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RESUMO

PEREIRA, LARISSA EDRIENE MACHADO. Analise dos danos no DNA da avifauna por
meio da eletroforese em gel de célula unica. 2025. Trabalho de Conclusao de Curso
(Graduagdo) - Bacharelado em Ciéncias Biologicas. Instituto Federal Goiano Campus Rio

Verde, Goias. Rio Verde, Goias, 2025.

O Ensaio Cometa ¢ uma técnica sensivel, rapida e de facil aplicagdo, necessitando de pouca
amostra biologica. Este ensaio tem sido utilizado como biomarcador para a avaliagdo de danos
ao DNA por estressores ambientais tanto no ser humano quanto em animais silvestres, como as
aves. Sendo um dos grupos de vertebrados mais diversificados, a avifauna fornece um conjunto
de servicos ecossistémicos, além de estar presente em quase todo o planeta e contribuir com as
interagoes troficas, tornando esses animais 6timos bioindicadores. Diante disso, esse trabalho
teve como objetivo investigar estudos cientificos globais que utilizaram o Ensaio Cometa para
o biomonitoramento da avifauna. Foram encontrados 50 artigos entre os anos de 2001 e 2025,
distribuidos por 17 paises. A maioria dos trabalhos foram realizados em laboratorio, com as
espécies de aves mais analisadas sendo as domésticas. A agdo de metais pesados e produtos
quimicos na avifauna foram os estressores ambientais mais investigados nas pesquisas. O
delineamento do ensaio cometa variou entre os estudos, com o sangue sendo a principal amostra
analisada. O ensaio cometa ainda ¢ pouco utilizado na avifauna, principalmente em aves de vida
livre. Além disso, € possivel perceber que ha uma falta de padronizacao em relagdo a aplicagdo
do ensaio em diferentes etapas, como na duracdo da Lise e Eletroforese. Recomenda-se a
realizacdo de mais estudos com a eletroforese em gel de célula tnica na avifauna, uma vez que

¢ uma técnica simples e ndo invasiva, podendo ser aplicada junto a outros biomarcadores.

Palavras-chave: avifauna, bioindicadores, conservagao de espécies, ensaio genotdxico.



ABSTRACT

PEREIRA, LARISSA EDRIENE MACHADOQO. Analysis of DNA damage in birds using
single-cell gel electrophoresis. 2025. Undergraduate Thesis - bachelor’s degree Biological

Sciences. Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde, Goiés. Rio Verde, Goids, 2025.

The Comet Assay is a sensitive, rapid, and easy-to-apply technique that requires a small
biological sample. This assay has been used as a biomarker to assess DNA damage caused by
environmental stressors in both humans and wild animals, such as birds. As one of the most
diverse groups of vertebrates, birds provide a range of ecosystem services, are present almost
everywhere on the planet, and contribute to trophic interactions, making them excellent
bioindicators. Therefore, this study aimed to investigate global scientific studies that used the
Comet Assay for avifauna biomonitoring. Fifty articles were found between 2001 and 2025,
distributed across 17 countries. Most of the studies were conducted in laboratories, with
domestic birds being the most frequently analyzed bird species. The effects of heavy metals
and chemicals on birds were the most frequently investigated environmental stressors in the
research. The comet assay design varied between studies, with blood being the primary sample
analyzed. The comet assay is still rarely used in avifauna, particularly in free-ranging birds.
Furthermore, there is a lack of standardization regarding the assay's application at different
stages, such as lysis and electrophoresis times. Further studies using single-cell gel
electrophoresis in avifauna are recommended, as it is a simple and non-invasive technique that

can be applied alongside other biomarkers.

Keywords: avifauna, bioindicators, speacies conservation, genotoxic assay.
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1 INTRODUCAO

A avifauna ¢ um dos grupos de vertebrados mais diversificados do mundo,
apresentando mais de 11 mil espécies em todo o planeta (Lees et al, 2022). No Brasil, a
avifauna conta com 1971 espécies dispersas entre os variados biomas brasileiros, sendo 293
delas endémicas, levando o Brasil a ocupar o terceiro lugar entre os paises com maior indice de
endemismo (Pacheco et al., 2021). Ecologicamente diversas, as aves sdo essenciais na natureza,
contribuindo com as interagdes troficas e fornecendo um conjunto de servigos ecossistémicos,
como transporte de nutrientes, dispersao de sementes, criagao de habitat e regulacdo de insetos
(Scott; Korb, 2024). Além dessa importdncia ecoldgica, as aves possuem grande valor
econOmico, seja por meio da dieta humana (Kuo ef al., 2022) ou através do turismo (Schwoerer;
Dawson, 2022).

No entanto, muitas espécies de aves estdo em declinio em varias partes do mundo por
fatores como a perda e degradacdo de habitat (Neate-Clegg, 2024; Woinarski et al., 2024),
mudancas climaticas (Ahmadi et al., 2024), polui¢ao (Kitowski et al., 2024), espécies invasoras
(Bird et al., 2024), entre outros estressores ambientais. Assim, para avaliar o impacto antropico
sobre as espécies, surge os biomarcadores, que sdo ferramentas toxicologicas que ajudam a
detectar o efeito de xenobioticos sobre os organismos (Torres-Bugarin et al., 2014) e assim
determinar alguns animais como bioindicadores de satde dos ecossistemas. O aumento da
poluicao advinda das atividades antropicas expde cada vez mais os organismos vivos a agentes
toxicos, tornando a utilizagdo de biomarcadores essencial para a determinacdo dos efeitos
causados pos-exposi¢ao (Sommer; Buraczewska; Kruszewski, 2020). Os biomarcadores podem
ser descritos como alteragdes que ocorrem na resposta bioldogica de um organismo apos a
exposi¢ao a contaminantes, possibilitando a deteccdo dos efeitos em diferentes escalas
(molecular, celular e fisiol6gica) (Lionetto; Caricato; Giordano, 2019). Sendo assim, a escolha
de um biomarcador ¢ essencial na andlise de animais expostos a ambientes poluidos (de Freitas
etal., 2024).

O Ensaio Cometa ¢ um exemplo de biomarcador, sendo utilizado no biomonitoramento
de danos genéticos tanto em humanos como animais silvestres (Gajski et al, 2019). A
quantificacdo de danos no DNA através da lise de células embebidas em gel de agarose sob
condigdes alcalinas foi introduzida pela primeira vez por Rydberg e Johanson (1978). A técnica
foi aperfeigoada em 1984 por Ostling e Johanson, que descreveram um método de micro-
eletroforese sobre condi¢cdes neutras para detectar danos ao DNA em nivel de célula tnica.

Entretanto, ndo foi uma técnica muito aderida, sendo alguns anos depois modificada por Singh
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et al. (1988), que adicionaram a técnica a solu¢ao alcalina (pH < 13). Sobre condi¢ao neutra, o
teste proporcionava resultados apenas das quebras de fitas-dupla de DNA, enquanto em
condi¢do alcalina, foi possivel observar quebras de fita simples e duplas de DNA (Andem et
al., 2013). Desde a adigdo da solugdo alcalina ao ensaio (Singh et al. 1988), muitas
modifica¢des tém surgido.

A eletroforese em gel de célula tnica ¢ um método utilizado para analisar se ha algum
dano no DNA, funcionando de forma que a amostra ¢ adicionada a uma solucao de agarose de
baixo ponto de fusdo, que serd sobreposta a uma lamina microscopica que estara recoberta por
gel de agarose de alto ponto de fusdo; o proximo passo € levar a amostra para a eletroforese,
onde vai ser possivel observar a migragdo do DNA (Silva, 2022). Essa migracdo vai depender
do qudo danificado esta o material genético, sendo assim, ao observar o resultado obtido, ¢
possivel visualizar uma imagem onde terd uma “cabeca”, onde se encontra o DNA integro e a
“cauda do cometa”, que serd onde estd o DNA danificado (Liao et al., 2009). A avaliacao e
categorizagao do dano ¢ dividida em cinco categorias, com base na extensao do DNA migrado,
sendo 0 = sem danos; 1 = baixo nivel de danos; 2 = médio nivel de danos; 3 = alto nivel de
danos e 4 = totalmente danificados (Silva, 2022), além da utilizacdo de parametros para a
classificacdo referente ao dano sofrido, sendo eles o comprimento da cauda, o momento da
cauda de Olive, a % de DNA da cauda ¢ o momento da cauda (Xiao et al., 2020).

Na area da ecotoxicologia, o ensaio cometa tem sido aplicado em varios estudos
relacionados a danos de DNA causados por contaminantes quimicos em variados espécimes,
visando o biomonitoramento de areas possivelmente poluidas. Alguns estudos com peixes
(Khan et al., 2025; Asllani et al., 2025), anfibios (Jayawardena et al., 2021), répteis (Caliani et
al., 2014), aves (Beattie et al., 2022) e mamiferos (Nagaraju et al., 2022; Benvindo-Souza et
al., 2023) demonstraram a eficacia da técnica com diferentes organismos.

Os dados sobre o dano no DNA atribuido ao efeito da pressao ambiental na saude das
aves sdo importantes para gerar indicadores sobre a conservagdo das espécies da avifauna,
muitas das quais estdo ameagadas. A utilizagao das aves como bioindicadoras tem sido relatada
em varios estudos (Pinhatti et al., 2006; Adam et al., 2013; Baesse et al., 2015; Hussain et al.,
2015; de Faria et al., 2018; Anbazhagan et al., 2021; Silveira et al., 2022; Samaraweera et al.,
2022; Yao et al., 2023; Or6-Nolla et al., 2024; Nascimento et al., 2025), o que torna esse grupo
promissor para avaliacdo ecotoxicologica.

Dessa forma, esse trabalho objetiva investigar estudos globais que utilizaram o Ensaio

Cometa nas aves para gerar uma discussao sobres os reais impactos dos xenobidticos no DNA



desses animais, além de contribuir com a descri¢do dos padrdes e tendéncias dos estudos com

0 Ensaio Cometa como biomarcador da avifauna.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar e apresentar a producao cientifica global acerca do uso do Ensaio Cometa

como biomarcador da saude de aves.

2.2 Objetivos Especificos

Conhecer os principais fatores de exposicdo estudados e as espécies de aves
analisadas;

Analisar se os estudos sdo mais frequentes in situ ou em laboratorio;

Conhecer a tendéncia temporal e a distribuicdo geogréfica das pesquisas;
Identificar as revistas que publicaram os artigos, incluindo o seu fator de impacto;

Analisar o delineamento do ensaio cometa em aves.

10



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de dados

Os estudos foram rastreados nas bases de dados Web of Science e Scopus, com a
sequéncia de palavras-chave sendo utilizadas: TS=(Bird*) AND TS=(comet assay* OR single
cell gel electrophoresis® OR Single-Cell Gel* OR Alkaline Assay* OR Alkaline Comet* OR
Genotoxicity*). Como resultado da pesquisa, 314 artigos foram encontrados. Como critério de
inclusdo, apenas estudos originais foram analisados, com artigos de revisdo ou que nao
estivessem dentro do tema abordado sendo descartados. A busca abrangeu toda a literatura
disponivel até 17 de margco de 2025. Apos a leitura completa dos trabalhos e a remocgao de
duplicatas, apenas 50 artigos abordavam o ensaio cometa em aves. Desses artigos foram
compilados o 1) ano de publicagdo e pais do autor correspondente; ii) Revista de publicacao e o
fator de impacto; iii) tipo de estudo (laboratorio ou in situ); iv) espécies de aves estudadas; v)
os principais tipos de exposicdes avaliados; vi) tipo de amostra utilizada e local de retirada; vii)
delineamento do ensaio cometa (tempo de lise e eletroforese, corante, total de células analisadas

e forma de anélise do material).
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BASE DE DADOS:
Web os Science e Scopus

PALAVRAS-CHAVE
birds, comet assay, single cell gel
eletrophoresis, single cell gel, alkaline
assay, alkaline comet, genotoxicity

314 artigos encontrados

138 WoS Duplicatas retiradas: 31
176 Scopus
Leitura completa dos trabalhos e Estudos removidos com base
levantamento das variaveis no critério de inclusdo: 233

50 artigos apresentavam a utilizagao do
ensaio cometa nas aves

Figura 1. Esquema do delineamento do estudo. Fonte: Autora.

3.2 Anadlise dos dados
Os artigos foram compilados em uma planilha no Microsoft Excel, com os dados
numéricos sendo analisados por meio de estatistica descritiva (médias, desvios-padrao,

frequéncias e porcentagens).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Numero e distribuicao geografica dos estudos

Foram encontrados 50 artigos que utilizaram o ensaio cometa na avaliagdo da saude das
aves entre os anos de 2001 e margo de 2025 (Tabela 1). Entre os anos de 2001 e 2008 poucos
estudos com a técnica foram realizados. Nesse periodo, a maioria dos estudos avaliaram os
danos genotdxicos causados em aves pelo derramamento de residuos acidos advindos de uma
mineradora de pirita, ocorrido na Espanha, em 1998 (Pastor ef al., 2001; Pastor et al., 2004;
Baos et al., 2006). Foi apenas no ano de 2010 que atingiram seu pico, apresentando seis artigos
publicados, seguido de 2014 e 2016, com 5 artigos cada um (Figura 2). Em média, dois artigos
foram publicados por ano, sendo possivel notar o crescimento nesses estudos apos o ano de

2010.
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Figura 2. Numero de artigos publicados sobre o ensaio cometa em aves entre os anos de 2001 e 2025.
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Os cinquenta estudos foram produzidos por 17 paises (Fig.3), cujos Estados Unidos
(10), Paquistao (10) e Espanha (6) lideraram os trabalhos. Quando relacionado ao continente, a
Asia e a Europa foram os maiores produtores de pesquisas utilizando o ensaio cometa em aves,
com 16 artigos publicados cada, com a América do Norte (11), Africa (4) e América do Sul (3)
vindo em seguida. Entre os paises da América do Sul, o Brasil apresentou a maior produgao,

com dois artigos publicados.
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Figura 3. Paises onde os estudos com o ensaio cometa em aves foram publicados entre 2001 ¢ 2025.

Tabela 1. Artigos encontrados que utilizaram a eletroforese em gel de célula tnica em aves (titulos traduzidos

do inglés). FI — Fator de Impacto.

Titulo do artigo Autor (Ano) Revista
Nome FI!
Assessment of genotoxic damage by the comet
assay in white storks (Ciconia ciconia) after the  pagtor ef al. (2001) Mutagenesis 43
Donana ecological disaster.
An analysis of possible genotoxic exposure in
adult and juvenile Royal Terns in North Carolina, Maness(; Ems;ie etal. Waterbirds 0.6
2001
USA. Waterbirds
A 4 year follow-up analysis of genotoxic damage
in birds of the Dofiana area (south west Spain) in - pagtor et al. (2004) Mutagenesis 43
the wake of the 1998 mining waste spill
Evaluation of genotoxic effects of heavy metals
and arsenic in wild nestling white storks (Ciconia . .

Baos et al. (2006) Environmental Toxicology )38
ciconia) and black kites (Milvus migrans) from ' and Chemistry '
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Ecotoxicological consequences of urbanization:

A multi-biomarker approach to assessing sewage de Freitas et al. (2024)  Environmental Research 7.7

treatment plant effects on free-living birds

Evaluation of biological selenium nanoparticles

on growth performance, histopathology of vital

. . . . Naz et al. (2024 Veteri terl 5.2
organs and genotoxicity in Japanese quails azet al. ( ) cterinary Quarterly
(coturnix coturnix japonica).
House sparrows do not show a diel rhythm in
Rosen et al. (2024) Peer] 2.4

double-strand DNA damage in erythrocytes

A blood-based multi-biomarker approach reveals
different physiological responses of common Giov?;()e;j)e’ al. Environmental Research 77
kestrels to contrasting environments.

Blood, feathers, and eggs as bioindicators of

selenium sources and their impact on DNA  gpalid er al. (2025) Research in Veterinary 1.8

) ) Science
damage in Japanese quails (Coturnix japonica)

1.Dados retirados do Journal Citation Report referentes ao levantamento de 2024. 2. Dado fornecido pelo site da

revista.

4.2 Revistas e fator de impacto

Os artigos analisados foram publicados em 38 revistas (Tab. 1), com a Environment
Research e Environment Science and Pollution Research (ESPR) possuindo 3 artigos cada.
Ambas as revistas sdo direcionadas para a comunidade cientifica global, com a Environment
Research sendo uma revista de Ciéncias e Engenharia Ambiental focada em temas de relevancia
global que apresentem contextos ambientais na area da saude, toxicologia e mutagénese
(Science Direct, 2025), e a ESPR, ¢ uma revista da area das Ciéncias Ambientais, com um eixo
tematico focado em estressores quimicos e ambientais (Springer, 2025).

O fator de impacto (FI) ¢ uma métrica bibliométrica que mede a frequéncia com a qual
os artigos de uma revista sdo citados dentro de um periodo especifico (Else, 2019), sendo
calculado pela razdo entre o nimero total de citagdes recebidas em um ano e o nimero de artigos
publicados nos dois anos anteriores (Lariviere; Sugimoto, 2019). A Chemosphere apresentou o
maior FI entre as 38 revistas, com 8.1, seguida pela Environment Research (7.7) e Archives of
Toxicology (6.9). Mesmo que haja certa discordancia sobre o seu uso pelo mundo académico,
o FI ainda é métrica bastante utilizada por institui¢des e universidades como referencial de

qualidade da revista (Else, 2019).

4.1.2 Tipo de estudo (Laboratério/In situ)
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A maior parte dos estudos foram realizados em laboratério (36) e apenas 12 trabalhos
in situ, enquanto dois artigos abordaram das duas formas (in situ e laboratorio) (Fig.4).

A escolha do tipo de estudo ¢ um dos passos mais importantes dentro da pesquisa, uma
vez que ajuda a delimitar a metodologia do trabalho, como a escolha do estressor e dos animais
que serdo analisados. Com o laboratério proporcionando a realizacdo de experimentos
controlados, ¢ possivel pesquisar diferente niveis ao qual o estressor pode afetar uma ave.
Quanto aos estudos in situ, o pesquisador precisa se atentar aos diferentes tipos de estressores
que podem vir a afetar o animal, porém essa abordagem possibilita o estudo das aves em seu

ambiente natural.

Figura 4. Tipos de estudos com aves utilizando o ensaio cometa.

4.3 Espécies estudadas

Foram estudadas 74 espécies de aves, de 13 ordens e 36 familias (Tab.2), com as mais
analisadas sendo a familia Phasianidae, com o Gallus gallus domesticus (20%) e Coturnix
Jjaponica (16%) sendo as espécies predominantes. O Gallus gallus domesticus (Galinha
doméstica) ¢ uma ave com ampla distribuicdo pelo mundo, apresentando ciclo de
desenvolvimento curto, alimenta¢do onivora e baixo custo de manejo, além de possuirem uma
anatomia e fisiologia bastante conhecida; essas caracteristicas tornam essas aves um modelo
animal promissor para estudos ecotoxicologicos (Marin et al., 2023). Quanto a Coturnix
Jjaponica (Codorna-japonesa), com seu manejo simples e a necessidade de pouca alimentagao,

tornam-se 0timos modelos para as pesquisas (Khalid et al., 2025).
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Nas pesquisas com aves de vida livre, o Passer domesticus (Pardal-doméstico) foi o

mais estudado, sendo 8% das espécies avaliadas. Pertencente a ordem Passeriformes, essa

espécie convive em bandos e ¢ amplamente distribuida em areas urbanas. Seu modo de vida os

expoe a diferentes tipos de estressores, tornando esses animais 6timos bioindicadores.

Tabela 2. Espécies de aves mais encontradas nos estudos com Ensaio Cometa.

Estudadas em

. L. Numero de L.
Ordem / Familia Espécie L. Laboratorio ou In
publicacdes situ
Accipitriformes
Accipitridae Buteo spp. 1 Laboratério
Milvus migrans 2 In situ
Caprimulgiformes
Caprimulgidae Hydropsalis torquata 1 In situ
Nannochordeiles pusillus 1 In situ
Nyctidromus albicollis 1 In situ
Charadriiformes
Laridae Thalasseus maximus 1 In situ
Ciconiiformes
Ciconiidae Ciconia ciconia 3 In situ
Columbiformes
Columbidae Columba livia 3 In situ/Laboratério
Columbina squammata 1 In situ
Columbina talpacoti 1 In situ
Leptotila verreauxi 1 In situ
Coraciiformes
Momotidae Baryphthengus ruficapillus 1 In situ
Momotus momota 1 In situ
Cuculiformes
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Cuculidae

Falconiformes

Falconidae

Galliformes

Phasianidae

Passeriformes
Coerebidae

Fringillidae

Furnariidae
Hirundinidae
Icteridae
Laniidae
Motacillidae

Muscicapidae

Paridae

Parulidae

Passerellidae

Passeridae

Crotophaga ani

Falco tinnunculus

Alectoris barbara

Alectoris rufa

Coturnix japonica

Gallus gallus domesticus

Meleagris gallopavo

Pavo cristatus

Coereba flaveola

Carduelis chloris

Coccothraustes coccothraustes

Fringilla coelebs

Automolus leucophthalmus
Hirundo rustica
Agelaioides badius
Lanius collurio
Anthus trivialis

Erithacus rubecula

Luscinia luscinia

Phoenicurus ochruros

Parus major

Basileuterus culicivorus

Geothlypis aequinoctialis

Myiothlypis flaveola

Arremon taciturnus

Passer domesticus

10

In situ

In situ

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

In situ/Laboratorio

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ
In situ
Laboratorio
In situ
In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

Laboratorio
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Phylloscopidae
Pipridae

Sturnidae

Sylviidae

Thamnophilidae
Thraupidae

Tityridae
Turdidae

Tyrannidae

Phylloscopus sibilatrix
Antilophia galeata

Neopelma pallescens

Pipra fasciicauda

Sturnus unicolor

Sylvia atricapilla

Sylvia communis

Sylvia nisoria

Thamnophilus doliatus

Eucometis penicillata

Saltator similis

Sicalis flaveola

Thraupis sayaca

Volatinia jacarina

Schiffornis virescens

Turdus leucomelas

Turdus merula

Turdus philomelos

Turdus viscivorus
Cnemotriccus fuscatus

Corythopis delalandi

Elaenia cristata

Elaenia obscura

Leptopogon amaurocephalus

Megarynchus pitangud

Mionectes rufiventris

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ

In situ
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Myiophobus fasciatus 1 In situ

Sirystes sibilator 1 In situ
Tolmomyias sulphurescens 1 In situ
Piciformes
Picidae Colaptes melanochloros 1 In situ
Dendrocolaptidae Lepidocolaptes angustirostris 1 In situ
Bucconidae Monasa nigrifrons 1 In situ
Psittaciformes
Psittaculidae Melopsittacus undulatus 2 Laboratorio
Cacatuidae Nymphicus hollandicus 1 Laboratorio
Strigiformes
Strigidae Athene cunicularia 1 In situ

4.4 Tipos de exposi¢des avaliados pelos estudos

Diferentes tipos de exposi¢cdes foram avaliados (Fig.5), com os principais sendo a
exposi¢ao a metais pesados (8) e pesticidas (8). Houve a andlise de diferentes tipos de
estressores, como estressores sociais, fisioldgicos e mecanicos. A exposi¢do a poluicdo também
foi analisada, tanto na forma difusa, quanto pontual.

Os metais avaliados/encontrados nos estudos consistiram no caddmio (Cd), cromo (Cr),
chumbo (Pb), manganés (Mn), niquel (N1), cobalto (Co) e zinco (Zn). Elementos como o cobre
(Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn) fazem parte dos processos bioldgicos no
organismo, diferente do chumbo (Pb), cadmio (Cd), mercurio (Hg) e arsénio (As), que ndo
possuem qualquer fungdo positiva no organismo, sendo agentes intoxicantes para os seres vivos
(Santos et al., 2021). Todos os oitos estudos que avaliaram a acao dos metais pesados nas aves
encontraram danos genéticos, mostrando o potencial nocivo desses elementos para a avifauna.

Os pesticidas, utilizados extensivamente na agricultura visando a prote¢ao das culturas
contra pragas e doencgas, causam impactos significativos em organismos nao-alvo (da Silva et
al., 2025). Quando relacionado as aves, a exposicao a esses agentes quimicos pode ocorrer de
multiplas vias, como a ingestdo de sementes, frutos e presas contaminadas, resultando em uma
bioacumulagdo de agentes toxicos, € a exposi¢do direta através do ar, solo e agua. Dos oito

estudos revisados, trés abordaram o efeito de herbicidas e cinco analisaram inseticidas.
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Figura 5. Exposi¢des avaliadas pelos 50 estudos encontrados.

4.5 Amostras e local de obtencgao

O ensaio em si pode ser aplicado em praticamente qualquer tipo de célula derivada de
diferentes o0rgaos e tecidos de organismos eucarioticos (Gajski ef al., 2019). Em aves, amostras
de sangue periférico dominaram 72% dos trabalhos (Fig. 6). Médula dssea (2), espermatozoides
(2), figado (2) e cérebro (1) também apareceram em alguns trabalhos. A retirada de sangue
possibilita uma abordagem nao invasiva, uma vez que ndo necessita que haja o sacrificio do
animal.

A maioria dos pesquisadores utilizou a veia braquial das aves para a retirada de
amostras (38%), sendo seguido por outros locais, como o figado (18%) e a veia jugular (10%)

(Tab. 3).
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Figura 6. Amostras mais utilizadas pelos pesquisadores.

Tabela 3. Local de coleta utilizados pelos pesquisadores.

Coleta da amostra Numero de estudos

Veia braquial

—_
\e]

Figado
Veia jugular
Veia alar
Intestino
Bago
Cloaca
Coracao
Artéria da asa
Bursa de Fabricius
Cérebro
Coana
Dedo do pé
Medula 6ssea
Ossos da coxa
Rins
Sacos aéreos
Timo
Traqueia
Veia cutanea ulnar

Veia metatarsiana

S S S S S S e S S T ST N T VS N Y )

Veia tarsal

4.6 Delineamento experimental do Ensaio Cometa



Foi feita a analise da metodologia da eletroforese em gel de célula tinica utilizada pelos
pesquisadores, uma vez que a descri¢ao do delineamento experimental utilizado nos estudos se

faz importante para a replicag¢do e padronizacao da técnica.

4.6.1 Tempo de lise e eletroforese

O tempo de lise (Fig.7) apresentou certa variacao nos estudos, com o processo indo de
15 min até 11h de duracdo. Entretanto, o tempo mais utilizado pelos pesquisadores foi de 1 hora
(21). Em relacdo ao tempo de eletroforese (Fig.8), houve uma variagdo entre os estudos, porém,
eles ficaram concentrados em trés tempos especificos: 20 minutos (12), 30 minutos (11) e 10
minutos (5). Esses resultados sugerem que os processos de lise e eletroforese podem ocorrer
em um amplo espago de tempo, porém a um tempo padrao usado pela maioria.

Tanto o processo de lise quanto o de eletroforese sdo essenciais no ensaio cometa, visto
que ¢ durante essas etapas que ocorre a remog¢ao das membranas e componentes citoplasmaticos
e nucleares, ficando apenas o nucleoide (novelo de DNA enrolado), e a fragmentagdo do DNA
danificado (Garcia, 2016). Dos cinquenta estudos revisados, 16 ndo descreveram o tempo de
lise e 14 ndo descreveram o tempo de eletroforese. Segundo Moller ef al. (2020), a descrigado
detalhada dessas etapas metodologicas € essencial, visto que a duragdo da lise pode influenciar
nos resultados de maneiras diferentes em fung¢ao do tipo de lesdo sofrida pelo DNA, e o tempo

de eletroforese ¢ considerando um dos fatores de maior importancia para a migragdo do DNA.
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Figura 7. Tempo de lise do ensaio cometa seguido pelos pesquisadores.
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Figura 8. Tempo da eletroforese do ensaio cometa seguido pelos pesquisadores.

4.6.2 Corante

Os estudos apresentaram uma variedade de corantes, sendo o brometo de etidio o mais
utilizado para a visualizagdo do cometa (Fig.9). A extensa utilizacdo do brometo de etidio pode
ser atribuida a sua acessivel aplicabilidade, uma vez que permite a analise do material em um
microscopio padrdo, diferente do SYBR Gold, que necessita de um microscopio de

epifluorescéncia (Claro et al., 2024).

w ]

o 14

o

g 1L

2 a0

= B

@

= I

o

[ 'l

@ 4

= I

H B =
» - .
o . & - o i s
i R o Qf = A i 5
2 R & o oy Py
s % F =1 e & -
© - = s - = oo :f‘!-
o by o i
4 G 0
u! o
< v B

Figura 9. Corante utilizado para a colorag@o das laminas para a visualizagdo do material.

4.6.3 Total de células utilizadas
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A quantidade de células analisadas por lamina/animal apresentou variagdo (Tab.4), com
30% dos estudos avaliando 100 células. Segundo Claro et al. (2024), essa quantidade de

nucleotideos € o mais comum e recomendavel, por apresentar dados mais precisos.

Tabela 4. Quantidade de células analisadas.

Células analisadas Numero de publicacgdes
Nao especificado 20
100 15
150 5
50 4
400 2
75 1
85 1
180 1
313 1

*Por lamina/animal

4.6.4 Forma de analise

Os danos no DNA podem ser analisados e classificados de forma visual, através do
tamanho da cauda do cometa, ou por meio da utilizacdo de programas de analises (Claro et al.,
2024). Esses programas analisam o cometa por meio de pardmetros, como a porcentagem de
DNA presente na cabecga (nticleo) ou na cauda, comprimento da cauda, momento da cauda (%
de DNA na cauda x comprimento da cauda/100), e o momento da cauda de Olive.

Dos 50 estudos encontrados, 64% apresentaram o programa de andlise utilizado (Tab.5),
com o Comet Score (7) sendo o mais utilizado nos estudos. O Comet Score ¢ um programa de
analise gratuito, sendo possivel utiliza-lo apenas no sistema Windows. Essa ferramenta
possibilita a utilizacdo de métodos de segmentacdo do cometa automaticos, semiautomaticos e
manuais, com base nos limites de intensidade escolhido pelo pesquisador, além de possibilitar

a visualizacao dos parametros de avaliacdo e classificagdo do cometa (Beleon et al., 2022).

Tabela 5. Programas de computador utilizados para analise do cometa.

Forma de analise Nimero de publicacdes
Nao especificado 18
Comet Score (TriTek Corp.) 7
Komet (Kinetics Imaging) 5
CASP (Comet Assay Software Project 1.2.2) 4
CASys 4
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OpenComet

Comet Assay Software 5 (Kinetic Imaging Ltd.)
Comet Imager

CometScan

HCSA Comet Analysis System

Sistema Metafer (Metasystems, Bethesda, MD)

—_— e = N W N
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Em sintese, a eletroforese em gel de célula inica ¢ um biomarcador capaz de detectar e
quantificar danos no material genético induzidos por diferentes agentes toxicos em diversas
células, sendo bastante eficaz no biomonitoramento da avifauna. Entretanto, o levantamento
encontrou poucos estudos ecotoxicologicos que aplicaram o método nas aves, principalmente
em espécies selvagens.

Referente aos trabalhos que utilizaram o ensaio cometa, observou-se a inconsisténcia na
descri¢do do método, visto que muitas pesquisas ndo descreveram elementos importantes da
metodologia. Considerando as variadas possibilidades de modificagdes que o ensaio cometa
permite, que podem variar a depender do dano que esta sendo investigado, a descri¢ao detalhada
da metodologia ¢ algo indispensavel, pois permite que haja a reprodutibilidade do ensaio e a
validade comparativa por outros pesquisadores em trabalhos futuros.

As aves s3o Otimas bioindicadoras para estudos ecotoxicologicos. Utilizar
biomarcadores como o ensaio cometa para analisar a saude desses animais ¢ essencial, uma vez
que auxilia na identificagdo precoce de estressores que impactam na sua sobrevivéncia, com os
resultados gerados por esses estudos possibilitando o desenvolvimento e a implementacdo de

acoes mitigadoras e estratégias de conservagdo mais especificas e eficientes.
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