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RESUMO

O principal objetivo do estudo de toxicologia ambiental é compreender os efeitos de
poluentes ambientais nos seres vivos. Diversas técnicas estão disponíveis com o intuito de
compreender o efeito e mecanismo de ação de substâncias potencialmente tóxicas, entre elas,
podemos destacar aquelas com ação citogenotóxica. Foi avaliada a mutagenicidade de
poluentes ambientais (agente alquilante MMS, o herbicida Atrazina, metal pesado Cádmio e o
resíduo sólido Spent Pot Liner - SPL) através do ensaio de micronúcleo em células F1 de
pontas de raiz dos modelos vegetais Allium cepa e Lactuca sativa. A água destilada foi
utilizada para controle negativo. A frequência de micronúcleos foi avaliada e o tamanho dos
micronúcleos induzidos por cada agente foi medido. Todos os tratamentos diferiram
estatisticamente do controle negativo em ambos modelos. As células tratadas com MMS em
ambos modelos apresentaram uma maior frequência de micronúcleos, seguido do Atrazina,
SPL e Cádmio. Com relação ao tamanho de micronúcleos entre os diferentes tratamentos
dentro do modelo A.cepa e L. sativa, o MMS apresentou as menores medidas de micronúcleos
e todos os demais tratamentos apresentaram medidas maiores, que diferiram
significativamente do MMS. As medidas dos micronúcleos observadas nos tratamentos com
MMS e SPL diferiram entre os modelos vegetais, sendo menores em alface do que em cebola.
Já os micronúcleos decorrentes da exposição ao Cd e ATZ apresentaram tamanho
significativamente iguais entre os modelos avaliados

Palavras chave: Atrazina. Cádmio. Micronúcleo. MMS. Spent Pot liner.
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1 INTRODUÇÃO

A partir da segunda metade do século passado a humanidade pôde acompanhar as

consequências de um sistema remanescente da Revolução Industrial que, por visar apenas a

produtividade com foco no crescimento econômico, não zelou pela qualidade do ambiente e a

consequente saúde da população. Contaminações de rios, poluição do ar, vazamento de

produtos químicos nocivos e a perda de milhares de vidas foram o estopim para que, partindo

da população e passando pela comunidade científica, governantes de todo o mundo passassem

a discutir e buscar formas de remediação ou prevenção para que tamanhas catástrofes não se

repetissem. (POTT e ESTRELA, 2017).

Diante dessa problemática ambiental, tem se reconhecido nos últimos anos, a

importância de levantar todas as informações sobre os resíduos ambientais para assegurar a

qualidade e a saúde ambiental, tanto em curto como em longo prazo (SILVEIRA, 2016).

Além das características físico-químicas dos agentes poluidores, o conhecimento sobre os

efeitos que eles podem ter nos organismos vivos é de extrema importância

(ANDRADE-VIEIRA, 2012).

A toxicologia ambiental é um ramo de estudo que tem como principal objetivo avaliar

as ações de agentes poluidores e compreender os efeitos de poluentes ambientais nos seres

vivos. Entende-se por toxicidade qualquer efeito adverso manifestado por organismos testes, o

que pode incluir desde alterações genéticas, imobilidade, deformidades até letalidade

(SISINNO e OLIVEIRA, 2013).

Uma das metodologias que vem sendo utilizada para avaliar a toxicidade de poluentes

ambientes são os bioensaios com organismos modelos, os quais são essenciais para o

monitoramento da ação tóxica dos poluentes em organismos vivos. Os bioensaios que

utilizam plantas superiores apresentam vantagens por serem mais simples e de baixo custo

(FISKESJÖ, 1985; GRANT, 1982) e por não necessitar de aprovação em comissões éticas

(ANDRADE-VIEIRA et al., 2014) quando comprados aos bioensaios com modelos animais.

Além disso,compõem um sistema de grande importância como bioindicadoras de poluição e

vêm sendo utilizadas há bastante tempo para este fim, uma vez que propiciam a avaliação da

toxicidade e mutagenicidade no ambiente natural (in situ) (SANDALIO et al., 2001).

2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 A problemática entre a poluição e a mutagênese ambiental
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Nas últimas décadas, houve um aumento populacional considerável e um crescimento

na área industrial, com isso as atividades antrópicas se tornaram ainda mais intensas devido às

necessidades envolvidas na produção de energia, materiais e alimentos suficientes para toda a

população. Como consequência, o aumento da industrialização, tecnologia e economia

mudaram radicalmente o planeta. Como exemplos dessas mudanças temos o aquecimento

global, poluição atmosférica e da água, destruição da camada de ozônio, grandes quantidades

de resíduos sólidos e chuva ácida. É importante salientar que essas mudanças provocadas pela

poluição podem afetar profundamente a saúde e o bem-estar dos seres vivos, uma vez que

esses possuem uma relação direta com o meio ambiente em que vivem (YU, 2011).

Uma grande variedade de substâncias químicas com potencial mutagênico, tanto

naturais como sintéticos, têm sido investigadas. Muitas destas substâncias, que são

encontradas nos alimentos, em drogas farmacêuticas, nos complexos de efluentes domésticos

e industriais e nos defensivos agrícolas podem causar mudanças prejudiciais herdáveis, sem

que se expressem de imediato (VOGEL, 1995).

A grande variedade de atividades produtivas gera compostos diversos que podem ser

caracterizados desde os menos nocivos até aqueles com um alto grau de toxicidade, podendo

ser substâncias simples ou uma mistura de diferentes compostos com os mais variados

mecanismos de ação (PALMIERI, 2012). Esses poluentes são classificados por Walker et al.

(2012), como íons inorgânicos (Cd, Pb, Zn, NO3- e PO4
3-) e compostos orgânicos

(hidrocarbonetos, inseticidas, herbicidas e produtos farmacêuticos). De qualquer forma,

quando descartados ou manejados de forma inadequada, apresentam um sério risco ao meio

ambiente e à saúde humana (HOUK, 1992).

Sabe-se que os agroquímicos possibilitaram o aumento da produção de alimentos

necessária para acompanhar o grande crescimento populacional durante o último século.

Porém, esses produtos podem contaminar o ambiente, inclusive os alimentos e, devido à sua

toxicidade, colocar em risco todo um ecossistema (CARVALHO, 2017). O contato de alguns

metais com sistemas biológicos pode induzir a alterações metabólicas, estresse oxidativo,

modificação de proteínas, danos ao DNA, entre outros problemas ao organismo que podem

ser passadas através de gerações e provocar doenças graves como o câncer (BAFANA et al.,

2018). Isso evidencia o potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico dos metais e justifica a

constante preocupação com o descarte inadequado desses compostos no meio ambiente (WU

et al., 2016).
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As mutações podem ser classificadas como gênicas e cromossômicas. Mutações

gênicas são caracterizadas pela alteração da sequência de nucleotídeos no polímero de DNA

através de substituições, inserções ou deleções dos mesmos e alteram o comportamento de um

gene. Já as mutações cromossômicas, ocorrem devido à uma falha na segregação, alterando a

estrutura e/ou o número do complemento cromossômico (NUSSBAUM; MCINNER;

WILLARD, 2016). Portanto, o estudo do efeito de poluentes com potencial genotóxico tem

aumentado significativamente, uma vez que suas ações podem levar à mutações

(MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004).

2.2 Importância dos bioensaios na toxicologia ambiental

Tendo em vista a preocupação dos estudos em Toxicologia Ambiental em entender

como agentes tóxicos podem afetar os organismos vivos surgiu a necessidade da criação de

testes eficazes que avaliem com precisão a toxicidade de poluentes ambientais. Entre alguns

exemplos de testes que determinam a toxicidade de substâncias estão ensaios sobre a

composição química e os ensaios biológicos ou bioensaios (PALMIERI, 2012). Apesar de

cada teste sozinho possuir sua devida importância, em uma abordagem eco-geno-toxicológica

é importante a realização de uma bateria de testes que sejam capazes de fornecer a maior

quantidade de informações possíveis para que o real risco que esses compostos oferecem ao

ecossistema seja conhecido (ALTENBURGER et al., 2015; PEDRAZZANI et al., 2018).

Organismos vivos respondem diretamente à essas substâncias evidenciando o impacto

que elas causam no ambiente e fornecendo uma medida mais direta da toxicidade do que

somente análises químicas (CHAPMAN; LONG, 1983; KEDDY; GREENE; BONNELL,

1995).

De acordo com Silveira (2016), os bioensaios permitem avaliar diferentes aspectos dos

mecanismos de ação do agente poluidor, como por exemplo sua influência na anatomia,

fisiologia, comportamento, célula e DNA. Mais especificamente para agentes citotóxicos,

genotóxicos e mutagênicos, várias técnicas são utilizadas como ferramenta para a detecção

desse potencial, como o teste de aberrações cromossômicas, ensaio cometa, teste de

micronúcleo e análise de características nucleolares (ARKHIPCHUK; GARANKO, 2005,

2002; CORRÊA et al., 2016; BAJPAYEE; KUMAR; DHAWAN, 2016; PATHIRATNE;

HEMACHANDRA; DE SILVA, 2015).

Dois grandes grupos de organismos são utilizados em bioensaios, dependendo do seu

sistema biológico e do endpoint desejado: seres unicelulares são utilizados em testes para
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detecção de agentes que induzem mutações gênicas e danos primários ao DNA. A exemplo,

podemos citar o teste Ames, com a bactéria Salmonella typhimurium e o SOS-Chromotest,

que utiliza Escherichia coli. Já para testes com organismos pluricelulares, plantas, mamíferos,

peixes, crustáceos e insetos são exemplos de organismos Semodelo para detecção de inibição

de crescimento, mortalidade, mutações gênicas, danos e reparos ao DNA, aberrações

cromossômicas e aneuploidias. A variedade de organismos utilizados em teste biológicos para

determinação de toxicidade de poluentes ambientais fornece informações imprescindíveis

para o entendimento dos mecanismos de ação desses compostos, sendo importante na

identificação de riscos aos seres vivos (HOUK, 1992; WIECZERZAK; NAMIEŚNIK;

KUDŁAK, 2016).

Dentre os organismos utilizados para a realização de bioenssaios, os vegetais

superiores se destacam dos demais. Leme e Marin-Morales (2009), afirmam que as plantas

superiores são excelentes modelos para o estudo do efeito de poluentes ambientais, devido à

sua alta sensibilidade a agentes mutagênicos. Além disso, bioensaios vegetais permitem o uso

de um grande número de endpoints para o monitoramento da ação de resíduos tóxicos, desde

mutações a aberrações cromossômicas, sejam elas em uma única célula até órgãos como

folhas, pólen e endosperma (GRANT, 1994). Portanto, as plantas são excelentes sistemas para

indicar os efeitos genotóxicos de misturas complexas, proporcionando vantagens únicas no

monitoramento in situ e na detecção de possíveis danos genéticos resultantes da exposição a

produtos químicos em seu ambiente (GRANT, 1999; MONTEIRO et al., 2007). Elas

compõem um sistema de grande importância como bioindicadoras de poluição e vêm sendo

utilizadas há bastante tempo para este fim, uma vez que propiciam a avaliação da toxicidade e

mutagenicidade no ambiente natural (in situ) (SANDALIO et al., 2001) e (ex-situ) em

laboratório. Dentre vantagens de se utilizar plantas em bioensaios de cito(geno)toxicidade,

vale destacar também o fato de que plantas são fáceis de lidar, geralmente possuem

cromossomos grandes e de fácil visualização, são de baixo custo e apresentam boa correlação

com outros sistemas, como modelos animais (FISKESJÖ, 1985) inclusive células humanas,

como demonstrado por  Reis (2017).

Apesar da utilização de vegetais superiores como organismos modelo para a

investigação do efeito de poluentes ambientais ser feita desde os anos 1930, somente no final

da década de 1970 e início da de 1980 foi popularizado os testes realizados com esses

organismos, uma vez que focaram na importância do uso dos mesmos para monitoramento

ambiental, bem como listaram as espécies mais indicadas para investigações acerca do

potencial tóxico e mutagênico de poluentes (GRANT, 1994, 1999).
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Grant (1994) ressalta que os vegetais superiores mais usados em bioensaios são a

Allium cepa L. (2n=16), Arabidopsis thaliana sp. (2n=10), Crepis capillaris sp (2n=6), Vicia

faba sp. (2n=12), Tradescantia sp. (2n=24), Zea mays sp. (2n=20), Glycine max sp. (2n=40),

Hordeum vulgare sp. (2n = 14), Lycopersicon esculentum sp. (2n = 16), Nicotiana sp. (2n =

48), Pisum sativum sp. (2n = 14), sendo cada uma das espécies citadas efetiva para o tipo de

endpoint que se deseja estudar.

Entre as espécies citadas, Allium cepa (cebola) é a mais utilizada para estudos de

aberrações cromossômicas. Segundo Fiskesjö (1985), a utilização da cebola como organismo

modelo para detecção de atividade genotóxica de compostos químicos foi introduzida

primeiramente por Levan em 1938, quando este investigou os efeitos antimitóticos da

colchicina.

Allium cepa, é uma monocotiledônea da família Amaryllidaceae e destaca-se como um

excelente modelo vegetal para bioensaios de cito(geno)toxicidade devido a características

como cromossomos grandes e em pequena quantidade (2n=16), o que facilita análises para

detecção de aberrações cromossômicas e alterações no ciclo celular (FISKESJÖ, 1985;

LEME; MARIN-MORALES, 2009) e mostra um excelente modelo para estudos relacionados

ao metabolismo celular e atividade transcricional do rDNA (MAZZEO; MARIN-MORALES,

2015).

A espécie também apresenta sensibilidade e resultados similares aos obtidos em

células humanas (FISKESJÖ, 1985; REIS et al., 2017) o que nos possibilita inferir sobre o

risco real dos poluentes sobre a saúde humana. Ademais, a reprodutibilidade do teste em um

modelo vegetal permite uma redução no número de animais que seriam usados e,

consequentemente, sacrificados para esse tipo de estudo (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014),

que possibilita, portanto, realizar um maior número de tratamentos sem se preocupar com a

comissão de ética.

A L. sativa, assim como a A. cepa, apresenta um número pequeno de cromossomos

(2n=2x=18), que variam de 2,8 a 5,5 µm de tamanho (MATOBA et al.,2007) e são facilmente

visualizados ao microscópio. Segundo Silveira (2016a), a eficiência na utilização da L. sativa,

para avaliar a genotoxicidade de compostos já vem sendo comprovada em grupos de pesquisa

que começaram a utilizar a avaliação do ciclo celular e de suas alterações para complementar

a análise de germinação e crescimento da plântula, tanto em estudos sobre a alelopatia como

em estudos envolvendo resíduos industriais, tendo resultados tão confiáveis e reproduzíveis

quanto os obtidos em testes com A.cepa, como por exemplo os trabalhos de Andrade-Vieira et
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al. (2014); Aragão et al. (2015); Campos et al. (2008); Hou et al. (2014); Palmieri et al. (2014)

e Sousa et al. (2009).

Portanto, ambas espécies vegetais (A. cepa e L. sativa) são utilizadas em estudos que

investigam os efeitos de substâncias sobre o ciclo celular. Esses estudos demonstraram a

possibilidade de realizar ensaios macroscópicos (germinação e desenvolvimento inicial das

plântulas) e microscópicos (análise de alterações na célula ciclo, esqueleto de proteína

cromossômica e núcleo em geral) simultaneamente (SILVEIRA et al., 2017).

2.3 O uso do ensaio de micronúcleo para avaliar o potencial mutagênico de poluentes

ambientais

O micronúcleo consiste numa porção citoplasmática de cromatina de forma redonda

ou ovalada que se localiza perto do núcleo. A sua formação resulta de uma lise na molécula

de DNA após a ação de carcinógenos quando as células da camada basal, ou meristema, estão

em divisão. São constituídos de fragmentos de cromátide ou, cromossomos acêntricos ou

aberrantes, que não foram incluídos no núcleo principal após a conclusão da mitose

(SETÚBAL et al., 2005).

Foram primeiramente descritos por Howell em 1891 como inclusões citoplasmáticas

em células vermelhas do sangue de gatos anêmicos. Jolly observou essas mesmas estruturas

em 1901 em seus estudos com eritrócitos de embriões de ratos (SLESINSKI e GUZZIE,

1988). Embora os micronúcleos possam ser originados espontaneamente, a sua indução é

comumente usada para se detectar danos genotóxicos resultantes de exposição a agentes

mutagênicos (HEDDLE, et al., 1983; MAJER et al., 2001).

Desta forma, o ensaio do micronúcleo avalia, pela presença de porções de cromatina

intracitoplasmática, a possibilidade de indução de quebras ou de perdas de cromossomos

inteiros, caracterizando a potencialidade mutagênica do agente estudado. A técnica é aplicada,

principalmente, em monitoramento da poluição ambiental e utiliza diversos organismos testes

(roedores, peixes, plantas, etc.) como bioindicadores (FERNANDES, 2005).

2.4 Agentes químicos utilizados no presente estudo

2.4.1 Atrazina (ATZ)
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A Atrazina é um herbicida que faz parte da classe das triazinas. É um dos

agroquímicos mais estudados na história. Esse herbicida é importante no controle de ervas

daninhas em mais de 50 culturas ao redor do mundo, principalmente na cultura do milho,

sorgo e cana-de-açúcar (LEBARON; MCFARLAND; BURNSIDE, 2008). As triazinas, são

tóxicas, persistentes no ambiente e potencialmente carcinogênicos para o homem, sendo

também importantes contaminadores dos corpos d’água e já foram detectados inclusive na

água de abastecimento público (BESPLUG et al., 2004; PATUSSI e BÜNDCHEN, 2013). A

ATZ é conhecida por ser tóxica para vários organismos vivos e foi banida da Europa em 2004,

sendo encontrada em águas superficiais, subterrâneas e no solo, porém é ainda usada nas

Américas (European Commission, 2004). Venceslau et al. (2017), demonstraram o potencial

genotóxico do herbicida a uma concentração de 3,9 10-3 gL-1 em células de Lactuca sativa

provocando um aumento na frequência de aberrações cromossômicas e morte celular. A

diminuição do índice mitótico, ocorrência de micronúcleos e aberrações cromossômicas em

células de Allium cepa e Vicia fava tratadas com ATZ foram relatadas por Srivastava e Mishra

(2009) e por Silveira et al. (2017) em células de Allium cepa e Lactuca sativa, que evidenciou

o potencial cito(geno)tóxico deste herbicida.

Além disso, o potencial tóxico da atrazina já foi relatado em células humanas, sendo

capaz de induzir danos em células sanguíneas (como micronúcleos, brotos e apoptose)

(RUIZ-GUZMÁN et al., 2017) e indução de apoptose em células SH-SY5Y (ABARIKWU;

FAROMBI, 2015). Em aves, a atrazina é capaz de causar alterações morfofisiológicas no

fígado, através de danos mitocondriais e indução de apoptose em hepatócitos (ZHANG et al.,

2017).

2.4.2 Cádmio (Cd)

O cádmio é um metal pesado que possui a densidade igual a 8,6 gcm-3. É liberado no

ambiente por estações de geração de energia, indústrias de metal e de cimento, incineradores,

tráfego urbano e é um dos componentes de fertilizantes de fosfato (SANITÀ DI TOPPI;

GABBRIELLI, 1999). De acordo com Pinto et al. (2004), o Cd é um elemento reconhecido

devido à sua alta toxicidade e solubilidade em água, sendo assim de grande preocupação para

a contaminação em uma cadeia alimentar.

Este metal é conhecido pelo seu potencial cito(geno)tóxico, induzindo à queda do

índice mitótico, aberrações cromossômicas como c-metáfases, pontes em anáfase,
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cromossomos aderentes e micronúcleos em diversos organismos como tomate, cevada e

peixes (CARVALHO et al., 2018; SHI et al., 2016). O potencial tumorigênico do Cd em

zebrafish foi demonstrado através do estímulo à proliferação celular combinado com a

inibição da apoptose, criando um ambiente propício a instabilidade genômica e carcinogênese

(CHEN; ZHU; CHAN, 2014). Além disso, o Cd é absorvido rapidamente pelas raízes das

plantas e armazenado em apoplastos ou vacúolos, inibindo o crescimento da raiz, além de

poder induzir a fragmentação da cromatina e provocar alterações no nucléolo (BEHBOODI e

SAMADI, 2004).

2.4.3 Spent Pot-Liner (SPL)

Segundo Palmieri (2014) e Silveira (2002), o Spent Pot-Liner é um resíduo sólido da

produção de alumínio formado por uma série de substâncias que se acumula nas cubas de

redução da alumina durante os processos de purificação e refino da bauxita. Esse composto é

caracterizado por apresentar diversos componentes, entre eles o fluoreto e cianeto e por esta

razão e por ter tendência de dissociação ao entrar em contato com água, foi classificado pela

US Environmental Protection Agency (USEPA) como resíduo perigoso (SILVEIRA, 2002).

É comprovadamente tóxico, provocando redução significativa no índice mitótico, no

crescimento radicular e retardo no enraizamento de sementes de modelos vegetais testados

(ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010; ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE, 2008), além

de alterações no ciclo celular, tanto em A. cepa (ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE, 2008;

ANDRADE-VIEIRA; CAMPOS; DAVIDE, 2012) como em L. sativa (ANDRADE;

DAVIDE; GEDRAITE, 2010; PALMIERI et al., 2014).

Além disso, podem provocar inibição do crescimento radicular, aberrações

cromossômicas de origem clastogênica e aneugênica, fragmentação do DNA e até mesmo

morte celular tanto em células de modelos vegetais (Allium cepa e Lactuca sativa), como

animais (Danio rerio) (ANDRADE-VIEIRA; PALMIERI; DAVIDE, 2017; CASTRO et al.,

2018; FREITAS et al., 2016) e humanas (Palmieri et al., 2016, REIS et al., 2017)

2.4.4 Metil Metano Sulfonato (MMS)

Segundo Mauro et al. (2014), o MMS é um agente indutor de danos no DNA porque

atua como um agente alquilante, provocando uma série de lesões, incluindo rupturas na

cadeia. Essas alterações podem ser observadas como endpoints no ciclo celular. O Metil



16

Metano Sulfonato (MMS) é muito utilizado como controle positivo em alguns testes de

cito(geno)toxicidade, o qual pode induzir alterações nucleares como observado por Tan et al.

(2014).

3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Materiais

As espécies modelo utilizadas foram Allium cepa L. var. baia periforme (cebola) e L.

sativa L. var. verônica (alface). As sementes usadas para os experimentos eram novas, sendo

utilizadas dentro de 6 meses após a data de análise fornecida pelo produtor.

As soluções usadas para o teste foram preparadas a partir de compostos químicos com

ação conhecidamente citotóxica e mutagênica, sendo eles:

(1) Spent Pot Liner (SPL), na concentração de 26,5 g.L-1, dose determinada por

Palmieri et al. (2014), como sendo referente à concentração que inibiu o

crescimento de plântulas de L. sativa em 50% (IC50). A solução foi preparada pelo

método de adsorção descrito por Palmieri et al. (2014).

(2) Cádmio (Cd), a uma concentração de 25 µM que, segundo Behboodi e Samadi

(2004), induziu a fragmentação do DNA e morte celular por apoptose em células

de Allium cepa. A solução foi preparada a partir do sal CdSO4, segundo

BEHBOODI; SAMADI, (2004)

(3) Atrazina (ATZ), herbicida utilizado no controle de plantas daninhas, na

concentração de 0,003 g.L-1. De acordo com Venceslau (2017), essa concentração

induziu uma alta taxa de aberrações cromossômicas e alterações nucleares;

(4) A solução de Metil Metano Sulfonato (MMS) foi utilizada como controle positivo

na concentração de 4x10-4 mol.L-1. Essa concentração é normalmente utilizada

como controle positivo em trabalhos de cito(geno)toxicidade devido à sua

capacidade de induzir aberrações cromossômicas e micronúcleos (CARITÁ;

MARIN-MORALES, 2008).

Neste experimento foi utilizada a água destilada como controle negativo.

Todos os experimentos e análises foram realizados no Laboratório de Citogenética, no

Departamento de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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3.2 Metodologia

3.2.1 Exposição aos agentes químicos

O delineamento adotado foi inteiramente casualizado com 5 repetições (placa de Petri)

por tratamento. Foram utilizadas no total 25 placas de Petri de polietileno com 30 sementes

em cada placa de cada espécie modelo. As sementes foram dispostas nas placas de Petri sobre

papel filtro embebido de 3 mL de água destilada. Após emissão de raiz, foram adicionados 3

mL das soluções teste (item 3.1) em cada placa e após 96 horas as raízes tratadas foram

coletadas para análise microscópica. Durante todo o período do experimento as placas foram

acondicionadas em estufa B.O.D. (Biochemestry Oxigen Demand), à 24 ºC, no escuro

(NARWAL; SAMPIETRO; CATALÁN, 2009). As raízes foram coletadas, excisadas das

sementes e fixadas em Carnoy na proporção de 3:1 de Álcool Etílico e Ácido Acético Glacial

e armazenadas a -4º C.

3.2.2 Análise de frequência de micronúcleos

Para avaliação citogenética foram confeccionadas 5 lâminas para cada tratamento.

Para o preparo das lâminas, as raízes passaram por hidrólise com HCl 1N a 60 °C, em banho

maria, seguida de exposição ao Reativo de Shiff, no escuro, por 1 h e 30 min. As lâminas

foram preparadas pela técnica de esmagamento (BELLING, 1921).

As análises foram realizadas em microscópio de luz, na objetiva de 40X. Foram

contabilizadas 1000 células por lâmina da região F1 da raiz (Figura 1), conforme mostrado

por Palmieri et al. (2016), e anotada a frequência de micronúcleos observada.
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Figura 1- Modelo da raiz identificando suas áreas. A região F1 corresponde a "M2: Elongation Zone"
como mostrado na figura. Fonte: Palmieri et al, 2016.

Para a mensuração da área dos micronúcleos, foram capturadas imagens de 20

micronúcleos ao acaso, sendo 4 por lâmina e utilizado o software livre ImageJ Versão 1.8.0

(Image Processing and Analysis in Java) o qual foi calibrado em µm (micrômetro) para

corresponder a unidade de medida utilizada para mensurar células.

3.2.3 Análise Estatística

Para a análise estatística da frequência de micronúcleos nos tratamentos foi usado o

Programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2021), realizando o teste de Tukey

(p<0,05).

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Resultados

4.1.1 Efeito de poluentes sobre a frequência de micronúcleos

Foi observado que a frequência de micronúcleos nas células das raízes de A. cepa e L.

sativa aumentou significativamente ao se comparar as tratadas com ATZ, Cd, SPL e MMS

com àquelas expostas ao controle negativo. Além do mais, não houve diferença significativa

entre os dois modelos vegetais (p<0,05) (GRÁFICO 1)
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Gráfico 1 - Frequência de micronúcleos em ambos os modelos vegetais nos diferentes
tratamentos.

Em ambos modelos vegetais, o tratamento MMS apresentou maior frequência de

micronúcleos, contabilizando 7,2 em A. cepa e 11,8 em L. sativa. O metal pesado Cádmio

apresentou 4,4 de frequência de micronúcleo na A. cepa e 7,4 no L. sativa, seguido do SPL

com 5,2 (A. cepa) e 4,2 (L. sativa) e o herbicida atrazina apresentando 4,8 no modelo A. cepa

e 6,6 no L. sativa. Todos os tratamentos diferiram estatisticamente do controle negativo.

E, independente do modelo vegetal usado, a frequência de micronúcleos não

apresentou diferenças estatísticas significativas entre eles.

4.1.2 Efeito dos poluentes sobre a área dos micronúcleos

As medições de micronúcleos entre os tratamentos em células F1 de A. cepa variaram

de 4,37 µm² no tratamento com MMS a 12, 23 µm² com SPL. Em L. sativa a variação no

tamanho dos micronúcleos nas células tratadas foi de 1,22 µm² para MMS a 8,37 µm² para

ATZ.  (TABELA 1)

Tabela 1 - Médias da áreas em µm² de micronúcleos avaliados

Modelos
Tratamentos

MMS SPL Cd ATZ
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Allium cepa 4,37 b 12,23 *b 8,5985 * 8,37 *

Lactuca sativa 1,2224 b 4,55 *b 6,04 * 8,35 *

Em A. cepa os tamanhos de micronúcleos entre os tratamentos obedecem a seguinte

ordem crescente: MMS<Cd<ATZ<SPL, enquanto para alface constituiu em:

MMS<SPL<Cd<ATZ (FIGURA 3 e 4).

Comparando o tamanho de micronúcleos entre os diferentes tratamentos dentro do

modelo A. cepa e L. sativa, o MMS apresentou as menores medidas de micronúcleos e todos

os demais tratamentos apresentaram medidas maiores, que diferiram significativamente do

MMS. Além disso, as medidas dos micronúcleos observadas nos tratamentos com MMS e

SPL diferiram entre os modelos vegetais, sendo menores em alface do que em cebola. Já os

micronúcleos decorrentes da exposição ao Cd e ATZ apresentaram tamanho

significativamente iguais entre os modelos avaliados (FIGURA 2).

Figura 2 - Tamanho de micronúcleos entre os diferentes tratamentos no modelo A. cepa.

A: micronúcleo apresentado no tratamento com MMS; B: micronúcleo apresentado no tratamento com
SPL; C: micronúcleo apresentado no tratamento com Cd e D: micronúcleo apresentado no tratamento
com ATZ. Fonte: Da autora (2021).

4.2 Discussão

No presente trabalho, agentes conhecidamente tóxicos, com ação mutagênica, foram

utilizados como indutores de micronúcleos em dois modelos, a A. cepa e L. sativa com intuito

de avaliar a frequência de micronúcleos e o modo de ação dos agentes poluidores.

Os micronúcleos são constituídos de fragmentos de cromátide ou cromossomos

acêntricos ou aberrantes, que não foram incluídos no núcleo principal após a conclusão da

mitose (SETÚBAL et al., 2005) sendo este morfologicamente igual ao núcleo principal,

porém de tamanho inferior (BALLESTRERI, 2017). Entende-se então que, os micronúcleos
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são resultado de danos cromossômicos estruturais ou do aparelho mitótico. (VOISIN et al.,

2002).

Existem dois modos de ação em que os micronúcleos se originam em decorrência da

exposição em agentes mutagênicos, sendo eles: o de ação clastogênica e o de ação

aneugênica.

De um modo geral, as pontes e quebras cromossômicas, indicam ação clastogênica, e

resultam em micronúcleos menores, enquanto cromossomos não orientados, atrasados,

multipolaridade e c-metáfases, são consequência de efeitos aneugênicos (LEME e

MARIN-MORALES, 2009) e resultam em micronúcleos maiores (FIGURA 5). Comparando

o tamanho de micronúcleos entre os diferentes tratamentos dentro do modelo A.cepa ou L.

sativa, o MMS apresentou as menores medidas de micronúcleos e todos os demais

tratamentos apresentaram medidas maiores, que diferiram significativamente do MMS. Os

micronúcleos decorrentes da exposição ao Cd e ATZ apresentaram tamanho

significativamente iguais entre os modelos avaliados (FIGURA 2).

Os agentes clastogênicos induzem principalmente fragmentos cromossômicos

(HINTZSCHE, 2017) e induzem quebras cromossômicas que produzem fragmentos

acêntricos (TERRADAS, 2010), como observados no tratamento com o alquilante MMS.

As substâncias alquilantes são compostos capazes de substituir em outra molécula um

átomo de hidrogênio por um radical alquil. Eles se ligam ao DNA de modo a impedir a

separação dos dois filamentos do ADN na dupla hélice espiralada, fenômeno este

indispensável para a replicação (Pro-Onco, 1993). Ou seja, o efeito do MMS está relacionado

à indução de quebras de DNA (Mauro et al., 2014) originando, portanto, micronúcleos

morfologicamente iguais ao núcleo principal, porém de tamanho inferior (BALLESTRERI,

2017). Desta forma, foi possível observar que o tratamento com o agente MMS usado como

controle positivo, apresentou maior frequência de micronúcleos e micronúcleos de menor

tamanho que corroboram a ação clastogênica em ambos os modelos.

A presença de micronúcleos maiores foi observada nos tratamentos com o SPL,

Cádmio e Atrazina que possivelmente se originam de cromossomos inteiros. Segundo Miller

(1973) os cromossomos não se prendem ao fuso mitótico e dessa forma, não chegam aos

polos das células durante a mitose ou a meiose. O fuso mitótico é formado pelos microtúbulos

que executam funções celulares importantes durante o ciclo celular (CAMPOS et al., 2008b;

JORDAN e WILSON, 1999). Alterações na dinâmica de polimerização e despolimerização

dos microtúbulos, bem como a não ligação destes aos cromossomos por problemas na região
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centromérica (FREITAS et al., 2016), afetam a segregação dos cromossomos para as células.

(ANDRADE-VIEIRA et al., 2012; CAMPOS et al., 2008b; FERNANDES; MAZZEO;

MARIN-MORALES, 2009). Há também a ocorrência do encurtamento e alongamento de

alguns microtúbulos do fuso mitótico, sem sincronia com os demais, o que pode provocar a

disjunção desigual de cromossomos (cromossomos não orientados), originando os

micronúcleos (ANDRADE-VIEIRA, 2012; CAMPOS et al., 2008b; FERNANDES;

MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009; LEME e MARIN-MORALES, 2009) de origem

aneugênicas. Foi possível, portanto, observar que nos tratamentos com os agentes SPL,

Cádmio e Atrazina usados como controle positivo neste trabalho apresentaram uma

frequência de micronúcleos consideráveis e cromossomos de maiores tamanhos. Essas

características observadas comprovam a ação aneugênica destes agentes químicos.

Figura 5 - Mecanismo de formação de micronúcleos. A: Os agentes aneugênicos impedem a formação
do aparelho do fuso durante a mitose; B: Agentes clastogênicos induzem micronúcleos quebrando a
dupla hélice do DNA, formando fragmentos acêntricos. Fonte: Terradas et al (2010).

Analisando o cariótipo de A. cepa e L. sativa é possível observar que os tamanhos dos

cromossomos variam entre as espécies. As medidas dos micronúcleos observadas nos

tratamentos com MMS e SPL diferiram entre os modelos vegetais, sendo menores em alface

do que em cebola. De acordo com Lima et al. (2019), o comprimento médio total (TLHL) dos

cromossomos de A. cepa variam entre 88,19 e 78,71 μm , enquanto em L. sativa apresentam

valores médios de 33,16 e 20,15 μm. Portanto, é evidente que haja uma variação de tamanho

dos micronúcleos entre os modelos vegetais, pois a A. cepa apresenta um cromossomo maior

que L.sativa, independente dos modos de ação, como foi possível observar neste trabalho.
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5 CONCLUSÃO

Com os resultados apresentados podemos concluir que o tamanho do micronúcleo está

relacionado com o modo de ação dos mutágenos e diferentes espécies apresentam tamanhos

de micronúcleos variados dependentes do tamanho de seus cromossomos.
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