia mente apro-
priado para estudos de deteccdo de muta
genos ambientais®®.

Dados de radiobiologia demonstraram
gue os filamentos dos estames do clone
4430 sdp sensiveisadosesminimasde 0,25
cGy deraios-X"?), Além disso, a Trades-
cantia foi e tem sido utilizada na monito-
racéo ambiental ao redor de usinas nuclea-
res para a detec¢do de radionuclideos que
30 liberados pel os reatores®” e no estudo
dos efeitos genéticos das radiactes ioni-
zantes resultantes do acidente de Cherno-
byl®®?) e em testes da mutagenicidade do
ar ambiente das regides da Cracdvia e Po-
I6nia apds aquele acidente®™. Assim, a
Tradescantia pode ser utilizada em estu-
dos controlados sobre os efeitos das radia-
¢Oes ionizantes, bem como servir de senti-
nela na detecgdo de vazamentos ou em
ambientes de risco.

Existem descrigdes de efeitos sinérgicos
daradiac8o com agentes alquilantes, que
N&o necessariamente se constituem no so-
matério dos efeitos de cada agente isola
damente®3139, Por esse motivo, a avaia-
¢80 dos riscos reais deve ser baseada em
estudos desses sinergismos entre mutége-
nos fisicos e quimicos.

Em nosso meio, Saldiva e seu grupo ja
publicaram estudos sobre os efeitos de
poluentes ambientais no clone 4430 da
Tradescantia®). Entretanto, as condicdes
climéticas do Brasil, um paistropical, com
calor, umidade e chuvas, se mostraram
adversas parao cultivoideal do clone, com
inibicdo do crescimento e floracéo das
plantas. Além disso, quando cultivada em
ambiente externo, sofria atagues constan-
tes de insetos e parasitas, limitando a sua
utilizagdo no “mundo real” 9,

A Tradescantia pallida var. purpurea,
planta da mesma familia da Tradescantia
(Commelinaceae), que é encontrada com
facilidade em canteiros e jardins da cidade
de S&o Paulo, passou a atrair o interesse
do grupo. E uma espécie tetrapldide, ex-
tremamente resistente aparasitas e insetos,
gue brota e cresce facilmente, florescendo
0 ano inteiro. Para checar sua validade
como monitor biolGgico para a genotoxi-
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cidade das radiacOes ionizantes, em rela-
¢&o ao clone 4430, fizeram outro estudo,
utilizando o ensaio do microndcleo®=7),
Neste, airradiaco das plantas demonstrou
que a variante popular é igualmente sen-
sivel a baixas doses de radiagdo quanto o
clone 4430.

Os dados e achados obtidos em experi-
mentos com a Tradescantia sdo, em geral,
consistentes, precisos e confiaveis. Em es-
pecial, aresposta a baixos niveis de radia-
¢80 e mutégenos quimicos raramente é
obtida com outros ensaios biol 6gicos.

Sparrow et al.®® compararam aradios-
sensibilidade de diversos organismos, in-
clusive células de mamiferos, com a da
Tradescantia e constataram que os valo-
res de D, entre 100 e 180 R obtidos com o
estudo dos outros organismos se sobre-
pdem aosvaloresde D, obtidos paraa Tra-
descantia em mais de um estudo (149 R,
153 R, 170 R)?®_ Assim, parece razoé
vel considerar que a Tradescantia apre-
senta uma radiossensibilidade comparavel
a das células de mamiferos.

Asinlmeras semelhangas entre a cons-
tituicdo genética das plantas superiores e
dos mamiferos podem levar acrer em efei-
tos semelhantes de um mutéageno sobre o
DNA da planta e do mamifero. Existem,
todavia, grandesdiferencasorganizacionais
efisiol 6gicas entre esses organismos, prin-
cipalmente na morfogénese e no metabo-
lismo, que podem levar adiferentesreagbes
frente a uma lesdo cromossdmica. No ser
humano, por exemplo, apenas uma fragao
minimadalesdo sobre o DNA pode ou ndo
levar a mutagdes, ao passo que na Trades-
cantia a grande maioria das |les0es resulta
em mutacdo. Um determinado aumento na
frequénciado dano inicial elevard names-
ma propor¢do a taxa de incidéncia de mu-
tagdes, tanto no ser humano quanto na
Tradescantia®®). Assm, um aumento re-
lativo da freqliéncia de mutagBes sométi-
cas na Tradescantia pode indicar um au-
mento proporcional do risco de mutagoes
para o ser humano.

CONCLUSOES

Os estudos realizados com vegetais
apresentam uma série de vantagens que 0s
tornaideais para serem utilizados em pai-
ses em desenvolvimento?.

* Asplantas superiores sdo eucaridticas
— apresentam estrutura cromossomica si-
milar & do ser humano. Passam por mito-
se, meiose e mutagio. E possivel o estudo
de efeitos sobre a linhagem germinativa
comparaveis aos animais.

» Podem ser treinados técnicos rapida-
mente, para a conducdo de um ensaio com
plantas. Sao relativamente féceis de culti-
var e pouco dispendiosas para se trabalhar.

» Algumas apresentam um periodo ger-
minativo muito curto.

* Os estudos podem ser conduzidos sob
diversas condic¢des ambientais, pH e tem-
peratura. As plantas superiores podem ser
regeneradas de simples células aplGides ou
dipléides.

* Os ensaios com plantas superiores
podem ser utilizados para avaliar a geno-
toxicidade de simples substancias quimi-
cas até compostos complexos.

 Ossistemasde pdlen sdo anal ogos aos
microbiais, em que a graduagdo dos even-
tos pode ser feita na grandeza de milhdes
decélulas. Podem ser avaliadas aberragdes
citolégicas, mutagdes genéticas na planta
inteira, nas folhas, pélen, embrides, etc.

* Os ensaios com plantas superiores
podem ser utilizados paraamonitoragdo in
situ de poluentes mutagénicos.

* A suautilizagdo é de longadata e sdo
altamente confidveis. Sua utilidade na pes-
quisa da mutagénese j& estd comprovada.

« Jasdo disponiveisresultados de geno-
toxicidade para uma série de agentes qui-
micos, deformaque podem ser feitas com-
paracdes entre diferentes ensaios.

e Estudos demonstraram correlagdo
positiva com ensaios citogenéticos em
mamiferos.

» Asplantas superiores podem ser com-
binadas a ensaios com micrébios para a
deteccdo de metabdlitos mutagénicos in-
termedi&rios como 0s promutégenos.

* Os ensaios de genotoxicidade tém
demonstrado ata sensibilidade (raros fal-
SO-negativos) naprevisdo do potencial car-
cinogénico de diversos agentes.

* Centenas de loci genéticos podem ser
monitorados.

Esse sistemade plantas pode ser empre-
gado tanto em laboratério como em pes-
quisas de campo, na biomonitoragdo de
inlmeros agentes mutagénicos. E um sis-
tema répido, pouco dispendioso, versatil
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e que requer um periodo de treinamento
curto, podendo servir como teste parauma
grande variedade de estudos.

Com relagdo as radiagBes ionizantes, a

Tradescantia pallidum, de fécil obtengéo
e cultivo em nosso meio, podera ser utili-
zada como padr&o para estudos futuros de
mutagenicidade e aberragdes cromossdmi-
cas, por meio da comparagcdo com os efei-
tos produzidos por outros tipos de radia-
¢do, avaliagdo do efeito da associagdo da
radiagdo com drogas ou outros agentes
quimicos, além da biomonitoragdo de am-
bientes de alto risco.
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