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RESUMO

A Radioecologia constitui uma area da ciéncia voltada ao estudo dos efeitos das
radiagdes ionizantes (RI) sobre organismos vivos e ecossistemas, sendo fundamental
o desenvolvimento de metodologias capazes de detectar alteragdes genéticas
induzidas por agentes ambientais. Nesse contexto, Drosophila melanogaster destaca-
se como importante organismo modelo devido ao seu curto ciclo de vida, elevada taxa
reprodutiva, baixo custo de manutengcdo e ampla conservagdo genética com
organismos superiores. Além disso, os cromossomos politénicos presentes nas
glandulas salivares (GS) de larvas em terceiro estagio de desenvolvimento (L3)
representam uma importante ferramenta citogenética para analise cromossémica e
estudos de genotoxicidade. Este trabalho teve como objetivo implementar protocolos
para o uso de Drosophila melanogaster como modelo experimental no LARCA/UFPE,
com foco em futuras aplicagdes em radioecologia e monitoramento citogenético. Para
isso, foram padronizados o meio de cultivo, o tempo de oviposigcao, os procedimentos
de dissecacdo das larvas L3 e as etapas de fixacdo e coloracdo das GS para
preparacao das laminas citogenéticas. O cultivo foi realizado em meio alimentar a
base de banana, sob condi¢gdes controladas de temperatura, sendo estabelecido o
periodo de 24 horas para oviposig&do, com o objetivo de garantir maior homogeneidade
no desenvolvimento larval. As glandulas salivares de larvas em estagio wandering
foram submetidas a fixagao, coloracao e técnica de squash para analise microscopica.
Os resultados morfométricos demonstraram aumento da largura média das larvas
submetidas a padronizagao experimental, passando de 0,371 mm no grupo controle
para 0,512 mm no grupo teste, correspondendo a um incremento aproximado de 38%,
indicando melhores condigdbes de desenvolvimento e menor competicao
intraespecifica. Observou-se ainda que a concentracéo salina utilizada na solugao de
dissecagao exerceu influéncia direta sobre a integridade e o espalhamento
cromossOmico, sendo identificada a salinizagdo excessiva como principal fator
limitante nas preparagdes iniciais. Apos o ajuste da solugcado salina, verificou-se
melhora significativa na preservagao estrutural dos cromossomos e na visualizagao
das bandas cromossémicas. A analise dos diferentes tempos de exposi¢cao ao acido
acético 45% demonstraram que o periodo de 2 minutos apresentou melhor
desempenho quanto a preservagao celular, nitidez cromossdémica e dispersao
homogénea dos cromossomos, enquanto tempos prolongados promoveram
degradacao estrutural e comprometimento da analise citogenética. A avaliagcdo da
reprodutibilidade experimental revelou percentual global de sucesso de 67,5% nas
laminas consideradas adequadas para analise, demonstrando consisténcia
metodoldgica satisfatdria. Dessa forma, conclui-se que as metodologias padronizadas
constituem uma ferramenta viavel para utilizacado de Drosophila melanogaster como
modelo bioldgico, contribuindo para estudos citogenéticos, analises genotdxicas e
futuras aplicagdes em radioecologia e monitoramento ambiental.

Palavras-chave: Bioindicadores. Citogenética. Radiagao ionizante. Genotoxicidade.
Monitoramento ambiental.
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ABSTRACT

Radioecology is a field of science dedicated to the study of the effects of ionizing
radiation (IR) on living organisms and ecosystems, making the development of
methodologies capable of detecting genetic alterations induced by environmental
agents essential. In this context, Drosophila melanogaster stands out as an important
model organism due to its short life cycle, high reproductive rate, low maintenance
cost, and broad genetic conservation with higher organisms. In addition, the polytene
chromosomes present in the salivary glands (SG) of third-instar larvae (L3) represent
an important cytogenetic tool for chromosomal analysis and genotoxicity studies.
Therefore, the present study aimed to standardize and implement methodologies for
the use of Drosophila melanogaster as an experimental model at the Laboratory of
Radioecology and Environmental Control (LARCA) of the Federal University of
Pernambuco (UFPE), aiming at future applications in radioecology and cytogenetic
monitoring studies. For this purpose, the culture medium, oviposition time, dissection
procedures of L3 larvae, and the fixation and staining steps of the SG for cytogenetic
slide preparation were standardized. The culture was carried out in a banana-based
food medium under controlled temperature conditions, and a 24-hour oviposition
period was established to ensure greater homogeneity in larval development.
Wandering-stage larvae were used to obtain the SG, which subsequently underwent
fixation in alcohol-acetic solution and 45% acetic acid, staining with 2% acetic orcein,
and the squash technique for microscopic analysis. Morphometric results
demonstrated an increase in the average width of larvae subjected to experimental
standardization, rising from 0.371 mm in the control group to 0.512 mm in the test
group, corresponding to an approximate increase of 38%, indicating better
developmental conditions and lower intraspecific competition. It was also observed that
the saline concentration used in the dissection solution directly influenced
chromosomal integrity and spreading, with excessive salinization being identified as
the main limiting factor in the initial preparations. After adjustment of the saline solution,
a significantimprovement was observed in the structural preservation of chromosomes
and in the visualization of chromosomal bands. The analysis of the different exposure
times to 45% acetic acid demonstrated that the 2-minute period showed the best
performance regarding cellular preservation, chromosomal sharpness, and
homogeneous chromosome dispersion, whereas prolonged exposure promoted
structural degradation and impaired cytogenetic analysis. The evaluation of
experimental reproducibility revealed an overall success rate of 67.5% in slides
considered suitable for analysis, demonstrating satisfactory methodological
consistency. Thus, it is concluded that the standardized methodologies constitute a
viable tool for the use of Drosophila melanogaster as a biological model, contributing
to cytogenetic studies, genotoxic analyses, and future applications in radioecology and
environmental monitoring.

Keywords: Bioindicators. Cytogenetics. lonizing radiation. Genotoxicity.
Environmental monitoring.
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1 INTRODUGAO

A radioecologia constitui uma area da ciéncia voltada a compreensao dos
efeitos das radiagdes ionizantes sobre organismos vivos e ecossistemas. Nesse
contexto, destaca-se a importéncia do uso de ferramentas bioldgicas capazes de
detectar alteragdes genéticas induzidas por agentes ambientais (Matarese et al.,
2024; Trinca; Navascués, 2025). Entre essas ferramentas, as metodologias

citogenéticas assumem papel fundamental na avaliagdo de danos cromossémicos.

A utilizagdo de organismos modelo representa uma estratégia amplamente
consolidada em estudos de genética e toxicologia ambiental. Dentre esses
organismos, Drosophila melanogaster apresenta diversas vantagens experimentais,
como ciclo de vida curto, elevada taxa reprodutiva, baixo custo de manutencao e
genoma completamente sequenciado, o que facilita a interpretacdo de alteragbes
cromossOmicas e padroes de expressao génica (Snustad; Simmons, 2008). Ademais,
estima-se que aproximadamente 65% dos genes associados a doengas humanas
possuem homologos nessa espécie, o que reforga sua relevancia como modelo

experimental (Adams et al., 2000).

Os cromossomos politénicos, encontrados nas glandulas salivares (GS) de
larvas no terceiro estagio de desenvolvimento (L3), constituem uma importante
ferramenta citogenética. Esses cromossomos séo formados por sucessivos ciclos de
replicacado do DNA sem divisdo celular, processo denominado endociclo, resultando
em estruturas de grande dimensado. Apresentam padrdées de bandas altamente
definidos, permitindo a analise direta da organizagdo cromossdmica, e da ocorréncia
de alteragbes estruturais, como inversdes e deleg¢des (Zhimulev; Koryakov, 2009;
Zykova et al., 2018). Tais caracteristicas tornam essa abordagem especialmente util
em estudos de mutagénese e toxicidade, além de possibilitar a identificagao de efeitos
genotoxicos decorrentes da exposi¢cao a radiagao ionizante (RI) (Hofmann; Korge,
1981). Apesar de sua ampla aplicagédo em estudos genéticos e toxicoldgicos, ainda se
observa caréncia de protocolos metodolégicos padronizados direcionados a
investigacdes radioecologicas em laboratérios brasileiros, especialmente no contexto

académico. Essa lacuna compromete a reprodutibilidade experimental e limita a
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comparabilidade entre diferentes estudos. Nesse sentido, o presente projeto tem
como objetivo estabelecer um protocolo reprodutivel que viabilize a utilizagado desse
organismo como bioindicador, ampliando as ferramentas disponiveis para o
monitoramento citogenético e para a avaliagdo dos impactos ambientais associados
a exposicao a agentes radioativos (Alexandrov et al., 2024; Santana, 2025; Silva,
2020).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FUNDAMENTOS DA RADIOECOLOGIA

A Radioecologia € a area da ciéncia dedicada ao estudo do comportamento de
radionuclideos no ambiente, abrangendo sua dispersdo, transformacéo e
transferéncia entre compartimentos ambientais e interagdo com organismos Vivos.
Trata-se de um campo interdisciplinar que integra principios da ecologia, quimica
ambiental, fisica nuclear e biologia, permitindo compreender o destino e os efeitos da
radiagdo ionizante (RIl) em ecossistemas naturais e antropizados (Foérstner; Wittmann,
1983; Shaw, 2007).

Os radionuclideos presentes no ambiente podem ter origem natural, como
aqueles provenientes de séries de decaimento radioativo de elementos como uranio
e torio, ou origem antrépica, decorrente de atividades humanas, incluindo geragao de
energia nuclear, aplicagdes meédicas e testes nucleares. Apds sua liberacéo, esses
radionuclideos podem ser transportados por processos fisicos (difusao,
sedimentagao), quimicos (adsorgdo, complexagdo) e biolégicos (absorgdo por
organismos), influenciando sua distribuicdo e persisténcia ambiental (Friedlander et
al., 1981).

A mobilidade dos radionuclideos no ambiente é controlada por fatores como
propriedades fisico-quimicas (solubilidade, estado de oxidag¢ao), caracteristicas do
meio (pH, textura do solo, teor de matéria organica) e processos bioldgicos, incluindo
bioacumulagao e transferéncia trofica. Esses fatores determinam a biodisponibilidade
dos radionuclideos e, consequentemente, o potencial de exposi¢cdo de organismos

vivos (Whicker; Schultz, 1982). Nesse contexto, a radioecologia desempenha papel
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essencial na avaliagao de riscos ambientais associados a radiagao, permitindo estimar
doses absorvidas por diferentes organismos e prever possiveis efeitos bioldgicos.
Esses estudos s&o fundamentais para o desenvolvimento de estratégias de
monitoramento ambiental e para a definigdo de critérios de protegédo radiologica

aplicados a ecossistemas (IAEA, 2010).

2.1.1 Histérico e Relevancia Ambiental

A Radioecologia teve seu desenvolvimento impulsionado ao longo do século
XX, especialmente apos a intensificacdo das atividades nucleares. Os primeiros
estudos sistematicos surgiram no contexto dos testes nucleares atmosféricos, que
liberaram grandes quantidades de radionuclideos no ambiente, permitindo a
investigacao de sua dispersao global e deposigao em diferentes ecossistemas. Esses
estudos estabeleceram as bases para a compreensao dos ciclos biogeoquimicos de

elementos radioativos (Matarése et al., 2024; Libby, 1955).

Eventos de grande impacto ambiental, como o Chernobyl Disaster e o
Fukushima Daiichi nuclear disaster, contribuiram significativamente para o avango da
radioecologia, ao evidenciarem os efeitos de liberagcbes acidentais de radionuclideos
em larga escala. Esses eventos permitiram a realizagdo de estudos de longo prazo
sobre a persisténcia da contaminacao, a transferéncia de radionuclideos na cadeia
alimentar e os impactos ecologicos associados (Geras’kin et al., 2016; Alexakhin;
Korneev, 1991).

Inicialmente, a Radioecologia estava fortemente voltada para a protegéo da
saude humana, considerando o0s ecossistemas como vias de transferéncia de
contaminantes. Entretanto, com a evolugdo do conhecimento cientifico, ocorreu uma
ampliacdo do foco para a protecdo dos proprios ecossistemas, reconhecendo-se a
importancia da preservacao da integridade ecoldgica e da biodiversidade frente a
exposicao a Rl (Barescut et al., 2011; Hinton et al., 2009). Do ponto de vista conceitual,
a Radioecologia envolve a analise de parametros como fatores de concentragao,
coeficientes de transferéncia e taxas de incorporagdo de radionuclideos por
organismos. Esses parametros permitem modelar o comportamento dos

radionuclideos no ambiente e estimar sua transferéncia ao longo das cadeias tréficas,
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sendo fundamentais para avaliagées quantitativas de risco (Baes; Sharp, 1984).

A relevancia ambiental da Radioecologia é particularmente evidente em
cenarios de contaminagao crénica, nos quais organismos podem ser expostos a
baixas doses de radiac&o por longos periodos. Estudos indicam que essa exposi¢cao
pode resultar em efeitos subletais, como alteracdes fisiolégicas, reprodutivas e
genéticas, capazes de afetar a dindmica populacional e a estrutura das comunidades

bioldgicas (Begon; Townsend; Harper, 2006).

Além disso, a radioecologia fornece suporte cientifico para a formulacéo de
politicas publicas e regulamentagdes ambientais relacionadas ao uso de materiais
radioativos. A aplicacdo desses conhecimentos é essencial para garantir a seguranga
ambiental em atividades nucleares e para orientar agdes de remediacdo em areas
contaminadas. Dessa forma, a radioecologia constitui uma ferramenta fundamental
para a gestdo ambiental contemporanea, contribuindo para a compreensao dos
impactos da RI nos ecossistemas e para o desenvolvimento de estratégias

sustentaveis de protecdo ambiental (EPA, 2012).

Neste viés, a utilizagado de organismos modelo como indicador biolégico, como
a espécie Drosophila melanogaster, para a analise dos efeitos da Rl tem sido
amplamente usado em pesquisas cientificas por apresentar caracteristicas que as

tornam bioindicadores altamente sensivel a estressores ambientais (Pereira, 2025).

2.2 DROSOPHILA MELANOGASTER COMO ORGANISMO MODELO

A espécie Drosophila melanogaster caracteriza-se como um inseto
amplamente distribuido em nivel mundial, sendo frequentemente encontrada em
ambientes associados a atividade humana, especialmente em regides tropicais e
temperadas. Também conhecida como mosca-da-fruta, constitui um dos organismos
modelo mais utilizados na biologia experimental, desempenhando papel central na
elucidacdo de mecanismos genéticos, fisioldgicos, celulares e moleculares. Sua
relevancia decorre, principalmente, da elevada conservacgao evolutiva de seus genes,
sendo estimado que aproximadamente 65% dos genes humanos associados a

doencgas possuem homodlogos nessa espécie (Cotterill; Yamaguchi, 2024; Adams et
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al., 2000).

Apresenta diversas vantagens experimentais, como ciclo de vida curto, elevada
taxa reprodutiva, baixo custo de manutengédo e genoma completamente sequenciado,
o que facilita a interpretacao de alteragbes cromossdmicas e padrdes de expressao
génica (Snustad; Simmons, 2008). Em estudos ambientais, Drosophila melanogaster
pode atuar como bioindicador, permitindo a avaliagcdo de efeitos genotoxicos
causados por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos presentes no ambiente, como,

por exemplo, as radiagdes ionizantes (Santana, 2025).

2.2.1 Histoérico do Uso Como Modelo Bioldgico

Os estudos com Drosophila melanogaster no inicio do século XX foram
fundamentais para o estabelecimento da genética moderna. Thomas Hunt Morgan e
seu grupo de pesquisa na Columbia University demonstraram que os fatores
mendelianos correspondiam a genes localizados em pontos especificos dos
cromossomos, consolidando a teoria cromossOmica da heranga. A partir da
observacdo de mutagdes, como a coloragdo branca dos olhos, foi estabelecido o
conceito de heranca ligada ao sexo. Adicionalmente, foram desenvolvidos os
primeiros mapas genéticos, relacionando a frequéncia de recombinagao a distancia
entre os genes. Esse conjunto de estudos, sistematizado na obra The Mechanism of
Mendelian Heredity, contribuiu significativamente para a consolidacdo da biologia
como uma ciéncia experimental e quantitativa, equiparando-a a fisica e a quimica
(Allen, 1985; Morgan et al., 1923). Em reconhecimento a essas descobertas, Morgan
foi laureado com o Nobel Prize in Physiology or Medicine em 1933, por demonstrar o
papel desempenhado pelos cromossomos na hereditariedade e por evidenciar que 0s
genes constituem as unidades fisicas da heranga (Nobel Foundation, 1933).

Na década seguinte, um dos avangos mais significativos proporcionados pelo
uso de Drosophila melanogaster foi a demonstragcdo experimental da inducédo de
mutacdes por Rl. Hermann Joseph Muller, integrante do grupo de Morgan, conduziu
experimentos pioneiros com a utilizagdo de raios X, nos quais foi observado um
aumento significativo na frequéncia de muta¢des em individuos expostos a radiacgéo.

Esses resultados constituiram a primeira evidéncia experimental robusta de que
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agentes fisicos podem induzir altera¢gdes no material genético. Foi demonstrado que
a exposicao aos raios X resultava na produgao de mutagdes hereditarias, incluindo
mutacgdes letais e alteracbes cromossdmicas, estabelecendo uma relagao direta entre

dose de radiag&o e taxa de mutag&o (Muller, 1928; Gelling, 2016).

Abaixo na figura 1 podemos observar o laboratério utilizado por Morgan e
colaboradores para o desenvolvimento das pesquisas, onde foram estabelecidos os
fundamentos da genética cromossémica moderna e consolidacdo da Drosophila
melanogaster como organismo modelo para estudos de heranga, mutagdo e

mapeamento génico.

Figura 1 - Fly Room: laboratério onde Drosophila melanogaster revolucionou

a genética
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Fonte: Adaptado de Ghazoul, 2020.

Posteriormente, estudos experimentais investigaram de forma detalhada a
relacdo entre dose de radiagdo e frequéncia de mutagcdes em Drosophila
melanogaster, evidenciando que, em determinados intervalos de exposi¢ao, ha uma
relacdo aproximadamente linear entre a dose de radiagcdo e a taxa de mutacao.
Experimentos com espermatogénias irradiadas demonstraram uma resposta dose-
dependente linear para a indugdo de mutagdes letais recessivas, indicando que o
aumento da exposicéo resulta em elevacao proporcional na frequéncia de mutagdes
(Abrahamson; Friedman, 1964; Edington, 1956).
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Dessa forma, esses estudos consolidaram o conceito de mutagénese induzida
por RI, demonstrando que a frequéncia de mutagdes esta diretamente relacionada a
exposicdo, ainda que modulada por fatores biolégicos e experimentais. Como
reconhecimento dessa contribuicdo fundamental, Muller foi laureado com o Nobel
Prize in Physiology or Medicine em 1946, por demonstrar que mutagdes podem ser
induzidas artificialmente por agentes externos, consolidando o papel de Drosophila
melanogaster como modelo essencial para estudos de mutagénese e radiagdo (Nobel
Foundation, 1946).

2.2.2 Ciclo De Vida e Dimorfismo Sexual Da Espécie

A espécie Drosophila melanogaster apresenta desenvolvimento holometabolo,
caracterizado por metamorfose completa, com quatro estagios bem definidos: ovo,
larva, pupa e adultos. Em condi¢des laboratoriais ideais com temperatura em torno de
25 °C, adequada disponibilidade nutricional e controle de densidade populacional o
ciclo completo de desenvolvimento ocorre, em média, entre 9 e 10 dias, podendo

variar conforme fatores ambientais e genéticos (Ashburner et al., 2005).

Apos a oviposigédo, o desenvolvimento embrionario ocorre rapidamente, com
duracao aproximada de 24 horas, ao final das quais emerge a larva de primeiro instar.
Esse processo envolve intensa atividade celular e diferenciacdo precoce, incluindo a
formacao inicial de tecidos larvais e estruturas precursoras dos 6rgaos adultos.
Durante o estagio larval, os individuos passam por trés instares sucessivos
denominados L1, L2 e L3, separados por eventos de muda (ecdise). Os dois primeiros
instares apresentam duracdo média de cerca de 24 horas cada, enquanto o terceiro
instar se estende por aproximadamente 48 horas, sendo caracterizado por intenso
crescimento somatico e acumulo de reservas energéticas. Nesse periodo,
desenvolvem-se os discos imaginais, estruturas epiteliais que dardo origem aos

orgaos adultos durante a metamorfose (Hales et al, 2015).

Do ponto de vista ecoldgico, as larvas de Drosophila melanogaster apresentam
habito alimentar saprofago, alimentando-se predominantemente de microrganismos,
como leveduras e bactérias associadas a substratos fermentados. Essa interagdo com

a microbiota é fundamental para o desenvolvimento larval, uma vez que contribui para
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a obtencao de nutrientes essenciais e influencia parametros fisiolégicos e metabdlicos
(Broderick; Lemaitre, 2012).

Ao final do terceiro instar larval, as larvas interrompem a alimentacéo e iniciam
um comportamento migratério conhecido como fase de wandering, no qual
abandonam o substrato alimentar e buscam um local adequado para a puparizagéo.
A fase de pupa, que dura aproximadamente 4 dias, € marcada por profunda
reorganizagao morfologica, incluindo histélise de tecidos larvais e diferenciacdo dos
tecidos adultos a partir dos discos imaginais, culminando na formagéao do organismo

adulto completo (Hales et al., 2015).

ApO6s a emergéncia, o adulto apresenta morfologia completamente
diferenciada, com asas funcionais e sistemas fisioldgicos maduros. A maturidade
sexual é atingida em um curto periodo apds a eclosao, permitindo rapida reprodugao
e continuidade do ciclo. A taxa de desenvolvimento, sobrevivéncia e longevidade séo
fortemente influenciadas por fatores ambientais, especialmente temperatura,
disponibilidade alimentar e densidade populacional, podendo resultar em variagoes

significativas no ciclo de vida (Ashburner et al., 2005; Kafle et al., 2025).

Figura 2 - Ciclo de vida da Drosophila melanogaster
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Fonte: Adaptado Hales, et al., 2015.
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A diferenciagao sexual em Drosophila melanogaster € bem estabelecida e pode
ser realizada com base em caracteristicas morfoldégicas externas claramente
distinguiveis entre machos e fémeas. De modo geral, os machos apresentam menor
tamanho corporal em relacdo as fémeas, além de um abddédmen mais curto,
arredondado e intensamente pigmentado, com os ultimos segmentos exibindo
coloragdo escura uniforme. Em contraste, as fémeas possuem abdémen mais
alongado e afilado, com coloragdo mais clara, variando entre tons amarelados e
acastanhados, e com segmentagdo abdominal mais evidente, refletindo padrdes
classicos de dimorfismo sexual na espécie (Ingleby; Morrow, 2017; Sztepanacz;
Houle, 2021).

Uma caracteristica marcante dos machos é a presenga dos chamados “pentes
sexuais” (sex combs), estruturas formadas por fileiras de cerdas modificadas
localizadas no primeiro par de patas anteriores. Essas estruturas sao exclusivas dos
machos e desempenham papel importante no comportamento reprodutivo, sendo
amplamente utilizadas como critério confiavel para diferenciacdo sexual em condi¢des
laboratoriais. Adicionalmente, diferencas nos 6rgaos genitais externos contribuem
para a distingcdo entre os sexos. Nos machos, a extremidade abdominal apresenta
uma estrutura genital arredondada e fortemente pigmentada, enquanto nas fémeas
essa regiao é mais pontiaguda e menos pigmentada, estando associada ao ovipositor.
Essas caracteristicas morfolégicas permitem uma identificacdo rapida e precisa dos
individuos, sendo fundamentais para a triagem e separagcdo de machos e fémeas em
experimentos envolvendo Drosophila melanogaster. Essa distingéo € particularmente
relevante em estudos de radioecologia, nos quais diferengas sexuais podem
influenciar respostas bioldgicas a radiagao, incluindo parametros como sobrevivéncia,

metabolismo e estabilidade genémica (Pereira, 2025; Singh; Harbison, 2026).

A Figura 3 ilustra as principais diferengcas entre os sexos de Drosophila
melanogaster. Em (A), observa-se a variagéo na forma e coloragcao do abdémen entre
machos e fémeas. Em (B), sdo apresentadas as estruturas reprodutivas externas
caracteristicas de cada sexo. Em (C), evidencia-se a presenga dos pentes sexuais
nos machos, localizados nas patas anteriores. Por fim, em (D), destaca-se a diferenca

no porte corporal, sendo as fémeas, em geral, maiores que os machos.
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Figura 3 — Diferenciagao sexual em Drosophila melanogaster.
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Fonte: Adaptado de Pereira, 2025.

2.2.3 Caracteristicas Genéticas Da Espécie

O genoma de Drosophila melanogaster encontra-se completamente
sequenciado e amplamente caracterizado, constituindo um dos sistemas genéticos
mais bem compreendidos entre os organismos eucarioticos. Estima-se que o0 genoma
da espécie contenha aproximadamente 14.000 a 15.000 genes, distribuidos de forma
organizada em um conjunto reduzido de cromossomos, o que facilita analises

genéticas, citogenéticas e funcionais (Adams et al., 2000; Snustad; Simmons, 2008).

Do ponto de vista estrutural, Drosophila melanogaster apresenta quatro pares
de cromossomos: um par sexual e trés pares autossémicos. O par sexual € composto
por cromossomos X e Y, sendo o sexo determinado pela razdo entre cromossomos X
e conjuntos autossdmicos. Os autossomos correspondem aos cromossomos 2, 3 € 4,
sendo os dois primeiros de maior tamanho e altamente ricos em genes, enquanto o
cromossomo 4, também conhecido como “cromossomo pontual” (dot chromosome), é
significativamente menor e apresenta caracteristicas peculiares, como alta densidade

de heterocromatina e menor taxa de recombinacao (Riddle; Elgin, 2018).
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Figura 4 — Representacao esquematica dos cromossomos de Drosophila

melanogaster em fémeas e machos
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Fonte: Adaptado de Lewis et al., 2013.
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Outro aspecto relevante é a significativa conservagao evolutiva entre
Drosophila melanogaster e organismos superiores, incluindo humanos.
Aproximadamente 65% dos genes associados a doengas humanas possuem
homdlogos na mosca, o que torna esse modelo extremamente util para estudos
funcionais, analise de vias metabdlicas e investigacdo de mecanismos moleculares
de patologias (Reiter et al., 2001; Ugur; Chen; Bellen, 2016).

Nesse contexto, 0 conhecimento completo do genoma da espécie também &
fundamental para estudos de mutagénese e radioecologia, pois possibilita a
identificacédo precisa de regides gendmicas afetadas por agentes fisicos, como a R,
além de permitir a correlagcéo entre danos ao DNA, alteragdes na expressao génica e

efeitos fenotipicos observaveis (Alexandrov et al., 2023).

2.3 CROMOSSOMOS POLITENICOS

Os cromossomos politénicos representam uma das estruturas mais
emblematicas da citogenética classica e moderna, sendo observados principalmente
nas glandulas salivares (GS) de larvas de Drosophila melanogaster. Sua descoberta

e posterior caracterizagado permitiu compreender, em nivel morfoldgico e funcional, a
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relacdo entre a estrutura cromossémica e a expressdao génica. Essas formacgoes
gigantes surgem a partir de sucessivos ciclos de endorreduplicacdo que sao
replicacbes do DNA sem divisao celular que resultam em multiplas cromatides
alinhadas paralelamente, conferindo aos cromossomos um aspecto estriado e

altamente organizado (Edgar; Orr-Weaver, 2001; Frawley; Orr-Weaver, 2015).

A Figura 5 ilustra de forma detalhada a organizacdo estrutural dos
cromossomos politénicos de Drosophila melanogaster. Nessa representacéo,
observa-se o cromocentro, regido central de convergéncia dos cromossomos, a partir

da qual se irradiam os bragos cromossémicos direito e esquerdo dos cromossomos 2

e 3, além do cromossomo X.

Figura 5 — Cromossomos politénicos de Drosophila melanogaster.
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2.3.1 Formacéao dos Cromossomos Politénicos (Endociclo)

O endociclo consiste em uma modificagado do ciclo celular convencional, na qual
as células alternam entre as fases G (intervalo) e S (sintese de DNA), sem ocorréncia
de mitose. Esse padrao resulta em sucessivas rodadas de replicacdo do DNA sem
divisao celular, promovendo aumento progressivo do conteudo genémico e formagéao

de células poliploides (Lilly; Duronio, 2005).

Em Drosophila melanogaster, esse processo ocorre de forma particularmente
evidente nas células das GS larvais, ilustradas na Figura 6. Essas glandulas
apresentam seu apice de desenvolvimento no estagio L3, o que justifica sua retirada
nesse ponto para obtengdo dos cromossomos politénicos, apresentam organizagao
relativamente simples, sendo constituidas principalmente por células secretoras e
células dos ductos. As células secretoras possuem natureza epitelial, formato
alongado e elevada atividade metabdlica, sendo responsaveis pela sintese e secreg¢ao
de grandes quantidades de proteinas, incluindo substéncias adesivas utilizadas
durante a puparizacdo. As células dos ductos, por sua vez, formam estruturas
tubulares encarregadas da condugao dessas secre¢des até a cavidade oral larval
(Myat; Isaac; Andrew, 2000; Andrew; Ewald, 2010).

Durante o desenvolvimento larval, essas células deixam de sofrer divisdes
mitéticas adicionais e passam a aumentar de tamanho principalmente por meio do
processo de poliploidia. Esse crescimento celular resulta na formacédo de nucleos
altamente volumosos e de cromossomos politénicos bem desenvolvidos, facilmente

observaveis em analises citologicas (Edgar; Orr-Weaver, 2001).
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Figura 6 — Estrutura da glandula salivar da larva em terceiro estagio

Fonte: Adaptado de Kuhn et al., 2020.

A regulacdo do endociclo € mediada por um sistema molecular altamente
controlado, baseado na oscilagao da atividade do complexo ciclina E-CDK2, que atua
como regulador central da progressao entre as fases G e S. Nesse processo, a
ativacao e a posterior inativacdo desse complexo determinam o inicio e o término de
cada rodada de replicacdo do DNA (Edgar; Zielke; Gutierrez, 2014). Inicialmente, o
fator de transcricdo E2F1 promove a expressdo de genes essenciais para a entrada
na fase S, especialmente da ciclina E. A formagdo do complexo ciclina E—CDK2
desencadeia a replicagdo do DNA, caracterizando o inicio da fase S. Durante essa
fase, a elevada atividade desse complexo garante a duplicacao eficiente do material

genético.

Paralelamente, mecanismos regulatorios impedem que o DNA seja replicado
mais de uma vez no mesmo ciclo celular. A atividade do complexo ciclina E-CDK2
inibe a formacao de novos complexos pré-replicativos e favorece o acumulo de

proteinas inibidoras, como a geminina, assegurando que cada segmento do genoma
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seja duplicado apenas uma vez por ciclo. Apds o inicio da fase S, ocorre a ativagao
de mecanismos de regulagao negativa mediados por sistemas de degradagao proteica
dependentes de ubiquitina. Nesse contexto, o complexo CRL4*CDT2 atua na
degradagao de reguladores associados a fase S, incluindo E2F1, contribuindo para a
reducao da expressao de ciclina E e para a diminuigdo da atividade das CDKs. Essa
reducao é fundamental para o retorno a fase G, permitindo a reorganizagao dos

mecanismos de licenciamento da replicacao.

Além disso, o complexo promotor da anafase/ciclossomo associado a proteina
Fzr, representado como APC/C”Fzr, participa da regulacdo do endociclo ao promover
a degradagéao de proteinas que controlam a progressao do ciclo celular. Entre seus
alvos esta a geminina, cuja degradacgéo favorece a formagao de novos complexos pré-
replicativos (pre-RCs), preparando o DNA para uma nova rodada de replicagao
(ZIELKE et al., 2011). Dessa forma, a alternancia entre a ativacdo de E2F1 e ciclina
E—CDK2, responsaveis pela entrada na fase S, e a agao regulatéria de CRL4*CDT2,
APC/C”Fzr e geminina permite o controle ciclico entre replicagcédo e relicenciamento
do DNA.

Dessa forma, o endociclo funciona como um oscilador molecular, no qual a
alternancia entre alta e baixa atividade de CDKs controla a sucessao das fases G e
S. A repeticdo continua desse processo resulta no acumulo progressivo de DNA,
caracterizando a poliploidia celular e contribuindo diretamente para a formacgao dos
cromossomos politénicos (Frawley; Orr-Weaver, 2015; Lee, H. O. et al., 2009). Esse
mecanismo é fundamental, uma vez que as sucessivas rodadas de replicagcdo do
DNA, sem ocorréncia de mitose e sem segregacgao das cromatides irmas, mantém as
cromatides alinhadas paralelamente, originando estruturas gigantes e altamente
organizadas, caracteristicas das GS de Drosophila melanogaster (Lilly; Duronio,
2005).
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Figura 7 — Comparagao entre o ciclo celular mitético e o endociclo.
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Legenda: Representagao esquematica do ciclo celular mitético e do endociclo.
No ciclo mitético, ocorrem as fases G1, S, G2 e M, resultando em divisdo celular e
formacgao de novas células. No endociclo, ha alternancia entre as fases G e S, sem
ocorréncia de mitose, promovendo aumento do conteudo de DNA e formacao de
nucleos poliploides.
Fonte: Adaptado de Frawley, 2015.

2.3.2 Padrdes de Bandas Cromoss6micas

Os cromossomos politénicos de Drosophila melanogaster caracterizam-se pela
presenca de um padrao especifico de bandas transversais, resultante da alternancia
entre regides de cromatina condensada e descondensada ao longo do eixo
cromossOmico. Essas diferencas estruturais decorrem de distintos niveis de
compactagao do DNA e das proteinas associadas a cromatina, originando regides

denominadas cromdmeros (Kolesnikova, 2018).

As bandas cromossOmicas correspondem a regides de elevada densidade
cromatinica e maior grau de compactacéao estrutural, apresentando intensa coloragéo
em analises citolégicas. Essas regides exibem elevados niveis de empacotamento da

cromatina e diferentes graus de condensacgao, refletindo variagbes funcionais
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associadas a atividade génica. Enquanto as interbandas correspondem a regides
menos condensadas da cromatina, caracterizadas por menor densidade Optica e
maior acessibilidade estrutural. Essas regides encontram-se associadas a cromatina
aberta, a presenga de proteinas reguladoras e a atividade transcricional, estando
frequentemente relacionadas a regides promotoras e sitios de iniciagao da transcrigéo
génica (Zhimulev et al., 2014; Vatolina et al., 2011).

Além das bandas compactas e interbandas classicas, sdo observadas regides
intermediarias denominadas bandas cinzas (gray bands), caracterizadas por niveis
intermediarios de compactagcao cromatinica. Essas regides apresentam propriedades
estruturais distintas das bandas densamente condensadas e das interbandas
totalmente descondensadas, estando associadas a diferentes niveis de atividade

génica (Zykova et al., 2018).

Determinadas regides cromossémicas podem sofrer intensa descondensagéo
local da cromatina, originando estruturas denominadas puffs cromossdmicos. Essas
regides apresentam aspecto difuso e encontram-se frequentemente associadas a
elevada atividade transcricional e sintese de RNA, refletindo alteragbes funcionais da
cromatina relacionadas a regulagao génica e a dinamica estrutural dos cromossomos

politénicos (Zhimulev et al., 2009).
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Figura 8 — Micrografia eletrénica do cromossomo 3R

Interbanda

Legenda: Setas evidenciando o padrdo alternado de bandas e interbandas
caracteristico dos cromossomos politénicos.

Fonte: Adaptado de Zhimulev; Koryakov, 2009.

De modo geral, o padrdo de bandas e interbandas dos cromossomos
politénicos apresenta elevada estabilidade estrutural, permitindo a identificagcdo de
regides cromossémicas especificas e a elaboracdo de mapas citogenéticos
detalhados. Entretanto, alteragbes no grau de compactacdo da cromatina podem
ocorrer em resposta a diferentes condic¢des fisiolégicas e ambientais, evidenciando a

plasticidade funcional dessas estruturas (Zykova et al., 2019).

2.3.3 Mapas Cromossdmicos e Aplicagdao Em Analise Genética

A organizagéao altamente reprodutivel dos cromossomos politénicos possibilitou
o desenvolvimento de mapas citogenéticos detalhados, nos quais cada banda e
interbanda apresenta posi¢ao definida ao longo dos bragos cromossémicos. Esses
mapas constituem ferramentas fundamentais para a analise genética em Drosophila
melanogaster, permitindo a correlagdo direta entre regides cromossOmicas e loci
génicos especificos, além de viabilizar a integracdo entre dados citologicos e
genbmicos (Southern et al., 1973).

A interpretagcdo dos cromossomos politénicos baseia-se na comparacdo do padrao
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observado com mapas citogenéticos de referéncia. Cada regiao cromossémica €&
numerada e subdividida em bandas e sub-bandas, formando um sistema padronizado
que permite a localizagdo precisa de alteragbes estruturais. Rearranjos
cromossOmicos, como inversoes, podem ser identificados pela alteragdo na ordem
das bandas, enquanto delegbes e duplicagdes sao detectadas pela auséncia ou

repeticdo de segmentos especificos (Schaeffer et al., 2008).

A Figura 9 exemplifica esse tipo de analise, apresentando o alinhamento entre
dados de sequéncia gendmica e 0 mapa citologico do cromossomo politénico
correspondente ao elemento de Muller A (cromossomo X) de Drosophila
melanogaster. Observa-se a correspondéncia entre regides do genoma
(representadas na barra superior) e o padrdo de bandas visivel no cromossomo

politénico (imagem inferior), permitindo a associacdo direta entre coordenadas

moleculares e posig¢des citologicas.

Figura 9 — Representacao integrada do mapa citogenético do cromossomo
politénico
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Legenda: Figura correspondente ao elemento de Muller A (cromossomo X) de
Drosophila melanogaster.

Fonte: https://flybase.org/maps/chromosomes/maps
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Nesse contexto, marcadores genéticos e sequéncias conhecidas s&o utilizados
para ancorar regides do genoma ao padrao de bandas cromossdmicas, possibilitando
a construcdo de mapas integrados. Essa abordagem tem sido amplamente
empregada na validagdo de montagens gendmicas e na identificagcdo de pontos de

quebra associados a rearranjos cromossOmicos (Schaeffer et al., 2008).

Além da analise morfolégica classica, técnicas modernas como a hibridizagéo
in situ fluorescente (FISH) e a imunofluorescéncia permitem a localizagdo de
sequéncias especificas, proteinas cromatinicas e modificacbes epigenéticas
diretamente nos cromossomos politénicos, ampliando significativamente a resolugao
funcional dessas analises (Johansen et al., 2009). Paralelamente, a integragcdo com
bases de dados gendmicas tem ampliado a precisdo do mapeamento cromossémico.
A base de dados FlyBase constitui o principal repositério de informagdes genéticas e
citogenéticas para espécies do género Drosophila, reunindo dados sobre posi¢coes
citolégicas, coordenadas genbmicas, mapas de recombinacdo e informagdes

funcionais de genes (Flybase Consortium, 1998).

2.4 APLICABILIDADE DE DROSOPHILA MELANOGASTER EM RADIOECOLOGIA E ESTUDOS
LABORATORIAIS DE EXPOSICAO A RADIACAO IONIZANTE

A utilizagao de Drosophila melanogaster em estudos laboratoriais envolvendo
radiacdo ionizante permite investigar, sob condicbes controladas, como diferentes
regimes de exposicao produzem efeitos bioldégicos mensuraveis em organismos vivos.
Essa abordagem é relevante porque os efeitos da radiacédo ndo se restringem a
mortalidade imediata, podendo envolver alteracbes subletais, cumulativas e
dependentes da dose, da taxa de dose, do tempo de exposicdo e do estagio de
desenvolvimento do organismo. Desse modo, experimentos conduzidos em
laboratério possibilitam reduzir interferéncias externas e estabelecer relagdes mais
precisas entre exposi¢ao radioldgica e resposta biolodgica, especialmente em estudos
voltados a compreensao de efeitos agudos, cronicos e de baixa dose (Kim et al., 2015;
Trinca; Navascués, 2025).

A interacdo da RI com sistemas biolégicos ocorre tanto por agéo direta sobre

biomoléculas quanto por mecanismos indiretos mediados pela formacao de espécies
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reativas decorrentes da radiolise da agua. Esses processos podem gerar lesdes no
DNA, alteragbes oxidativas em proteinas e lipidios, modificacbes epigenéticas e
ativacao de vias celulares associadas a resposta ao dano, ao reparo, a apoptose e a
adaptacdo ao estresse. Assim, a avaliagdo dos efeitos radiobiologicos exige
considerar n&o apenas lesdes genéticas imediatas, mas também respostas celulares
e moleculares mais amplas, especialmente em contextos de baixa dose, baixa taxa

de dose e exposi¢des prolongadas (Belli; Tabocchini, 2020).

Antosh et al., (2014) demonstraram que Drosophila melanogaster apresenta
resposta dependente da dose a radiacado, com efeitos fisioldgicos e moleculares mais
evidentes em niveis elevados de exposigao, conforme exemplificado na Figura 9. Os
autores observaram alteragcdes na longevidade e em padrdes de expressao génica
associados ao metabolismo celular, mas destacaram que, abaixo de determinados
niveis de exposicao, nao foram detectados efeitos permanentes sobre longevidade ou
expressao génica. Esses resultados indicam a existéncia de um possivel efeito limiar,
reforcando a necessidade de avaliar diferentes faixas de dose em estudos

laboratoriais de radiobiologia ambiental.

Figura 10 — Curva de sobrevivéncia de Drosophila melanogaster expostas a

radiacdo gama.
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Legenda: Curva de sobrevivéncia apos exposicdo a diferentes doses de
radiacdo, evidenciando reducdo da sobrevivéncia em doses mais elevadas e
sugerindo a presencga de um efeito limiar na resposta a radiagao.

Fonte: Adaptado de Antosh et al., 2014.
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Nesse sentido, embora respostas mais lineares e diretamente mensuraveis
possam ser observadas em exposi¢cdes mais elevadas, especialmente quando os
efeitos envolvem mortalidade, redugcéo acentuada da viabilidade ou danos fisiologicos
evidentes, a avaliagao radiobioldgica em Drosophila melanogaster nao deve se limitar
a esses desfechos. Em exposi¢cdes de menor dose, baixa taxa de dose ou carater
cronico, os efeitos podem manifestar-se de modo mais discreto, ndo linear ou
dependente do contexto bioldgico, envolvendo mecanismos epigenéticos, adaptativos
e respostas celulares associadas ao reparo e a tolerancia ao estresse. Assim, a
compreensao dos efeitos da Rl na espécie exige a anadlise integrada de diferentes
parametros biolégicos, capazes de evidenciar tanto danos imediatos quanto

alteracdes subletais e tardias (Belli; Tabocchini, 2020; Tanaka, 2021).

Em Drosophila melanogaster, esses mecanismos podem ser avaliados por
meio de desfechos como alteragbes cromossémicas, danos ao DNA, viabilidade,
desenvolvimento, reprodugdo, longevidade, comportamento e expressao génica. A
integracdo desses parametros permite relacionar eventos moleculares iniciais a
efeitos fisioldgicos mais amplos, favorecendo a identificacdo de respostas que
poderiam nao ser detectadas apenas por critérios de mortalidade (Shrestha et al.,
2017; Kim et al., 2015).

Estudos recentes demonstram que as respostas de Drosophila melanogaster a
RI podem apresentar comportamento nao linear, sobretudo em exposi¢coes de baixa
dose. Ao avaliar os efeitos de baixas doses de radiagdo gama sobre cromossomos e
DNA, Tanaka (2021) observou respostas distintas conforme a faixa de dose, incluindo
hipersensibilidade em determinados niveis e radioresisténcia induzida em outros. De
modo complementar, Zhikrevetskaya et al., (2015) demonstraram que doses entre 5
e 40 cGy podem alterar parametros de longevidade e expressdao de genes
relacionados ao estresse. O estudo evidenciou que baixas doses de radiagdo gama
em Drosophila melanogaster podem produzir respostas ndo lineares sobre a
longevidade, com variagdes conforme a dose e o sexo dos individuos, incluindo efeitos
compativeis com hormese em determinadas condi¢des e maior sensibilidade em
outras. Conforme apresentado na Figura 10, as curvas de sobrevivéncia indicam que

os diferentes grupos irradiados ndo seguem uma resposta proporcional simples em
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relacdo ao controle, reforcando a necessidade de delineamentos experimentais
capazes de diferenciar efeitos letais, subletais, adaptativos e possiveis limiares

bioldgicos.

Figura 11 — Curvas de sobrevivéncia de machos e fémeas de Drosophila

melanogaster expostos a baixas doses de radiagao gama
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Legenda: O painel A representa os machos e o painel B representa as fémeas.
As diferencas entre os grupos irradiados e o controle indicam que a resposta a
radiacdo nao ocorre de forma estritamente linear, variando conforme a dose e 0 sexo
dos individuos. Os asteriscos indicam significancia estatistica em relagdo ao controle:
p <0,05 (*) e p<0,01(*).
Fonte: Adaptado de Zhikrevetskaya et al., 2015.

A exposicao cronica também representa um aspecto central na avaliagédo
laboratorial dos efeitos da radiagado, uma vez que cenarios ambientais frequentemente
envolvem contato prolongado com baixas taxas de dose. Porrazzo et al. (2022a)
demonstraram que larvas previamente expostas a radiagcdo gama em baixa taxa de
dose apresentaram menor frequéncia de quebras cromossdmicas apds uma
exposi¢ao aguda subsequente, sugerindo indugao de resposta adaptativa associada

a estabilidade cromossémica. Em estudo complementar, observou-se que a redugao
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do background natural de radiacdo em ambiente subterraneo esteve associada ao
aumento da sensibilidade de neuroblastos larvais a danos cromossémicos induzidos
por radiagdo, sugerindo que o histérico radiolégico ambiental pode influenciar

mecanismos basais de resposta ao dano (Porrazzo et al., 2022b).

Esses resultados sao particularmente relevantes para a implementacéo de
estudos laboratoriais, pois demonstram que ndo apenas a dose total, mas também a
taxa de dose, o historico de exposi¢ao, o estagio de desenvolvimento e as condi¢des
ambientais podem modificar a resposta biolégica. A investigacdo de embrides
irradiados reforca essa necessidade, uma vez que a dose e a taxa de dose podem
interferir no tempo de eclosdo, na embriotoxicidade e em parametros funcionais
avaliados apds a exposi¢ao. Portanto, o uso de Drosophila melanogaster em ensaios
controlados permite avaliar se a exposi¢ao produz dano direto, resposta adaptativa,
sensibilizac¢ao, alteracao no desenvolvimento ou modificagdo da capacidade de reparo

celular (Sangsuwan et al., 2022; Porrazzo et al., 2022a).

A analise genética reforca a aplicabilidade da espécie em experimentos
laboratoriais, sobretudo pela possibilidade de identificar biomarcadores de exposi¢ao
e de efeito. Estudos de expressao génica em Drosophila melanogaster irradiada
demonstraram modulagdo de genes relacionados ao reparo de DNA, resposta ao
estresse, metabolismo celular e manutencdo da homeostase. Essa abordagem
permite detectar alteragdes que podem n&o ser imediatamente observaveis por
parametros morfolégicos, reprodutivos ou comportamentais, fortalecendo a
interpretacdo dos efeitos bioldgicos da radiacdo quando associada a endpoints
classicos, como sobrevivéncia, desenvolvimento e reprodug¢ao (Landis; Shen; Tower,
2012; Shrestha et al., 2017).

Desse modo, a implementacdo laboratorial de ensaios com Drosophila
melanogaster justifica-se pela possibilidade de avaliar respostas radiobiolégicas em
multiplos niveis, desde eventos iniciais, como dano oxidativo, alteracdes
cromossOmicas e modulacdo génica, até consequéncias fisioldgicas e funcionais,
como viabilidade, desenvolvimento, reprodugao, longevidade e comportamento. Essa
amplitude de analise torna o modelo adequado para estudos que buscam

compreender os efeitos da Rl sobre organismos vivos, especialmente em condigbes
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experimentais que simulem exposi¢cdes agudas, cronicas, subletais ou de baixa taxa
de dose (Belli; Tabocchini, 2020).

Portanto, a adogédo de Drosophila melanogaster em estudos laboratoriais de
radioecologia experimental nado se limita a conveniéncia metodoldgica, mas se
fundamenta na capacidade do organismo de expressar respostas bioldgicas
sensiveis, mensuraveis e interpretaveis frente a RI. Ao permitir o controle rigoroso das
condigbes de exposicdo e a avaliagéo integrada de endpoints moleculares, celulares,
fisiolégicos, comportamentais e transgeracionais, esse modelo contribui para a
compreensao dos mecanismos de dano, tolerancia e adaptagdo associados a
exposicao radiologica. Assim, sua utilizagao oferece suporte cientifico para investigar
efeitos ambientais da radiacdo em organismos ndo humanos e para subsidiar
interpretacbes mais precisas sobre risco biologico em contextos de exposi¢cao

radioativa (Sangsuwan et al., 2022; Trinca; Navascués, 2025).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar e implementar metodologias para o uso de Drosophila
melanogaster como modelo experimental no Laboratério de Radioecologia e Controle
Ambiental (LARCA), do Departamento de Energia Nuclear da Universidade Federal
de Pernambuco visando sua aplicagdo em estudos futuros nas areas de radioecologia,

citogenética e monitoramento ambiental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar o meio de cultura utilizado para manutencdo das larvas,

assegurando condigdes adequadas de crescimento e desenvolvimento.

e Padronizar o procedimento de oviposigao e obtencao de larvas de terceiro
instar (L3) para garantir glandulas salivares bem desenvolvidas e

cromossomos politénicos de qualidade.

e Padronizar a técnica de obtengdo dos cromossomos politénicos, desde a
dissecacdo das larvas até a preparagdo das laminas para analise

microscopica.

e Analisar a qualidade dos padrdes de bandas nos cromossomos politénicos

de Drosophila melanogaster.

e Verificar a reprodutibilidade do experimento, assegurando consisténcia nos
resultados obtidos em diferentes repeti¢des.
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4 METODOLOGIA

O estudo foi realizado no Laboratério de Radioecologia e Controle Ambiental
(LARCA), vinculado ao Departamento de Energia Nuclear (DEN) do Centro de
Tecnologia e Geociéncias (CTG) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),

utilizando exemplares de linhagem selvagem de Drosophila melanogaster.
4.1 MEIO DE CULTIVO DA DROSOPHILA MELANOGASTER

A criacdo de Drosophila melanogaster foi conduzida em meio de cultivo
padrao, preparado a partir de 200 g de banana madura homogeneizada, utilizada
como substrato base. A essa matriz foram adicionados 40 g de agucar cristal, 10 g de
fermento bioldgico, 75 g de farinha de milho, 25 g de farinha de aveia e 15 g de farinha
de centeio. Os componentes foram misturados a 500 mL de agua filtrada e submetidos
a cocgao por aproximadamente 15 minutos, visando a completa homogeneizagao do
meio. Apos o resfriamento a temperatura ambiente, foram incorporados 1,5 g de
Nipagin (DINAMICA), previamente solubilizado em 15 mL de &lcool etilico absoluto
(EMSURE), bem como 3 mL de acido ortofosforico (NEON) e 3 mL de acido propiénico
(NEON), os quais atuaram como agentes conservantes e inibidores de contaminagao

microbiolégica.

Apods o preparo, o meio de cultivo foi distribuido em potes de vidro cilindricos
com capacidade total de 200 mL. Em seguida, foi inserido em cada recipiente um
papel absorvente do tipo guardanapo, moldado em formato de cone, o qual atuou
como reservatério de agua. Adicionalmente, foi realizada a aplicagdo diaria de
fermento bioldgico na superficie do meio, com o objetivo de fornecer uma fonte
continua de microrganismos, especialmente leveduras, que constituem a principal
base alimentar das larvas de Drosophila melanogaster (Ashburner; Roote, 2007). O
meio de cultivo foi entdo mantido em condi¢des controladas de temperatura (23 °C),
sob uma bandeja com agua garantindo um ambiente adequado para o
desenvolvimento e a manutengao das populacdes de Drosophila melanogaster.
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Figura 12 — Meio de cultivo pronto

Fonte: O autor, 2026.

4.2 PADRONIZACAO DO TEMPO DE OVIPOSIGAO

O procedimento de oviposi¢ao foi padronizado mediante a exposi¢cao dos
adultos ao meio de postura por um periodo de 24 horas. Essa limitagao temporal foi
adotada com o objetivo de controlar a densidade populacional das culturas, evitando
a deposicao excessiva de ovos em um mesmo recipiente e minimizando efeitos
decorrentes da alta densidade larval, tais como competicdo intraespecifica por
alimento e espaco, além de alteracdes nas condi¢cdes do substrato de criagao, fatores
capazes de interferir no desenvolvimento dos individuos (Kuhn, 2020). Inicialmente,
0os adultos foram submetidos a anestesia por exposicdo ao éter etilico para
imobilizagdo temporaria e posterior triagem. A distingdo sexual foi realizada sob
Estereomicroscépio Binocular LM360BZ Lumen® com base nas caracteristicas
morfolégicas associadas ao dimorfismo sexual da espécie. Apds a separagao dos
sexos, foram constituidos grupos contendo cinco casais por frasco de criagao,

propor¢ao adotada para garantir quantidade suficiente de ovos sem promover elevada
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densidade de adultos, condicdo que poderia comprometer o comportamento

reprodutivo e a eficiéncia da oviposigao.

Os casais foram transferidos para frascos contendo meio de criacéo fresco e
adequado a postura, visando fornecer condi¢ées nutricionais apropriadas e um
substrato favoravel a deposigcdo dos ovos. Durante todo o periodo de oviposi¢ao, os
recipientes permaneceram acondicionados em ambiente com temperatura entre 20
°C e 23 °C, faixa correspondente as condigdes rotineiramente empregadas na
manutencgao das colbnias em laboratério. Apds 24 horas, os adultos foram removidos
dos frascos, interrompendo a deposicdo de novos ovos e preservando a densidade

populacional previamente estabelecida.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da padronizagao da oviposigao sobre a
obtencdo das larvas utilizadas no estudo, os individuos provenientes desse
procedimento foram comparados aqueles oriundos de uma cultura controle mantida
sob as condi¢cbes convencionais de criacdo do laboratério. Nessa cultura, nao foi
estabelecida restrigdo quanto ao periodo de oviposigao, tampouco quanto ao numero
de individuos adultos presentes nos recipientes de criagdo, permitindo-se a deposi¢ao
continua de ovos e o desenvolvimento dos organismos em condi¢gdes nao controladas
de densidade populacional. A comparagcao entre ambas as condicdes experimentais
possibilitou avaliar os efeitos da padronizagao proposta sobre as caracteristicas das
larvas obtidas para as analises subsequentes. Apds a eclosdo, as larvas foram
mantidas até atingirem estagio L3 em estado de wandering. Foram selecionadas
exclusivamente larvas nesse estagio em razdo do maior desenvolvimento das GS,

condicdo que favorece a obtencdo de cromossomos politénicos de melhor qualidade.

As analises morfométricas foram realizadas em microscopio éptico equipado
com camera calibrada modelo ICC50 E®, utilizando objetiva de 10x. A escolha dessa
objetiva deveu-se ao fato de corresponder ao menor aumento disponivel para o
modelo de microscopio empregado, permitindo a visualizagao das larvas e a obtencao
das mensuragdes morfolégicas. Foram avaliados 120 individuos, sendo 60
provenientes da cultura padronizada e 60 provenientes da cultura controle. Para cada
espécime foram obtidas medidas morfolégicas, posteriormente utilizadas na

comparagao entre as duas condi¢cdes experimentais. A partir dos dados obtidos, foram
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calculadas as médias de mensuragao para cada grupo, permitindo verificar possiveis

diferengas morfométricas associadas a padronizagao da oviposigao.

Figura 13 — Procedimento de oviposi¢céo e analise morfométrica.
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Fonte: O autor, 2026.
4.3 DISSECAGCAO DAS LARVAS

Inicialmente foi realizado o preparo da solu¢cdo adaptada de Santos (1989)
tipo ringer inseto, que foi realizado a partir da pesagem separada dos sais em balanca
analitica, sendo utilizados 7,5 g de cloreto de sédio (QUIMICA MODERNA), 0,35 g de
cloreto de potassio (QUIMICA MODERNA) e 0,21 g de cloreto de célcio (DINAMICA).
Os sais foram transferidos para um béquer, ao qual foram adicionados agua destilada
até o volume final de 1000 mL. A mistura foi homogeneizada com auxilio de um bastao
de vidro até completa dissolucdo, obtendo-se assim a solugao utilizada para

dissecacgao das larvas que pode ser refrigerada e utilizada por até 2 meses.

Para a obtengao das GS, uma gota da solugao de ringer foi colocada sobre
um vidro de reldgio limpo ou placa de petri, onde foi adicionada uma larva L3 de

Drosophila melanogaster. A dissecagao foi realizada sob Estereomicroscopio
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Binocular LM360BZ Lumen® em aumento de 4x, utilizando pingas de ponta fina
(modelo Sigma T5790) e agulhas. Inicialmente, foi localizado o extremo anterior da
larva, identificando os ganchos bucais de coloragdo negra. Uma pinga foi posicionada
entre o terceiro e quarto segmento da larva para fixagdo, enquanto a outra foi colocada
atras dos ganchos bucais. O movimento lento e em diregdes opostas permitiu o
estiramento da larva, fazendo com que as GS permanecessem aderidas a regiao
mandibular, geralmente acompanhadas por um corpo graxo longo e delgado. Apos a
extracdo, todos os demais 6rgaos e fragmentos de cuticula foram cuidadosamente
removidos, deixando apenas as GS sobre a lamina, que posteriormente foram

utilizadas para a analise dos cromossomos politénicos.

Figura 14 — Esquema do passo a passo de dissecagao

1. Foi colocado em uma placa de petri 2 Localizado o extremo anterior da 3. Posicionado uma das pingas entre o
uma gota de soro tipo ringer inseto larva identificando os ganchos terceiro e o quarto segmento da larva
sob o estereoscopio e adicionado a bucais de coloragao negra. para fixacdo, enquanto a outra é
larva. colocada atras dos ganchos bucais.

4. i F it B ik " a
Com as pingas ja 'posmonadas Apos a retirada das glandulas., algurnas 6. glandulas salivares dissecadas ideais
executou-se movimentos lentos em estruturas permanecem aderidas, é =

W z . 2 para as preparagoes.
diregdes opostas. importante retirar todo tecido excedente

para melhor resultado.

u*

4.4 PREPARACAO DAS LAMINAS DE CROMOSSOMO POLITENICO

Fonte: O autor, 2026.

As laminas e laminulas foram preparadas inicialmente por meio de lavagem

cuidadosa com sab&o neutro, com o objetivo de remover residuos e promover a
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desengorduragdo. Em seguida, foram enxaguadas em agua corrente para a
eliminagcéo de qualquer residuo de sabao e, posteriormente, imersas em alcool 70%
por, no minimo, 30 minutos, visando a remog¢ao de contaminantes organicos. Apos
esse periodo, foram retiradas com auxilio de pinga limpa e secas com papel

absorvente.

Para a fixagao celular, seguindo o protocolo adaptado de Santos (1989), foi
preparada uma solucdo alcool-acética, obtida pela adicao de alcool etilico absoluto
(Quimica Moderna) e acido acético glacial (Quimica Moderna) na proporg¢ao de 3:1
em um béquer de 100 mL, seguida de homogeneizagao com bastao de vidro. Também
foi preparada uma solugdo de acido acético a 45%, composta por 5,5 mL de agua
destilada e 4,5 mL de acido acético glacial, devidamente homogeneizada. Ambas as
solugdes fixadoras foram preparadas diariamente, imediatamente antes de sua
utilizagao. Esse procedimento foi adotado devido a instabilidade dessas misturas apos
periodos prolongados de armazenamento, uma vez que alteragbes em sua
composi¢cao quimica decorrentes da volatilizacdo dos componentes podem

comprometer a eficiéncia da fixacao celular.

As GS obtidas na dissecacao foram transferidas para uma lamina, na qual foi
adicionada uma gota da solugdo alcool-acética, permanecendo por 2 minutos para
fixagao celular. Em seguida, foi aplicada uma gota da solugéo de acido acético a 45%,
aguardando-se 5 minutos. Essa etapa teve como finalidade atuar sobre as
membranas celulares e nucleares das células das GS, favorecendo a dispersao do
conteudo celular e o acesso do corante ao material nuclear/cromossdmico durante a
etapa de coloracdo. O excesso foi retirado com papel filtro e, posteriormente, foi
adicionada uma gota do corante orceina acética a 2% (Exodo Cientifica),

permanecendo por 3 minutos para permitir a coloragdo adequada dos cromossomos.

Apds a coloragdo, a laminula foi cuidadosamente posicionada sobre a
amostra, recobrindo a regido da lamina onde se encontravam as GS. O
posicionamento foi realizado de forma gradual e controlada, a fim de manter o material

corretamente disposto entre a lamina e a laminula.

Em seguida, foi realizada a técnica de squash, por meio da aplicagado de
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pressao vertical com o dedo polegar sobre a regido central da laminula,
correspondente ao local de posicionamento das GS. Para isso, a lamina foi recoberta
com papel filtro, sobre o qual a presséo foi aplicada de forma firme, direta e controlada.
A pressao foi mantida por aproximadamente 2 a 5 segundos, com o objetivo de
promover o espalhamento do material e favorecer a exposicdo dos cromossomos

politénicos.

Durante o procedimento, evitou-se a realizagdo de movimentos laterais ou de
arraste, sendo empregada apenas pressao direta sobre a amostra. A intensidade da
forca aplicada foi controlada durante a etapa de squash, evitando-se tanto a aplicagao
de forga insuficiente, que poderia dificultar a dissociacdo do tecido glandular e o
espalhamento dos cromossomos, quanto a aplicacao de forga excessiva, que poderia
comprometer a integridade do material biolégico, da laminula ou da prépria lamina.
Em seguida, as bordas da laminula foram seladas com esmalte vermelho para evitar

deslocamento e preservar a amostra.

Figura 15 — Processo de fixacao, coloragdo e montagem das laminas de

cromossomo politénico.

As glandulas salivares obtidas 9 Foi adicionada uma gota da 9 Em seguida, foi aplicada uma o O excesso da fixador foi
na dissecagao foram transferidas solugio alcool-acética, gota da solugdo de acido acético retirado com o auxilio de
para uma lamina. permanecendo por 2 minutos a 45%, aguardando-se 5 minutos. papel filtro, sem encostar
para fixagao celular. nas glandulas.
/ O / O o
/ D ]~ /
e Posteriormente, foi adicionada o Ap6s a coloragao, uma laminula e Posteriormente, a técnica de squash

uma gota do corante orceina foi cuidadosamente posicionada foi realizada para espalhamento do
acética a 2%, permanecendo sobre a amostra. material e obtengao dos

por 3 minutos para permitir cromossomos politénicos para

a coloragdo adequada dos analise.

/ O ;’1 / bl
[ &= [ ~[/ie= {~/[==] ]

Fonte: llustracdo elaborada pelo autor com auxilio de inteligéncia artificial generativa

(OpenAl, ChatGPT modelo GPT-5.5) exclusivamente para a produgéo grafica, sendo
o conteudo cientifico revisado e validado pelo autor, 2026.
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A preparacdo foi observada em microscépio Optico da marca Leica
Microsystems®, modelo DM500®, equipado com camera acoplada de alto
desempenho modelo ICC50 E®, utilizando-se objetivas de 40x e 100x%, esta ultima

com imersao em Oleo, para identificagcado e analise dos cromossomos politénicos.

Nas laminas que apresentarem boa qualidade de preparacéo, pode ser realizado o
processo para torna-las permanentes. Esse procedimento consiste em mergulhar as
ldminas em nitrogénio liquido, retirar cuidadosamente a laminula com auxilio de
bisturi, submergir a preparagéo em alcool 96% por 10 minutos e, em seguida, aplicar
resina sintética (Entellan®) e uma nova laminula posicionada sobre a amostra,

garantindo sua preservacéao para analises futuras.

4.4.1 Testes de Padronizacédo das Preparagdes Citogenéticas

Com o objetivo de definir as condicbes mais adequadas para a preparagao de
laminas de cromossomos politénicos, foram realizados quatro testes metodoldgicos.
Os testes foram conduzidos a partir do protocolo adaptado de Santos (1989), com
ajustes realizados em laboratério durante a etapa de padronizagéo, especialmente
nas fases de fixacdo. Para avaliar a influéncia do tempo de permanéncia no acido
acético a 45% sobre a preparagao das laminas de cromossomos politénicos, foram
realizados quatro testes metodoldgicos, correspondentes aos tempos de 2, 5,10 e 15
minutos. A escolha desses intervalos teve como finalidade verificar, de forma
progressiva, o efeito do aumento do tempo de exposi¢cdo ao acido acético sobre o
material glandular e cromossdémico, considerando sua fungédo no preparo das células

das GS para a coloragao e para a posterior técnica de squash.

Cada teste foi executado sob uma condigdo metodoldgica previamente
estabelecida, mantendo-se constantes as demais etapas do preparo, a fim de reduzir
variacdes externas e permitir a comparacao entre as laminas obtidas. As GS utilizadas
foram processadas conforme o procedimento descrito anteriormente, incluindo
transferéncia para lamina, aplicagao das solugdes fixadoras, coloracdo com orceina
acética a 2%, posicionamento da laminula e realizagado do squash.

Apoés a preparagédo, as laminas foram observadas em microscopio optico e
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avaliadas segundo critérios previamente definidos: visualizagdo cromossdmica,
preservacao estrutural, espalhamento pds-squash e avaliagao geral da preparagao. A
visualizagdo cromossémica foi analisada considerando nitidez, contraste e
possibilidade de identificagdo dos cromossomos politénicos. A preservagao estrutural
foi avaliada com base na integridade do cromossémico apds o preparo. O
espalhamento pds-squash considerou a distribuicdo do material sobre a lamina e a
presenga de sobreposicbes que pudessem dificultar a analise. A avaliagdo geral
integrou os critérios anteriores, permitindo verificar a adequagéo de cada condigao

testada para a obtencao de preparacdes citogenéticas satisfatorias.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados por meio de estatistica descritiva,
utilizando-se a frequéncia absoluta e a frequéncia relativa das preparacoes
citogenéticas classificadas como adequadas para analise. Para a sintese dos
resultados, foi calculada a média aritmética simples dos percentuais de laminas

satisfatérias em cada repeticdo experimental.

Adicionalmente, foi realizada a mensurag¢ao morfoldgica das larvas, utilizando-
se os valores obtidos para o calculo das médias e dos desvios-padrao do tamanho
larval, com a finalidade de avaliar a homogeneidade das amostras e possiveis
variagdes no desenvolvimento entre os grupos estudados. Para a comparacgao entre
os grupos Controle e Teste, foi empregado o teste t de Student para amostras
independentes, considerando-se cada amostra como uma unidade experimental
correspondente entre os grupos. A significancia estatistica foi estabelecida ao nivel
de 5% (p<0,05).

A reprodutibilidade do protocolo foi avaliada com base na quantidade de
repeticdes experimentais que resultaram em preparagdes citogenéticas satisfatorias,
permitindo verificar a estabilidade do método empregado. Dessa forma, a abordagem
estatistica adotada possibilitou avaliar a consisténcia metodolégica do protocolo,
assegurando maior confiabilidade aos resultados obtidos e fundamentando sua

aplicagéo em estudos futuros de radioecologia e genotoxicidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O meio de cultura empregado apresentou desempenho satisfatério durante
todo o periodo experimental, fornecendo condigdes adequadas para o
desenvolvimento de Drosophila melanogaster. Nao foram observados sinais de
contaminagao microbioldgica, ressecamento excessivo ou degradagédo prematura do
substrato que pudessem comprometer a sobrevivéncia ou o desenvolvimento dos
organismos. Os adultos mantiveram atividade reprodutiva normal, com deposi¢ao de
ovos em todas as culturas estabelecidas, além da eclos&o das larvas e progresséo do
desenvolvimento até o estagio larval L3, selecionado para as analises citogenéticas e
morfométricas. Esses resultados indicam que o meio utilizado ofereceu suporte
nutricional e condi¢des fisico-quimicas adequadas para a manutencdao do ciclo

bioldégico da espécie.

A mensuracado morfoldgica das larvas L3 evidenciou diferenca entre o grupo
Controle, sem restricdo no tempo de oviposi¢do e no numero de individuos, € o grupo
Teste, submetido a padronizagao do tempo de oviposicao e a restricdo do numero de
individuos. A analise comparativa das medidas larvais demonstrou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos pelo teste t de Student para amostras
independentes. O grupo Teste apresentou largura média corporal superior a do
Controle, com diferenca média de aproximadamente 0,141 mm, correspondente a um
aumento de cerca de 38,0%. O resultado estatistico indicou p < 0,0001, confirmando
que a diferenga observada ndo ocorreu ao acaso. Dessa forma, rejeita-se a hipotese
nula de auséncia de diferenga entre Controle e Teste, confirmando que houve

aumento significativo das medidas larvais no grupo Teste.
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Tabela 1 - Comparacgao das medidas morfolégicas larvais entre os grupos

Controle e Teste

Medida Valor

n 120

Média e DP Controle 0,371 mm £ 0,035 mm
Média e DP Teste 0,512 mm £ 0,044 mm
Diferenca média, Teste — Controle 0,141 mm
Desvio-padrao das diferencas 0,053 mm

t calculado -19.391

Graus de liberdade 112.8

p-valor, bicaudal p < 0,0001

IC95% da diferenga média 0,127 a 0,155 mm

Fonte: Elaborado no software minitab, 2026.

A maior largura meédia observada no grupo Teste indica que a padronizagao
experimental favoreceu o desenvolvimento larval, possivelmente em razdo da redugao
da competicao intraespecifica por alimento e espacgo. Culturas excessivamente
densas tendem a produzir larvas menores e fisiologicamente mais frageis, o que pode
comprometer tanto a integridade das GS quanto a qualidade das preparagdes
cromossOmicas. Esses achados estdo de acordo com Kuhn (2020) e corroboram com
Edgar et al., (2014), que relacionam o crescimento larval em Drosophila melanogaster
a atividade metabdlica celular e ao grau de poliploidia das células glandulares. Assim,
condi¢des adequadas de cultivo favorecem nao apenas o desenvolvimento somatico
das larvas, mas também a obtencdo de glandulas salivares mais desenvolvidas e

adequadas a analise dos cromossomos politénicos.

As dissecagbes das larvas L3 foram realizadas com éxito, permitindo a
obtencdo integra das GS. As estruturas apresentaram morfologia preservada e
adequada para as etapas subsequentes de preparagdo e andlise citogenética. A

utilizacao da solugdo adaptada tipo ringer e a execugao cuidadosa da técnica de
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dissecacgao contribuiram para a manutencédo da integridade dos tecidos durante o

procedimento.

Nos testes iniciais para obteng¢ao dos cromossomos politénicos, observou-se
auséncia de espalhamento adequado do material cromossémico apds a técnica de
squash. Durante a padronizacdao metodolégica, verificou-se que a solugédo salina
utilizada inicialmente apresentava concentragdo de sais superior a recomendada por
Santos (1989) para preparagdes citogenéticas de GS de Drosophila melanogaster.
Essa condicdo foi associada a formagdo de cristais e precipitados durante o
processamento citoldgico, dificultando a dispersao homogénea dos cromossomos e

comprometendo a visualizagdo das bandas politénicas.

Os primeiros testes, portanto, ndo resultaram em cromossomos politénicos
analisaveis. Apos a identificagdo da salinizacdo excessiva como principal fator
limitante, uma nova solugao foi preparada com redugdo da concentracdo salina,
visando manter o equilibrio osmdético adequado durante a dissecacgao e a fixagao das
glandulas salivares. Apos esse ajuste, observou-se melhora significativa na
preservacao estrutural das amostras e na qualidade das preparagdes cromossémicas
como mostra a figura 16. Esse resultado esta de acordo com Johansen et al. (2009),
que destacam que pequenas alteracdes nas condi¢des fisico-quimicas das solucdes
utilizadas podem interferir diretamente na integridade estrutural e no espalhamento

cromossOmico
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Figura 16 - Comparacéao entre preparagdes citogenéticas de cromossomos
politénicos de Drosophila melanogaster.

Legenda: A figura apresenta uma comparagdo entre cromossomos
politénicos obtidos nos primeiros testes em A e B e os confeccionados apds o ajuste
da solucao salina em C e D.

Fonte: O autor, 2026.

Além da analise morfométrica e do ajuste da solugao salina, foi realizada a
avaliacdo comparativa da qualidade das preparagdes citogenéticas de cromossomos
politénicos submetidas a diferentes tempos de exposicdo ao acido acético 45%
(fixador 2). Em todos os procedimentos, o tempo de exposi¢ao ao fixador 1 (alcool-
acético) foi mantido em 2 minutos, e o tempo de coloragao foi mantido constante em
3 minutos conforme proposto por Santos (1989). Foram analisadas 40 laminas

distribuidas entre os 4 diferentes testes experimentais igualmente.
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Tabela 2 - Avaliagéo da influéncia do tempo de exposi¢cao ao acido acético 45%
(fixador 2) na qualidade das preparagdes citogenéticas de Drosophila melanogaster.

Critério Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4
analisado (2 min) (5 min) (10 min) (15 min)
Visualizagao Alta Alta (boa Moderada Baixa
L (excelente nitidez e (boa nitidez (redugéo
cromossomica nitidez e contraste) com inicio de | perceptivel do
contraste) perda de contraste)
definigao)
Preservacao Excelente Boa Regular Moderada
(estruturas (estruturas (alteracoes (degeneracao
estrutural integras e preservadas) estruturais parcial das
bem leves) estruturas)
delimitadas)
Espalhamento Otimo Bom (leve Prejudicado Ruim
i (dispersao tendéncia a (aglomerados | (sobreposicéao
Pos-squash | homogenea) | aglomeragéo) e discreta moderada e
sobreposicao) baixa
disperséo)
Avaliacao Melhor Bom Desempenho | Desempenho
| desempenho | desempenho insatisfatério insatisfatorio
gera

Fonte: O autor, 2026.

Os parametros avaliados incluiram visualizagdo cromossémica, preservagao
estrutural das GS e qualidade do espalhamento cromossdmico apods a técnica de
squash. Observou-se que o tempo de exposi¢cao de 2 minutos ao acido acético 45%
apresentaram o melhor desempenho geral entre os grupos experimentais. Nesse
tratamento, a visualizagdo cromossdmica foi classificada como alta, com excelente
nitidez e contraste, permitindo identificagcdo mais precisa das bandas cromossdémicas.
A preservagao estrutural das GS também foi considerada excelente, demonstrando
manutengdo adequada da integridade celular. O espalhamento pds-squash
apresentou dispersdo homogénea dos cromossomos, favorecendo a observacao

citogenética.

No teste com 5 minutos de exposicdo, os resultados permaneceram

satisfatorios, embora ja fosse perceptivel leve tendéncia a aglomeracéo
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cromossbmica. A preservagao estrutural foi classificada como boa e a visualizagao
manteve nitidez adequada, indicando que esse tempo ainda pode ser considerado

eficiente para obtencao de preparagdes utilizaveis.

Entretanto, os testes com 10 e 15 minutos evidenciaram reducao progressiva
da qualidade citolégica. No tempo de 10 minutos, observou-se inicio de perda de
definicho cromossémica, presenca de aglomerados e discreta sobreposicéo
estrutural. Ja no tratamento de 15 minutos ocorreram alteracbes mais severas,
incluindo degeneragcao parcial das estruturas celulares, diminuicdo do contraste
cromossémico e intensa sobreposicdo apos o0 squash, comprometendo
significativamente a analise microscopica. A figura 17 demonstra exemplares dos

cromossomos politénicos avaliados no teste de permanéncia do fixador 2.

Figura 17 - Cromossomos politénicos submetidos ao teste de exposi¢cédo no acido
acético 45%.

.
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Legenda: A figura mostra exemplares dos testes de tempo no fixador 2, onde a letra

“A” corresponde ao Teste 1, “B” Teste 2, “C teste 3 e “D” Teste 4 respectivamente.
Fonte: O autor, 2026.

Esses resultados demonstram que o aumento excessivo do tempo de
exposicao ao acido acético 45% prejudicam a integridade das células das GS e a
organizagdo dos cromossomos politénicos. Embora o &cido acético atue na
desnaturacao proteica e na permeabilizacao celular, exposi¢cdes prolongadas podem
intensificar a degradacdo estrutural, reduzindo a qualidade morfolégica das
preparagdes. Esses achados estdo de acordo com Hofmann e Korge (1981), que

descrevem a elevada sensibilidade dos cromossomos politénicos as condi¢cdes de
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fixagdo quimica, especialmente em relagdo a acdo de agentes acidos. Dessa forma,
a preservacgao da organizagao cromatinica depende diretamente do controle rigoroso

das etapas de fixacao.

A analise das repeti¢cdes experimentais revelou percentual global de sucesso
de 67,5%, considerando o total de laminas classificadas como adequadas para
analise. Entre as quatro repeticbes realizadas, a terceira apresentou melhor
desempenho, com 75% de sucesso, enquanto a primeira apresentou menor eficiéncia,
com 60%.

Tabela 3 — Reprodutibilidade entre repeticbes experimentais

Repeticao N° de laminas | Adequadas Inadequadas | Sucesso (%)
Experimental
Repeticao 1 20 12 8 60
Repeticao 2 20 13 7 65
Repeticao 3 20 15 5 75
Repeticao 4 20 14 6 70
Total 80 54 26 67,5

Fonte: O autor, 2026.

Embora tenha sido observada variacdo entre as repeticoes, os resultados
indicam consisténcia metodoldgica satisfatéria para aplicagdo laboratorial. A
variabilidade residual pode estar associada a fatores técnicos inerentes a técnica de
squash, como a pressao aplicada a laminula, o tempo de manipulagao do material
bioldgico e a uniformidade da fixagao celular. Ainda assim, o percentual de sucesso
obtido demonstra que o protocolo pode ser reproduzido de forma confiavel quando as

etapas experimentais sdo rigorosamente controladas.

De modo geral, a padronizagdo das condi¢des de cultivo, oviposicao,
dissecagao, composicao da solugcao salina e tempo de fixagao foi determinante para
a obtencdo de preparagdes citogenéticas de melhor qualidade em Drosophila
melanogaster. A uniformizagdo do desenvolvimento larval favoreceu a obtencao de

larvas L3 mais homogéneas e com GS mais desenvolvidas, enquanto o ajuste da
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solugdo salina e a reducgao do tempo de exposi¢cao ao acido acético 45% contribuiram
para a preservagao estrutural e para o espalhamento adequado dos cromossomos

politénicos.

Do ponto de vista aplicado, a metodologia padronizada apresenta potencial
para utilizagdo em estudos de radioecologia e monitoramento ambiental. Os
cromossomos politénicos de Drosophila melanogaster constituem estruturas
sensiveis a deteccao de alteragdes cromossdémicas induzidas por agentes fisicos e
quimicos, permitindo analises de genotoxicidade em ambientes submetidos a
contaminagao radioativa ou a exposi¢ao cronica a radionuclideos. Nesse contexto, a
metodologia desenvolvida podera ser empregada em investigagdes relacionadas a
contaminagao ambiental decorrente de atividades mineradoras, exploragcao de uranio,
processamento de minerais radioativos, deposicdo de rejeitos industriais e
monitoramento de areas impactadas por radionuclideos naturais tecnologicamente

intensificados.

Além disso, a elevada resolucdo estrutural dos cromossomos politénicos
possibilita a identificacdo de alteracbes morfoldgicas associadas a instabilidade
cromossOmica e a disturbios na organizacdo da cromatina. Agentes genotoxicos,
incluindo a RI, podem induzir danos ao DNA e desencadear respostas celulares
relacionadas ao reparo genémico, remodelamento da cromatina e regulagéo do ciclo
celular, conforme descrito por Jackson e Bartek (2009). Embora muitos desses
processos ocorram em nivel molecular, alteragdes em regides cromossOmicas
especificas podem ser investigadas por meio da analise citolégica dos cromossomos

politénicos.

Portanto, os resultados obtidos consolidam a metodologia padronizada como
uma ferramenta experimental robusta, reprodutivel e aplicavel a diferentes areas da
citogenética ambiental e da radioecologia. A implementagdo desse protocolo amplia
as perspectivas de utilizacdo de Drosophila melanogaster em estudos de mutagénese,
genotoxicidade e monitoramento ambiental de areas potencialmente impactadas por
RI, contribuindo para o desenvolvimento de abordagens biolégicas voltadas a

avaliagao de risco ambiental e a protecao radiolégica de ecossistemas.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo padronizou e implementou metodologias para o uso de
Drosophila melanogaster como modelo experimental no LARCA/DEN/UFPE,
estabelecendo uma base metodolégica reprodutivel para aplicagbes em

radioecologia, citogenética e monitoramento ambiental.

A padronizagao do meio de cultura e da oviposi¢cao favoreceu a obtencgao de
larvas L3 mais homogéneas e com melhor desenvolvimento das GS, refletindo na
qualidade das preparagdes cromossémicas. Os dados morfométricos demonstraram
aumento significativo da largura média larval no grupo padronizado, indicando

melhores condi¢des de desenvolvimento e menor competigao intraespecifica.

Na obtencdo dos cromossomos politénicos, observou-se que a composigao
da solucdo salina e o tempo de exposicdo ao acido aceético 45% influenciaram
diretamente a qualidade das preparagdes citogenéticas. A menor concentragao salina
favoreceu o espalhamento cromossOmico, enquanto a exposi¢gao por 2 minutos ao
acido aceético apresentou melhor visualizagao, integridade e dispersdo homogénea

dos cromossomos, permitindo padrdes de bandas adequados a analise microscépica.

A reprodutibilidade experimental apresentou 67,5% de sucesso,
demonstrando consisténcia entre as repeticbes e viabilidade do protocolo para
aplicacao laboratorial continua. Assim, conclui-se que as metodologias estabelecidas
constituem uma ferramenta robusta e reprodutivel, fortalecendo o uso de Drosophila
melanogaster em pesquisas futuras sobre radioecologia, genotoxicidade e

monitoramento dos efeitos bioldgicos da RI.
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APENDICE A

Tabela de medidas das larvas L3 de Drosophila melanogaster em milimetros (mm)

Amostra Controle (mm) Teste (mm)
1 0,375 0,539
2 0,422 0,517
3 0,373 0,534
4 0,345 0,525
5 0,385 0,502
6 0,371 0,563
7 0,376 0,504
8 0,323 0,517
9 0,298 0,525

10 0,339 0,490
11 0,379 0,540
12 0,368 0,480
13 0,413 0,504
14 0,463 0,535
15 0,352 0,503
16 0,305 0,504
17 0,425 0,508
18 0,299 0,438
19 0,359 0,534
20 0,403 0,424
21 0,350 0,511
22 0,413 0,551
23 0,376 0,473
24 0,358 0,500
25 0,374 0,486
26 0,385 0,540
27 0,390 0,424
28 0,395 0,517
29 0,416 0,575
30 0,404 0,604
31 0,354 0,455
32 0,399 0,530
33 0,395 0,477
34 0,396 0,519
35 0,309 0,529
36 0,382 0,540
37 0,313 0,431
38 0,419 0,538
39 0,364 0,564
40 0,349 0,519
41 0,351 0,507

I
N

0,348 0,459




43 0,373 0,573
44 0,332 0,546
45 0,361 0,522
46 0,407 0,513
47 0,382 0,579
48 0,362 0,508
49 0,314 0,594
50 0,417 0,442
51 0,380 0,424
52 0,383 0,562
53 0,366 0,484
54 0,372 0,460
55 0,417 0,561
56 0,333 0,489
57 0,361 0,427
58 0,372 0,487
59 0,387 0,532
60 0,328 0,582
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