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RESUMO

A genotoxicidade de um agente fisico ou quimico possui o potencial de promover alteragdes
genéticas, estruturais, informacionais ou segregacionais no material genético € com isso
comprometer a integridade dos seres vivos. Biomonitoramentos que investiguem e detectem
potenciais genotoxicos, citotoxicos € mutagénicos sao fundamentais para a verificacdo da
qualidade dos ecossistemas aquaticos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial citotoxico, genotoxico e mutagénico das aguas provenientes do igarapé Sao
Francisco da cidade de Rio Branco, Acre, Brasil. Foi desenvolvida uma revisdo de literatura
acerca dos principais métodos genotdxicos e posteriormente uma adaptacao do teste de Allium
cepa. A metodologia utilizada para a avaliar os potenciais foi o teste de A. cepa. Foram
coletadas amostras de dgua, em 10 pontos no més de junho, periodo de seca (95mm) e
dezembro, periodo chuvoso (452mm), no ano de 2019, no igarapé Sao Francisco na regido
urbana e uma amostra da Nascente da regido rural. Cada amostra foi utilizada para a
germinagdo das sementes, sendo colocadas em duas placas de petri com papel filtro, contendo
100 sementes cada. As sementes germinaram sob temperatura constante de 24°C, sendo
irrigadas uma vez ao dia. Apds 3 dias, os meristemas foram coletados e submetidos a técnica
de coloragdo por orceina acética 2%. Foram analisadas 5000 células por amostra, sendo
identificadas células em interfase, mitose, anormalidades nucleares ¢ cromossomicas e
micronucleos. No periodo de seca, os indices mitdticos foram significativamente menores
nos pontos 4 e 10 em relacdo ao controle e os pontos 4, 6, 8 e 10 a nascente, ja no periodo
chuvoso os pontos houve uma diminui¢do do indice mitotico nos pontos 2, 3, 8, 9 ¢ 10 em
relacdo a nascente e o ponto 10 em relacdo ao controle. Somente o ponto 4 apresentou
resultados menores na seca € o ponto 7 no chuvoso. Durante o periodo de seca os pontos 1, 2
e 3 apresentaram uma maior quantidade de micronucleos tanto em relacdo ao controle quanto
a nascente, porém na estacdo chuvosa, somente o ponto 2 continuou demostrando esse
fendmeno. Foram encontrados valores significativos em relagdo ao controle negativo em 9
dos 10 pontos ao longo do igarapé, com excecao do ponto 7, demonstrando assim que existem
agentes causadores de alteragdes citotoxicas, genotdxicas e mutagénicas.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; Allium cepa; Poluigdo ambiental.
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ABSTRACT

The genotoxicity of a physical or chemical agent has the potential to promote genetic,
structural, informational or segregational changes in the genetic material and thereby
compromise the integrity of living beings. Biomonitoring that investigates and detects
genotoxic, cytotoxic and mutagenic potentials is essential for verifying the quality of aquatic
ecosystems. This study aimed to evaluate the cytotoxic, genotoxic and mutagenic potential of
waters from the S3o Francisco stream in the city of Rio Branco, Acre, Brazil. A literature
review was developed about the main genotoxic methods evaluations and later an adaptation
of the Allium cepa assay. The methodology used to evaluate the potentials was the 4. cepa
test. Water samples were collected at 10 points in the months of June, dry season (95mm) and
December, rainy season (455mm), in the year of 2019, in the urban region of Sdo Francisco
stream and a sample of the spring in the rural region. Each sample was used for seed
germination, placed in two petri dishes with filter paper, containing 100 seeds each. The seeds
germinated under a constant temperature of 24 ° C, they were irrigated once a day. After 3
days, the meristems were collected and submitted to the 2% acetic orcein staining technique.
5000 cells were analyzed per sample, identifying cells on interphase, mitosis, nuclear and
chromosomic alterations and micronuclei. In the dry season, the mitotic indexes were
significantly lower on points 4 and 10 compared to the control and points 4, 6, 8 and10 from
the spring, while in the rainy season the points that showed a decrease in the mitotic index
were 2, 3, 8, 9 and 10 in relation to the spring and point 10 in relation to the control. Only
point 4 showed lower results in drought and point 7 in rainy. During the dry season, points 1,
2 and 3 showed a greater amount of micronuclei both in relation to the control and the spring,
but in the rainy season, only point 2 continued to demonstrate this phenomenon. Significant
values were found in relation to the negative control in 9 of 10 points along the stream
(exception of point 7), thus demonstrating that there are agents that cause cytotoxic, genotoxic
and mutagenic alterations.

Keywords: Ecotoxicology; Allium cepa; Enviromental polution.
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A 4gua ¢ um bem mineral fundamental para a fisiologia e manutenc¢ao da vida (WHO,
2018). A colonizagdo humana se deu historicamente em torno de rios, riachos e lagoas,
oferecendo assim aos povos um importante recurso a sobrevivéncia (FRANCA, 2006). A
disponibilidade e caracteristica da adgua no globo terrestre ¢ classificada em dois tipos:
salgada (que compreende aproximadamente 97,5%) e doce (com cerca de 2,5%), essa ultima
que esté distribuida na seguinte propor¢do: 69% em geleiras, 30% em &aguas subterrdneas e
apenas 1% em rios (MARTINS; LUZ; ADAMATTI, 2017; ANA, 2018; LIMA et al., 2018).

O Brasil apresenta aproximadamente 12% do total de 4gua doce no mundo, sendo a
regido Norte a maior em termos de disponibilidade com 80%, apesar de possuir somente
cerca de 5% da populacdo brasileira, enquanto o restante do pais, com 95% da populagao,
tem acesso apenas a 20% desse recurso hidrico (GIATTI; CUTOLO, 2012; ANA, 2018).

A colonizagdo e expansdao urbana ao longo dos corpos d’dgua, representam uma
ameaga aos ecossistemas aquaticos, visto que acabam sendo alvos de despejo de efluentes
domésticos, industriais e agricolas (MARINHO, 2017). A capacidade da dgua de solubilizar
diversas substancias, pode influenciar no transporte de contaminantes para longe dos focos de
contaminag¢do, podendo disseminar esses produtos em ambientes distantes (SANTOS et al.,
2017; COSTA; MONTEIRO; BATISTA, 2018).

Substancias quimicas provenientes da polui¢do ambiental, tais como compostos
organicos e metais pesados, podem alterar a atividade celular, inibindo atividades enzimaticas
e alterando seu material genético (MACEDA et al., 2015).

Alguns dos compostos que alteram o material genético das células sdo denominados
de mutagénicos, esses agentes podem alterar o metabolismo celular, de forma que, as células
podem perder o controle de regulacdo da expressdo génica, desencadeando mecanismos
apoptoticos e formagdo de células neoplasicas (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003;
CARITA, 2010).

Ensaios que envolvem andlises genotoxicas possibilitam a visualizagdo destes efeitos
macro e microscopicamente, sendo possivel observar, a acdo direta no desenvolvimento
celular e tecidual (CHANDRA et al., 2005). A genotoxicidade de um agente fisico ou
quimico possui o potencial de promover alteragdes genéticas, estruturais, informacionais ou
segregacionais no DNA, que podem causar danos ao material genético, provocando
anormalidades cromossOmicas, tais como metafase com aderéncia, C-Metafases, metafase
com perdas cromossdmicas, pontes anafésicas, anafases e telofases com atrasos, perdas

cromossomicas, ¢ anormalidades nucleares, tais como brotamentos ¢ multinucleacao
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(PALSIKOWSKI et al., 2017; DUSINSKA et al., 2019, PROLO JUNIOR et al., 2019).
Essas alteragdes causadas por agentes genotoxicos podem formar fragmentos cromossdmicos
que nao sao incorporados ao nucleo apods a mitose, resultando em corpusculos denominados
micronucleos (OLIVEIRA; YAMASHITA; MENEGUETTI, 2013), que medem cerca de 1/3
a 1/5 do tamanho do nucleo principal (PEREIRA JUNIOR, 2015).

Alguns dos testes para analise de parametros citotoxicos e mutagénicos utilizam a
espécie Allium cepa, conhecida popularmente como cebola de cabega. Trata-se de um teste
de baixo custo e alta eficiéncia, sendo utilizado para biomonitoramento de contaminantes
ambientais (FISKESJO, 1985; PERON; CANESIN; CARDOSO, 2009; MALINI et al., 2010;
LESSA; CARIELLO, 2017; FERNANDES et al., 2018). A utilizagdo de plantas para ensaios
de genotoxicidade ¢ de grande importancia, pois dispensa a preparacao de meios de cultura
elaborados, estabelecimento de ambientes extremamente controlados, autorizagao de Comités
de FEtica em Pesquisa, além de apresentarem uma boa correlagdio quando a outras
metodologias que utilizam animais ou microrganismos para o mesmo tipo de analise
(FISKESJO, 1988; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; MENEGUETTI et al., 2011;
MENEGUETTI et al., 2012).

Os biomonitoramentos de rios, riacho e igarapés sdo fundamentais, uma vez que
agentes contaminantes podem apresentar uma alta biodisponibilidade e bioacumulagdo em
diferentes niveis troficos ambientais (SILVA et al., 2004; SANTOS et al., 2017), inclusive
podendo provocar efeitos mutagénicos e citotoxicos, afetando a integridade genética dos seres
vivos e direta ou indiretamente as comunidades e ecossistemas (KASPER et al., 2018).

O crescimento populacional demanda recursos ambientais, tais como novas areas para
ocupagdo, alimentos e 4agua, sendo que historicamente as populacdes ocupam
desordenadamente as margens de rios e riachos, e auséncia de politicas publicas de
saneamento, acabam por ali despejarem seus dejetos (FRANCA, 2006). Assim como
industrias que utilizam o recurso hidrico em seus processos de produ¢do, € muitas vezes, nao
realizando o tratamento adequado de seus residuos, liberando-os nos cursos d agua (COSTA,
2017; RIBEIRO; ROLIM, 2017).

A protegdo e monitoramento dos recursos hidricos superficiais ¢ importante para
garantir a sustentabilidade hidrica das cidades, pois desta forma possibilita a preservagdo da

qualidade da 4gua para o consumo, producao de comida e uso recreativo (WHO, 2018).
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2.1 GERAL

e Avaliar o potencial genotoxico, citotoxico e mutagénico de possiveis contaminantes

presentes na agua do Igarapé Sao Francisco no municipio de Rio Branco, Acre.

2.2 ESPECIFICOS

e Descrever as principais técnicas de analises genotoxicas;

e Desenvolver uma adaptagdo do protocolo proposto por Guerra e Souza (2002) para
avalia¢do genotoxica e mutagénica;

e Averiguar o potencial citotoxico, genotdoxico e mutagénico da agua do Igarapé Sao

Francisco em periodo chuvoso e de estiagem.
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3. CAPITULO I - Analise Genotoxica: Métodos e Aplicacoes
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CAPITULO 11

ANALISE GENOTOXICA: METODOS E APLICAGOES

Sérgio Luiz Prolo Juanior'-2, Hémilly Caroline da Silva Paixao’, Laura Nadyne da Silva

Silvestre’, Romeu Paulo Martins Silva', Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti’>

1. Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia, Inovagao e Tecnologia para a Amazdnia da Universidade Federal

do Acre, Rio Branco, Acre, Brasil.

RESUMO

Genotoxicidade € a capacidade de um agente causar danos ao material genético das
células. Substancias quimicas e agentes fisicos derivados de poluicdo ambiental, drogas e
afins podem ser dificeis de serem detectados por testes fisico-quimicos, entdo modelos
biologicos sdo adequados uma melhor compreenséo dos potenciais danos que oferecem
aos seres vivos. O presente estudo teve como objetivo realizar uma reviséo de literatura
demostrando as principais técnicas aplicadas para realizacdo de testes de avaliagdo de
genotoxicidade. Dentre as principais técnicas aplicadas para ensaios genotoxicos
destacam-se o teste de Allium cepa, Ensaio Cometa e SOS Chromotest, sendo estas as
mais frequentes utilizadas em experimentos. Estas técnicas apresentam boa correlagéo
guando comparadas a outros testes, permitindo que o pesquisador adote o melhor método
para a realizacdo de seu experimento de acordo com sua realidade.

Palavras-chave: Genotoxicidade, Toxicologia e Métodos de analise.

ABSTRACT

Genotoxicity is the ability of an agent to cause damage to the genetic material of cells.
Chemicals and physical agents derived from environmental pollution, drugs and others, may
be difficult to detect by physical-chemical tests, so biological models are adequate for a
better understanding of the potential damage they offer to living beings. The objective of the
present study was to perform a literature review demonstrating the main techniques used to
execute genotoxicity evaluation tests. Among the main techniques applied for genotoxic
assays, Allium cepa, Comet Assay and SOS Chromotest tests are the most frequent tests
used in experiments. These techniques present a good correlation when compared to other
tests, allowing the researcher to adopt the best method to carry out their experiment
according to their reality.

Keywords: Genotoxicity, Toxicology and Analysis methods.

1. INTRODUGAO

O acido desoxirribonucleico (DNA) € a molécula que armazena as informacdes
genéticas nas células, sendo que sua integridade e estabilidade é fundamental para a

sobrevivéncia dos seres vivos (GAJSKI, 2019). Esta molécula esta localizada em
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compartimentos celulares, sendo armazenada no citoplasma de procariotos e nucleo em
eucariotos, mesmo assim ela pode sofrer alteracbes mediadas por agentes fisicos ou
quimicos do ambiente, podendo gerar danos que eventualmente levam a mutagdes,
desencadeando patologias, incluindo cancer (LEME; MORALES, 2009; HELLEDAY;
ESHTAD; NIK-ZAINAL, 2014; ZHANG et al., 2018; FATEH et al., 2019; GERIC et al., 2019).

Substancias quimicas provenientes da poluigdo ambiental, tais como compostos
organicos e metais pesados, podem alterar a atividade celular, inibindo atividades
enzimaticas e alterando seu material genético (MACEDA et al., 2015; KASPER et al., 2018).

A genotoxicidade € um termo geral que refere-se a capacidade de um agente
provocar alteractes genéticas, sejam de ordem estrutural, informacional ou de segregacao
do DNA, que podem levar a danos no material genético, provocando aberra¢des
cromossOmicas, tais como C-Metafases, metafase com aderéncia, metafase com perdas
cromossOmicas, pontes anafasicas, anafases e telofases com atrasos, perdas
cromossdmicas e anormalidades nucleares, sdo algumas evidéncias de alteragdes
desencadeadas por agentes genotoxicos (PALSIKOWSKI et al., 2017; DUSINSKA et al.,
2019).

O termo mutagenicidade esta associado a genotoxicidade, uma vez que se
caracteriza pela indugéo de mutagdes no material genético de forma permanente, ou seja,
um agente genotéxico leva a mutagenidade (ARAUJO, 2013; HARA; MARIN-MORALES,
2017).

Ensaios que envolvem analises genotdxicas possibilitam a visualizacdo destes
efeitos macro e microscopicamente, sendo possivel observar, a acido direta no
desenvolvimento celular e tecidual (CHANDRA et al., 2005). Essas alteragbes causadas
por agentes genotdxicos podem formar fragmentos cromossémicos que ndo sao
incorporados ao nucleo apos a mitose, resultando em corpusculos denominados
micronucleos (OLIVEIRA; YAMASHITA; MENEGUETTI, 2013), que medem cerca de 1/3 a
1/5 do tamanho do nucleo principal (PEREIRA JUNIOR, 2015). Os microntcleos s&o
componentes citoplasmaticos de material genético nuclear incorporados durante a divisao
celular, demonstrando assim que houve erro durante a replicagdo do DNA cromossdmico
e ou da divisdo celular (FLORES-BRACHO et al., 2019).

As analises genotoxicas sao realizadas afim de detectar se agentes quimicos, fisicos
e bioloégicos, sdo capazes de alterar o material genético das células, e consequente,

produzir mutac¢des que podem comprometer a viabilidade celular (ROBERTO et al., 2016).
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A aplicabilidade de testes genotdxicos é bastante ampla, destacam-se testes
investigativos para analise de ecossistemas aquaticos (MAZZEO; MARIN-MORALES,
2015; HARA; MARIN-MORALES, 2017; COSTA; MONTEIRO; BATISTA, 2018;
GUERREIRA, 2019), analise de componentes fitoquimicos (MENEGUETTI et al., 2015;
ROBERTO et al., 2016; LIMAN; CIGERCI GOKCE, 2018; WOLFF et al., 2018; MEDEIROS
et al., 2019; FATEH et al., 2019), residuos laboratoriais e industriais (MAZZEO et al., 2015;
ANACLETO; ROBERTO; MARIN-MORALES, 2017; ITOH; HATTORI, 2019; KHAN; ANAS;
MALIK, 2019; LIMAN; ACIKBAS; CIGERCI, 2019), nanoparticulas (BHAGAT; S; SHYAMA,
2019; DELMOND et al., 2019; DU et al., 2019; DUSINSKA et al., 2019; GHOSH et al., 2019),
metais pesados (DELMOND et al., 2019) e metabdlitos microbiolégicos (GERIC et al., 2019;
LACERDA et al., 2019).

Muitas analises fisico-quimicas por vezes podem apresentar certa dificuldade em
elucidar se determinado efluente, droga, moléculas, metabdlitos e afins, apresentam
toxicidade para os seres vivos, pois podem se apresentar em pequenas concentragdes,
portanto testes genotéxicos vem a complementar tais analises, uma vez que organismos
biolégicos s&o susceptiveis a certos agentes, mesmo em baixas concentracdes (KHAN;
ANAS; MALIK, 2019).

Existe uma ampla gama de ensaios genotoxicos, cada qual com um organismo
biolégico adequado, dentre os testes, destacam-se o teste de Allium cepa (plantas), Ensaio
Cometa (animais) e SOS Chromotest (bactérias). Dessa forma, este trabalho teve como
objetivo realizar uma revisdo de literatura sobre as principais técnicas de analise

genotoxica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TESTE DE Allium cepa

A espécie A. cepa foi inicialmente utilizada como organismo biologico a partir do ano
1920, e desde entao, diversos estudos relacionados a toxicidade e genotoxicidade utilizam
essa espécie em experimentos, pois trata-se de um teste de baixo custo e alta eficiéncia
(FISKESJO, 1985; PERON; CANESIN; CARDOSO, 2009; MALINI et al., 2010; LESSA;
CARIELLO, 2017; FERNANDES et al., 2018). A utilizagdo de plantas para ensaios de
genotoxicidade é de grande importéncia, pois dispensa a preparacdo de meios de cultura
elaborados, estabelecimento de ambientes extremamente controlados, autorizagdo de

Comités de Etica em Pesquisa, além de apresentarem uma boa correlagdo quando a outras
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metodologias que utilizam animais ou microrganismos para o mesmo tipo analise
(FISKESJO, 1988; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; MENEGUETTI et al., 2011;
MENEGUETTI et al., 2012; HARA; MARIN-MORALES, 2017; IQBAL et al., 2019; QUADRA
et al., 2019).

O teste de A. cepa possui diversas adaptagdes, sendo que sera apresentado dois

protocolos de execucédo, um utilizando sementes e outro bulbos.

2.1.1 Sementes de Allium cepa
O protocolo apresentado segue a metodologia e adaptacbes propostas por
Palsikowski et al. (2017):

a) Colocar sementes de A. cepa da variedade Baia Periforme em uma placa de
Petri revestida com papel filtro (100 sementes por placa, duas placas para cada
tratamento);

b) Submeter as sementes a germinagdo, sob temperatura de 22+2°C, utilizando
como meio as amostras a serem analisadas (extratos, efluentes, etc).

c) Utilizar como Controle Negativo, agua ultrapura e Controle Positivo,
Metanossulfonato de metila em concentragéo de 4x10“M e Trifluralina em 0,84 ppm
(Dois controles positivos, cada qual consiste em um tratamento independente);

d) Apods os meristemas crescerem cerca de 1,5 cm em comprimento, devem ser
coletados e fixados em solugdo Carnoy (3:1 Alcool-Acido Acético) durante 6h a
temperatura ambiente;

e) Substituir a solugado de Carnoy e depois armazenar a 4°C até a preparagéo;

f)  Submeter os meristemas fixados a Reacdo de Feulgen (MELO; VIDAL, 1978);
g) Colocar os meristemas em laminas, pingar uma gota de solucao de Carmim
acético 2%.

h) Cobrir a lamina com laminula e pressionar suavemente para realizar o
esmagamento do meristema;

i) Remover a laminula, colocando e retirando a lamina rapidamente sobre
nitrogénio liquido;

j)  Realizar a preparagdo permanente da l[dmina utilizando resina sintética;

k)  Analisar a lamina em microscopio de luz, utilizando a objetiva de 100x;

) Contar 5000 células por tratamento, sendo 500 células por lamina e 5 ldminas
por cada placa de Petri.
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Seguindo o protocolo acima descrito, € possivel avaliar os seguintes indices
propostos por Palsikowski et al. (2017):

Fitotoxicidade por meio do indice de Germinagao (GlI):

Gl= Numero total de sementes germinadas x 100
Numero total de sementes expostas

Citotoxicidade, avaliando o indice Mitético (MI):

MI= Numero total de células em divisdo (Mitose) x 100
Numero total de células observadas

Genotoxicidade, avaliada por meio do indice de Alteragdes Cromossémicas.
Consideram-se as células que contém aberragbes cromossdmicas (aderéncia, poliploidia,
perda, C-metafase, multipolaridade e pontes) e anormalidades nucleares (células

binucleadas, trinucleadas e nicleos lobulados):

CAl= Numero total de células alteradas  x 100
Numero total de células observadas

Mutagenicidade, avaliando o indice de Mutagenicidade (Mutl) por meio da presenca

de micronlcleos:

Mutl= Numero total de células alteradas x 100
Numero total de células observadas

2.1.2 Bulbos de Allium cepa
O protocolo apresentado segue a metodologia e adaptagbes propostas por
Meneguetti et al. (2012):

a) Adquirir 10 bulbos de A. cepa (pequenas, uniformes, da mesma origem, néo
germinadas e sadias) para cada amostra e controle;
b) Colocar cada bulbo para germinar em frascos de 50 ml, com o fundo imerso na

amostra e no controle (dgua mineral);
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c) Coletar os meristemas ap6s cerca de 72 horas com aproximadamente 0,5 a 3,0
cm de comprimento;

d) Lavar os meristemas em agua destilada;

e) Hidrolisar com 1N HCL por 10 minutos em banho-maria a 60 ‘C, resfriar os tubos
em agua corrente;

f) Lavar os meristemas com agua destilada;

g) Realizar a preparar em duas laminas por bulbo, utilizando a técnica de
esmagamento;

h) Corar com o kit Panotico rapido LB mergulhando as laminas 10 vezes em cada
recipiente com a duragdo da imersdo de 1 segundo na seguinte ordem:
triarilmetano a 0,1%, xantenos a 0,1% e tiazina a 0,1%;

i) Lavar as laminas com agua deionizada pH 7,0. Secar em temperatura ambiente;

j) Visualizar ao microscopio de Luz na objetiva de 40x;

k) Contar 1.000 células por Idmina;

Para uma melhor conservagéo da lamina, Lopes (2016) sugere a colocagdo de uma
gota verniz vitral incolor Acrilex® (PAIVA et al., 2006), posteriormente a colocagéo de uma
laminula e secagem overnight, desta forma a lamina se torna permanente, facilitando sua
visualiza¢do por um longo periodo de tempo.

O teste de A. cepa modificado de Meneguetti et al. (2012), permite a realizacao desta
metodologia de uma forma rapida, mais econdmica e ja foi comprovada sua eficiéncia por
meio dos trabalhos realizados por Ancia e Romao (2016), Meneguetti et al. (2014) Vanuchi
et al. (2015) Lopes (2016).

Para ambos os protocolos descritos podem ser utilizados os indices de Palsikowski

et al. (2017) previamente apresentados, com excecgéo do indice de Germinagao.

2.2 ENSAIO COMETA

Esta metodologia foi introduzida pelos cientistas suecos Ostling and Johanson em
1984, ela consiste na analise do dano causado por um agente a molécula de DNA, que foi
nomeada a partir da semelhanga da imagem que o DNA analisado deixa apés uma
eletroforese (RAJAPAKSHA; WIJAYARATHNA, 2017).

Esta técnica é relativamente simples, sensivel, confiavel e de baixo custo, sendo que

diferentes organismos biologicos podem ser utilizados para sua realizagdo, tais como

Ciéncia, Inovagao e Tecnologia na Amazonia. Stricto Sensu Editora, 2019.

23



células humanas e de outros animais, leveduras, plantas e protozoarios (GAJSKI, 2019;
LIMAN; ACIKBAS; CIGERCI, 2019).

2.2.1 Ensaio Cometa com sangue periférico de peixes

O protocolo apresentado a seqguir é descrito por Carita (2010), baseado na
metodologia de Singh et al. (1988):

a)

b)

Submergir as laminas em agarose normal 1,5% a 60°C, secar e armazenar em
geladeira;

Coletar amostras de 3uL de sangue de peixes e diluir em 1000uL de solugdo
fisiologica de vertebrados;

Colocar 10pL da suspenséo celular nas laminas e adicionar 120uL de agarose de
baixo ponto de fuséo (0,5%) a 37°C;

Incubar em uma solugdo de lise (1mL triton X-100, 10mL de DMSO e 89mL de
solugéo de lise estoque, pH 10,0 — solugdo de estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM,
Tris 10mM, ~8,0g de NaOH sdlido, 10g de Lauryl sarcosinato sodico para 1L), em
geladeira por, no minimo, uma hora.

Apoés a lise, transferir as laminas para cuba de eletroforese, contendo solugéo
tampao (NaOH 300mM + EDTA 1mM, pH 12,1) a 4°C, em corrente 49V e 300mA,
por 20 minutos;

Neutralizar as lAminas em solugéo tamp&o (Tris 0,4M-HCI, pH 7,5) por 15 minutos,
secar a temperatura ambiente e fixar com etanol 100% durante dez minutos.
Realizar a colorac&o foi com Brometo de Etidio (0,02 mg/mL);

Visualizar em microscopio de fluorescéncia, aleatoriamente, 100 nucleoides de
cada peixe;

Os nucleoides sao classificados visualmente, segundo a classificacdo de
Kobayashi et al. (1995) e de acordo com a migragédo dos fragmentos, em: classe
0 (auséncia de dano visivel); classe 1 (pequeno dano - cauda menor que uma vez
o tamanho do nucleoide); classe 2 (médio dano — cauda com tamanho de uma a
duas vezes o tamanho do nucleoide); e classe 3 (grande dano - cauda com

tamanho maior que duas vezes o tamanho do nucleoide).
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2.2.2 Ensaio Cometa com A. cepa

O protocolo apresentado a seguir é descrito por Liman, Acikbas e Cigerci, (2019),
baseado no protocolo de Tice et al. (2000):

a) Submeter a germinagdo bulbos de A. cepa contendo as amostras a serem
analisadas (seguir as orientacdes do experimento com A. cepa do referido
trabalho);

b) Selecionar 10 meristemas de cada tratamento;

c) Realizar a extracdo nuclear, colocando 500 uL por meio de solugdo gelada de
tampéao Tris-MgClz (4 mM MgCl—6H20; 0,2 M Tris, 0,5% v/v Triton X-100, pH 7,5);

d) Suspender 50 pL da solugdo e misturar com 50 UL de agarose de baixo ponto de
fusdo (1,5%) a 37°C;

e) Colocar a suspensdo sobre lAminas previamente cobertas por agarose normal
(1%), sendo 3 laminas para cada tratamento;

f) Submergir as laminas em tampdao alcalino (1 mM EDTA e 300 mM NaOH, pH >
13) a 4 °C por 20 minutos;

g) Realizar a eletroforese a 25 V e 300 mA at 4 °C por 20 minutos;

h) Neutralizar as ldminas com solug¢do Tris (0,4 M pH 7,5) trés vezes e realizar a
coloragédo com 70 pL de Brometo de Etidio (20 pg/mL) por 5 min;

i) Visualizar o material com microscoépio de fluorescéncia com objetiva de 40x.

j) Contar aleatoriamente 50 cometas por ldmina e classificar em cinco classe, 0-sem

danos até 4-dano completo.

2.2.3 Ensaio Cometa sangue periférico humano

O protocolo apresentado a seguir foi baseado na metodologia utilizada por Geri¢ et
al. (2019):

a) Coletar sangue periférico e submeter as diferentes amostras (para orientagbes
sobre a coleta e condig¢des de incubacao vide o referido trabalho);

b) Utilizar como controle positivo Peroxido de Hidrogénio (1mM durante 10 minutos);

c) Apoés a exposicao (4 a 24h), deixar as amostras overnight em tampao de lise (2,5
M NaCl, 100 mM Naz2EDTA, 10 mM Tris, 1% sarcosinato de sddio, 1% Triton X-
100, 10% DMSO, pH 10);

d) Realizar a desnatura¢do por meio de solugdo desnaturante (300 mM NaOH, 1 mM
NazEDTA, pH 13) durante 20 minutos;

e) Realizar a eletroforese (1v/cm) durante 20 minutos;
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f) Neutralizar em solugéo tampéo (0,4 M Tris; pH 7,5) por 15 minutos a 4°C;

g) Efetuar a coloragdo com Brometo de Etidio (10 pg/mL);

h) Visualizar o material com microscopio de fluorescéncia, com aumento de 250x;

i) Contar aleatoriamente 100 cometas por Idmina, sendo duas laminas para cada
tratamento;

i) Sugere-se repetir o experimento duas vezes.

2.3 SOS CHROMOTEST
O método SOS Chromotest foi desenvolvido e validado por Quillardet e Hofnung em
1985 e baseia-se nas respostas metabdlicas de Escherichia coli frente a agentes
genotoxicos (OTHMEN et al., 2019)
Trata-se de um ensaio quantitativo, colorimétrico, de dose-resposta que verifica se
uma determinada substancia causa dano ao genoma bacteriano, influenciando assim a
producdo da enzima B-galactosidase, utilizando como pardmetro de comparacdo, a
producédo natural de alcalino fosfatase (QUILLARDET; HOFNUNG, 1985).
O protocolo apresentado a seguir foi baseado na metodologia utilizada por Othmen
et al. (2019):
a) Cultivar overnight cultura de E. coli de linhagem PQ37 em caldo Luria com
ampicilina (30 yg/mL) a 37°C sob agitagdo de 250 rpm;
b) Diluir a cultura até uma densidade 6ptica de 0,6;
¢) Colocar 190 ul da cultura e 10 yl da amostra a ser testada em placa de 96
Micropogos;
d) Incubar sob agita¢do de 1200g a 37°C durante 3 horas;
e) Descartar o sobrenadante e suspender o pellet 200 pl em tampao (Tris
(hidroximetil) Aminometano 2,43%);
f) Transferir 100 pl para a placa e adicionar 100 pl de tampdo SOS Chromogénico
(QUILLARDET; HOFNUNG, 1985);
g) Incubar durante 2 horas a 37°C sob agitagéo de 100g;
h) Realizar o ensaio de atividade de [(-galactosidase e de alcalino fosfatase,
seguindo o protocolo de Quillardet e Hofnung (1985);
i) Calcular a razdo entre a atividade de B-galactosidase/alcalino fosfatase, sendo

maior que 1,5, considera-se atividade genotéxica.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Existem diversas técnicas para a avaliagcdo da atividade genotdxica de um agente,
sendo que uma mesma técnica pode ser aplicada com a mesma finalidade, seja avaliando
uma um principio ativo, efluente, metal pesado, nanoparticulas, etc.

Dentre os métodos para avaliagdo genotdxica, destaca-se o teste de A. cepa, pois
sua aplicabilidade & ampla na investigacdo de inuUmeros agentes, baixo custo, facil
execucdo, dispensa autorizacdo em Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) e
apresenta boa correlagéo quando comparado a testes realizados com animais.

A utilizagcdo de modelos bioldgicos para avaliagdo genotdxica apresenta-se
complementar as avaliagbes quimicas e fisicas, uma vez que muitas substancias podem
estar presentes em baixas concentragdes, dificultando a identificagdo de sua presenca,

todavia pode ser notada pelas células.

4. REFERENCIAS

ANCIA, J. P.; ROMAOQ, N. F. Analise da atividade citotéxica e mutagénica do extrato aquoso
das partes aéreas de Uncaria tomentosa em teste de Allium cepa. South American
Journal of Basic Education, Technical and Technological., v. 3, n. 5, p.16-26, 2016.

ANACLETO, L. R;; ROBERTO. M. M., MARIN-MORALES, M. A. Toxicological effects of
the waste of the sugarcane industry, used as agricultural fertilizer, on the test system Allium
cepa. Chemosphere., v. 173, p. 31-42, 2017.

BHAGAT, J; S, G. S, SHYAMA, S. K. Genotoxicity of Cerium Oxide
Nanoparticle in Zebrafish and Green Mussel Perna viridis Using Alkaline Comet Assay.
LIFE: International Journal of Health and Life-Sciences., v. 4, n. 3, p. 118-127, 2019.

CARITA, R. Avaliagdo do potencial genotéxico e mutagénico de Amostras de aguas
de recursos hidricos que recebem efluentes urbanos e industriais do pélo ceramista
da Cidade de Santa Gertrudes — SP. (Dissertacdo) Mestrado em Ciéncias Biologicas:
Biologia Celular e Molecular - Universidade Estadual Paulista, 2010.

CARITA, R.; MARIN-MORALES, M. A. Induction of chromosome aberrations in the Allium
cepa test system caused by the exposure of seeds to industrial effluents contaminated with
azo dyes. Chemosphere., n. 72, p.722-725, 2008.

CHANDRA, S.; CHAUHAN, L. K.; MURTHY, R. C.; SAXENA, P. N.; PANDE, P. N.; GUPTA,
S. K. et al. Comparative biomonitoring of leachates from hazardous solid waste of two
industries using Allium test. Science of the Total Environment., v. 347, p. 46-52, 2005.

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazoénia. Stricto Sensu Editora, 2019.

27



COSTA, V. M.; MONTEIRO, C. A. B.; BATISTA, N. J. C. Avaliagdo genctdxica e mutagénica
de amostras de efluentes tratados por lagoas de estabilizagdo em Teresina-Piaui. Revista
DAE., v. 66, n. 209, 2018.

DELMOND, K.A.; VICARI. T.; GUILOSKI, I.C.; DAGOSTIM, A. C.; VOIGT, C. L.; SILVA DE
ASSIS, H. C. et al. Antioxidant imbalance and genotoxicity detected in fish induced by
titanium dioxide nanoparticles (NpTiO2) and inorganic lead (Pbll). Environmental
Toxicology and Pharmacology., v. 67, p. 42-52, 2019.

DUSINSKA, M.; MARIUSSEN, E.; RUNDEN-PRAN, E.; HUDECOVA, A. M.; ELJE, E;
KAZIMIROVA, A. et al. In Vitro Approaches for Assessing the Genotoxicity of
Nanomaterials. In: Zhang Q. (eds) Nanotoxicity. Methods in Molecular Biology., v. 1894.
Humana Press, New York, NY, 2019.

FATEH, A. H.; MOHAMED, Z.; CHIK, Z.; ALSALAHI, A.; MD ZAIN, S. R.; ALSHAWSH, M.
A. Mutagenicity and genotoxicity effects of Verbena officinalis leaves extract in Sprague-
Dawley Rats. Journal of Ethnopharmacology., v. 235, p. 88-99, 2019.

FERNANDES, J. F. N;; SILVA, B. S. S.; FONTES, R. M. S_; CANDIDO, W. P.; MALAVASI,
N; V.; et al. Avaliagéo do potencial citotdxico e mutagénico/genotédxico do latex de janauba
(Synadenium grantii Hook. f., Euphorbiaceae). Revista Pan-Amazoénica de Saude., v. 9,
n. 1, p. 59-65, 2018.

FISKESJO, G. The Allium test as a standard in environmental monitoring. Hereditas., v.
102, n.1, p. 99-112, 1985.

FISKEJO, G. The Allium test — an alternative in environmental studies: the relative toxicity
of metal ions. Mutation Research.. Amsterdan, v. 197, p. 243-260, 1988.

FLORES-BACHO, M. G.; TAKAHASHI, C. S.; CASTILLO, W. O.; SARAIVA, M. C. P
KUCHLER, E. C.; MATSUMOTO, M. A. N. et al. Genotoxic effects in oral mucosal cells
caused by the use of orthodontic fixed appliances in patients after short and long periods of
treatment. Clinical Oral Investigations, in press, 2019.

GAJSKI, G.; ZEGURA, B.; LADEIRA, C.; POURRUT, B.; DEL BO’, C.; NOVAK, M. et al.
The comet assay in animal models: From bugs to whales — (Part 1Invertebrates). Mutation
Research-Reviews in Mutation Research., v. 779, p. 82-113, 2019.

GERIC, M.; GAJSKI, G. DOMIJAN, AM.; GARAJ-VRHOVAC, V.; FILIPIC, M.; ZEGURA, B.
Genotoxic effects of neurotoxin 3-N-methylamino-I-alanine in human peripheral blood cells.
Chemosphere., v. 214, p. 623-632, 2019.

GHOSH, M.; GHOSH, |.; GODDERIS, L.; HOET, P.; MUKHERJEE, A. Genotoxicity of
engineered nanoparticles in higher plants. Mutation Research - Genetic Toxicology and
Environmental Mutagenesis., in press, 2019.

GUERRERA, E.; DOMICINI, L.; LEVORATO, S.; VANNINI, S.; ACITO, M.; FATIGONI, C.
et al. Cytotoxicity and genotoxicity of size-fractionated particulate matter collected in
underground workplaces. Air Quality, Atmosphere & Health., p. 1-9, 2019.
HARA, R.; MARIN-MORALES, M.A. In vitro and in vivo investigation of the genotoxic
potential of waters from rivers under the influence of a petroleum refinery (Sao Paulo State
- Brazil). Chemosphere., v. 174, p. 321-330, 2017.

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazoénia. Stricto Sensu Editora, 2019.

28



HELLEDAY, T.; ESHTAD, S.; NIK-ZAINAL, S. Mechanisms underlying mutational
signatures in human cancers. Nature Reviews Genetics., v. 15, n. 9, p.585-598, 2014.

IQBAL, M.; ABBAS, M.; NISAR, J. NAZIR, A.; QAMAR, A. Z. Bioassays based on higher
plants as excellent dosimeters for ecotoxicity monitoring: A review. Chemistry
International., v. 5, n. 1, p.1-80, 2019.

ITOH, S.; HATTORI, C. In vivo genotoxicity of 1,4-dioxane evaluated by liver and bone
marrow micronucleus tests and Pig-a assay in rats. Mutation Research - Genetic
Toxicology and Environmental Mutagenesis., v. 837, p. 8-14, 2019.

KHAN, S.; ANAS, M. MALIK, A. Mutagenicity and genotoxicity evaluation of textile industry
wastewater using bacterial and plant bioassays. Toxicology Reports., v. 6, p. 193-201,
2019.

KASPER, N.; BARCELOS, R. P.; MATTOS, M.; BARONI, S.; et al. Impact of anthropic
activities on eukaryotic cells in cytotoxic test. Revista Ambiente & Agua., Taubaté, v. 13, n.
3, 2018.

KOBAYASHI, H.; SUGIYAMA, C.; MORIKAMA, Y.; HAYASHI, M.; SOFUNI, T. A
comparison between manual microscopic analysis and computerized image analysis
in the cell gel electrophoresis. MMS Communication., v.3, p.103-115, 1995.

LACERDA, G.R. S.; CANTALICE, J.C.L.; LIMA, G. M. S.; ALBUQUERQUE, L. E. F. SILVA,
I. DE. G.; MELO, M. E. B. et al. Genotoxic activity of l-asparaginase produced by
Streptomyces ansochromogenes UFPEDA 3420. World Journal of Microbiology and
Biotechnology., p. 35-41, 2019

LEME, D. M.; MARIN-MORALES, M. A. Allium cepa test in environmental monitoring: A
review on its application. Mutation Research/Reviews in Mutation Research., v. 692, p.
71-81, 2009.

LESSA, L. R.,; CARIELLO, F. M. R. Adsorc¢&o do paracetamol em carvéo ativado: regresséo
da citotoxicidade e mutagénicidade no sistema Allium cepa. Revista Hérus., v. 12, n. 1, p.
44-54, 2017.

LIMAN, R., ACIKBAS, Y., & CIGERCI, I. H. (2019). Cytotoxicity and genotoxicity of cerium
oxide micro and nanoparticles by Allium and Comet tests. Ecotoxicology and
Environmental Safety., v. 168, p. 408—414, 2019.

LIMAN, R., CIGERCI, I. H., & GOKQE, S. Cytogenetic and genotoxic effects of Rosmaniric
Acid on Allium cepa L. root meristem cells. Food and Chemical Toxicology., v. 121, p.
444-449, 2018.

LOPES, R. M. Avaliacdao de metodologias moleculares e citogenéticas para detectar
niveis de deterioragdo em sementes de soja (Glycine max (L.) Merr.) e cevada
(Hordeum vulgare L.). (Tese) Doutorado em Botanica - Universidade de Brasilia, 2016.

MACEDA, E. B.; GRISOLIA, A. B.; VAINI, J. O.; CANDIDO, L. S;; et al. Uso de
biomarcadores para monitoramento das aguas do Coérrego Arara no municipio de Rio
Brilhante, MS, Brasil. Revista Ambiente & Agua., v.10, n.1, 2015.

Ciéncia, Inovagao e Tecnologia na Amazénia. Stricto Sensu Editora, 2019.

29



MALINI, M.; MARIN-MORALES, M. A.; MANTOVANI, M. S.; JAMAL, C. M.; NATI, N
PASSOS, T. S. et al. Determination of the antimutagenicity of an aqueous extract of
Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae), using in vivo and in vitro test systems. Genetics
and Molecular Biology., v.33, n.1, p.176-181, 2010.

MAZZEOQO, D. E. C.; MARIN-MORALES, M. A. Genotoxicity evaluation of environmental
pollutants using analysis of nucleolar alterations. Environmental Science and Pollution
Research., v. 22 n. 13, p. 9796-9806, 2015.

MAZZEO, D. E. C.; FERNANDES, T. C. C.; LEVY, C. E.; FONTANETTI, C. S.; MARIN-
MORALES, M. A. Monitoring the natural atenuation of sewage sludge toxicity using the
Allium cepa test. Ecological Indicators., v. 56, p. 60-69, 2015.

MEDEIROS, I. U.; MEDEIROS, R. A.; BORTOLIN, R. H.; QUEIROZ, F. M.; SILBIGER, V.
N.; PFLUGMACHER, S. et al. Genotoxicity and pharmacokinetic characterization of Cereus
Jjamacaru ethanolic extract in rats. Bioscience Reports., v. 39, n. 1, 2019.

MELLO, M. L. S.; VIDAL, B.C. A reacgdo de Feulgen. Ciéncia e Cultura., v. 30: p. 665-676,
1978.

MENEGUETTI, D. U. O.; SILVA, F. C.; ZAN, R. A_; POLETTO, P. O.; RAMOS, L. J. et al.
Adaptacdo da técnica de micronucleo em Allium cepa, para futuras andlises de
mutagenicidade dos rios da regidao do vale do Jamari, Ronddnia, Amazbnia ocidental.
Revista Pesquisa & Criagdo., v.10, n.2, p.181-187, 2011.

MENEGUETTI, D. U. O,; SILVA, F. C.; ZAN, R. A.; RAMOS, L. J.; et al. Adaptation of the
micronucleus technique in Allium cepa, for mutagenicity analysis of the Jamari river valley,
western Amazon, Brazil. Journal of Environmental & Analytical Toxicology., v.2, n.2,
2012.

MENEGUETTI, D. U. O.; LIMA, R. A;; SILVA, J. B.; SILVA, R. P.; PAGOTTO, R. C;;
FACUNDO, V. A. Analise Citotoxica e Mutagénica do Extrato Aquoso de Maytenus guya-
nensis Klotzsch Ex Reissek (Celastraceae) Chichua (Xixua) Amazdnico. Ciéncia e Natura.,
v. 36, n. 3, p. 301-309, 2014.

MENEGUETTI, D. U. O.; LIMA, R. A.; SILVA, F. C.; PASSARINI, G. M.; FACUNDO, J. B.;
PAGOTTO, R. C. et al. Andlise de genotoxicidade aguda in vivo do extrato aquoso
de Maytenus guyanensis Chichua amazonico. Revista Brasileira de Farmacognosia., v.
25,n. 2, p. 164-169, 2015.

OLIVEIRA, J. M.; YAMASHITA, M.; MENEGUETTI, D. U. O. Andlise do Potencial
Mutagénico em Afluentes do Rio Boa Vista Influenciados Pela Emissao de Rejeitos de Uma
Indastria de Laticinios no Municipio de Ouro Preto do Oeste RO, Brasil. In: VIl Jornada
Cientifica Centro de Estudos Interdisciplinar em Desenvolvimento Sustentavel da
Amazoénia. E-book VIII Jornada Cientifica do CEDSA, v. 8, p. 73-88, 2013.

OUANES-BEN OTHMEN, Z.; BARKA, S.; ADELJELIL, Z.B.; MOUELHI, S.; KRIFA, M;
KILANI, S. et al. In situ genotoxicity assessment in freshwater zooplankton and sediments
from different dams, ponds, and temporary rivers in Tunisia. Environmental Science and
Pollution Research., v. 26, p. 1435-1444, 2019.

PAIVA, J. G. A; FANK-DE-CARVALHO, S. M.; MAGALHAES, M. P.; GRACIANO-RIBEIRO,
D. Verniz vitral incolor 500®: uma alternativa de meio de montagem economicamente
viavel. Acta Botanica Brasileira., v. 20, n. 2, p. 257-264, 2006.

Ciéncia, Inovagao e Tecnologia na Amazdnia. Stricto Sensu Editora, 2019.

30



PALSIKOWSKI, P. A.; ROBERTO, M. M.; SOMMAGGIO, L. R. D.; SOUZA, P. M. S;;
MORALES, A. R. ; MARIN-MORALES, M. A. Ecotoxicity Evaluation of the Biodegradable
Polymers PLA, PBAT and its Blends Using Allium cepa as Test Organism. Journal of
Polymers and the Environment., v. 26, p. 938-945, 2017.

PEREIRA JUNIOR, J. L. Avaliagdo do potencial citotéxico e mutagénico da Lagoa do
Armazém, da Custddia, do Gentil, TEDUT e da Laguna Tramandai através do teste de
micronucleo em Allium cepa. (Monografia) Bacharelado em Ciéncias Bioloégicas -
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2015.

PERON, A. P.; CANESIN, E. A.; CARDOSO, C. M. V. Potencial mutagénico das aguas do
Rio Pirapé (Apucarana, Parana, Brasil) em células meristematicas de raiz de Allium cepa
L. Revista brasileira de Biociéncias., v.7, n.2, p.155-159, 2009.

QUADRA, G. R,, ROLAND, F., BARROS, N., MALM, O, LINO, A. S., AZEVEDO, G. M,, et
al. Far-reaching cytogenotoxic effects of mine waste from the Fund&o dam disaster in Brazil.
Chemosphere, v. 215, p. 753-757, 2018.

QUILLARDET, P.; HOFNUNG, M. The SOS Chromotest, a colorimetric bacterial assay for
genotoxins: procedures. Mutation Research/Environmental Mutagenesis and Related
Subjects., v. 147, n. 3, p. 65-78, 1985.

RAJAPAKSHA, R. P. N. H.; WIJAYARATHNA, C. D. Determination of genotoxicity of
aqueous extracts of Flueggea leucopyrus willd. (Katupila) using the optimized “Alkaline
Comet Assay”. Pharmaceutical Journal of Sri Lanka., v. 7, p. 23-33, 2017.

ROBERTO, M. M.; JAMAL, C. M.; MALASPINA, O.; MARIN-MORALES, M. A.
Antigenotoxicity and antimutagenicity of ethanolic extracts of Brazilian green propolis and
its main botanical source using Allium cepa test system. Genetics and Molecular Biology.,
v. 39, n. 2, p. 257-269, 2016.

SINGH, N. P., MCCOY, M. T, TICE, R. R., SCHNEIDER, E. L. A simple technique for
quantitation of low levels of DNA damage in individual cells. Experimental Cell Research.,
v. 175, 1988.

TICE, R. R.; AGURELL, E.; ANDERSON, D.; BURLINSON, B.; HARTMANN, A;
KOBAYASHI, H. et al. Single cell gel/comet assay: guidelines for in vitro and in vivo genetic
toxicology testing. Environmental and Molecular Mutagenesis., v. 35, p. 206-221, 2000.

VANUCHI, V. C. F.; SOUZA, A. S. H; SILVA, J. R.;; BAPTISTA, J. A. A;; MENEGUETTI, D.
U. O.; ZAN, R. A. Analise do potencial mutagénico em afluentes do rio ji-parana
influenciados pela emissdo de rejeitos de uma industria de laticinios e um curtume no
municipio de Presidente Médici — RO, Brasil. South American Journal of Basic
Education, Technical and Technological., v. 2, n. 1, p. 68-73, 2015.

WOLFF, F. R.; BROERING, M. F.; JURCEVIC, J. D.; ZERMIANI, T.; BRAMORSKI, A,
VITORINO, J. C. et al. Safety assessment of Piper cernuum Vell. (Piperaceae) leaves
extract: Acute, sub-acute toxicity and genotoxicity studies. Journal of
Ethnopharmacology., v. 230, p. 109-116, 2019.

ZHANG, A.; JIA, A.,; PARK, M,; LI, Y.; SNYDER, S.A. Genotoxicity assay and potential
byproduct identification during different UV-based water treatment processes.
Chemosphere., v. 217, p. 176-182, 2018.

Ciéncia, Inovagao e Tecnologia na Amazodnia. Stricto Sensu Editora, 2019.

31



32
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo adaptar o protocolo de avaliagdo genotdxica e mutagénica de
Guerra e Souza (2002). Os ensaios foram feitos com sementes de Allium cepa da variedade
Baia periforme sem agroquimicos. Apds o desenvolvimento dos meristemas com 1 a 2cm de
comprimento, foram coletados, armazenados e conservados sob refrigeragao (2-8°C) em tubos
contendo orceina acética 2%, por lh, 24h, 48h e 72h.Foram realizados esmagamentos para
confeccdo das laminas e observadas ao microscopio Optico na objetiva de 40X. Observou-se
que os meristemas conservados em até 48h apresentaram resultados satisfatorios quanto a
coloracao ¢ detalhamento de cromossomos, nucleos € micronticleos. Esta técnica difere-se das
demais por ndo apresentar agentes fixadores e hidrolisantes, possibilitando ainda a
conservagao do material em orceina acética 2% por até 72h.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Genotoxicidade. Mutagenicidade.

O primeiro relato da utilizagdo A espécie Allium cepa, conhecida popularmente como
“cebola de cabega”, como organismo para testes bioldgicos foi a partir do ano de 1920
(LEVAN, 1938) e, desde entdo, diversos estudos relacionados a toxicidade e genotoxicidade
tém utilizado essa espécie em experimentos de biomonitoramento, pois possui capacidade de
corresponder ao ambiente em que estd inserida, indicando assim, indiretamente, a presenga de
substancias citotoxicas e genotdxicas, sendo o teste de A. cepa um método de baixo custo e
alta eficiéncia se comparado a outros testes que realizam as mesmas avaliagdes, tais como
teste Cometa e SOS Chromotest (FISKESJO, 1985; MALINI et al., 2010; GALVAO et. al.,
2015; LESSA; CARIELLO, 2017; PROLO JUNIOR et al., 2019).
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Existem varios métodos que utilizam 4. cepa, que podem variar na utilizacdo de
sementes (PALSIKOWSKI et al., 2017) ou bulbos (MENEGUETTI et al., 2015), mas a maior
variacdo encontrada na literatura ¢ a escolha do protocolo de fixacdo e coloragdo (LEME;
MARIN-MORALES, 2009). Dentre as técnicas de preparagao do teste 4. cepa, destacam-se a
utilizagcdo de Reagdo de Feulgen (MELO; VIDAL, 1978, CARVALHO et al., 2017), orceina
acética (FISKEJO, 1985), carmin acético (ANACLETO; ROBERTO; MARIN-MORALES,
2017) e Kit Panoptico rapido (MENEGUETTI et al., 2011).

Para fornecer um método alternativo para o teste de A. cepa, este estudo teve como
objetivo desenvolver uma adaptagcdo do protocolo proposto por Guerra e Souza (2002) para
avaliagdo genotoxica e mutagénica.

Os ensaios foram realizados com sementes de A. cepa, da variedade Baia periforme,
mesma linhagem, livres de agroquimicos da marca Isla® (Isla Sementes LTDA, Brasil). O
experimento foi realizado com amostras de agua provenientes da regido urbana do igarapé
Sao Francisco da cidade de Rio Branco, Acre.

Para cada amostra foram utilizadas duas placas de petri revestidas com papel de
germinagdo, contendo 100 sementes cada. As sementes foram mantidas em ambiente
controlado entre 20 a 24°C, sendo irrigadas uma vez ao dia com agua proveniente da amostra
coletada.

Apo6s 72h, os meristemas foram coletados com aproximadamente 10mm a 20mm de
comprimento e acondicionados em microtubos de centrifugacdo contendo orceina acética 2%,
essa conservagao em orceina acética ndo € descrita no protocolo proposto por Guerra e Souza
(2002).

Para avaliar a viabilidade da técnica, antes da preparacdo das ldminas, os meristemas
ficaram expostos ao corante durante lh, 24h, 48h e 72h e conservadas em refrigerador (2-
8°C).

Para a confecgdo das laminas, os meristemas foram colocados sobre uma lamina,
seccionado a porcao apical, adicionadas duas gotas de orceina acética 2%, e entdo cobertos
com uma laminula, e diferentemente de Guerra e Souza (2002), ndo foram utilizados o agente
fixador (Carnoy — Alcool e Acido Acético 3:1) e hidrolisante (Acido cloridrico 1N). As
laminas foram aquecidas em chama, trés vezes durante 3 segundos cada, sendo
posteriormente realizado o esmagamento dos meristemas e em seguida visualizadas ao

microscopio Optico com ocular de 10x e objetiva de 40x (Magnificacao de 0,63).
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A figura 1 apresenta o resultado da técnica, realizada com os diferentes intervalos de
tempo (1h, 24h, 48h e 72h), sendo possivel notar que a qualidade da colorac¢do nao se alterou,
outrossim as laminas que permaneceram 24h e 48h foram as que os cromossomos e nucleos
ficaram mais evidentes, podendo notar de uma forma bem nitida alteragdes cromossomicas e

micronucleos com qualidade satisfatoria.

Figura 1: Fotos das laminas de meristema de 4. cepa em diferentes periodos de manutencao
na solucdo de orceina acética: 2g de orceina + 55 mL de agua + aquecimento + 45 mL de
acido acético absoluto.
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A) 1 hora; B) 24h; C 48h; D) 72h.

1 - Profase, 2 - Prometafase, 3 - Metafase, 4 - Anafase, 5 - Telofase, 6 - C-Mitose, 7 - Quebra cromossdmica, 8 -
Brotamento nuclear e 9 - Micronucleo.

Este protocolo, adaptado de Guerra e Souza (2002), se distingue dele e de outros
trabalhos por utilizar o acido acético presente na orceina acética em substitui¢ao da solugao
Carnoy e nao utilizagdo de um agente hidrolisante (HCl 1N). O 4cido acético, presente na
orceina acética, atua como agente fixador, uma vez ele atua na desnaturagdo e/ou coagulacao

de proteinas (BUESA, 2008).
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Esta técnica oferece a vantagem de acondicionar e conservar os meristemas por até
72h, sem perder qualidade na leitura das ldminas. Em comparacdo com outros trabalhos que
apresentam fotos das células coradas com as técnicas geralmente utilizadas de Reagdo de
Feulgen, carmin acético, orceina acética com fixador ou Kit pandptico rapido (LEME;
MARIN-MORALES, 2009; MENEGUETTI et al., 2012; MENEGUETTI et al., 2014;
MAZZEQ et al., 2015), nota-se que esta adaptacdo apresenta resultados iguais ou superiores.

A elaboracdo de novas técnicas e adaptagdes € importante para oferecer novos
protocolos, mais simples e eficientes para a realizagao de testes genotoxicos com A. cepa, este
estudo propds uma adaptagdo em contrastes a outras metodologias utilizadas, afim de facilitar

a realizagdo e eficacia deste teste.
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5. CAPITULO III - Potencial genotoxico e citotoxico da agua do Igarapé Sao Francisco,
Rio Branco, Acre, Brasil
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RESUMO

A genotoxicidade de um agente fisico ou quimico apresenta o potencial de promover
alteragdes genéticas, estruturais, informacionais ou segregacionais no DNA, que levam a
danos ao material genético e com isso podem comprometer a sobrevivéncia dos seres vivos.
Biomonitoramentos sdo fundamentais para a investigacdo e deteccdo de potenciais
genotoxicos, citotoxicos e mutagénicos, sendo assim indispensaveis para a verificacdo da
qualidade dos ecossistemas aquaticos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial citotoxico, genotoxico e mutagénico das aguas provenientes do igarapé Sao
Francisco da cidade de Rio Branco, Acre, Brasil. A metodologia utilizada para a avaliar os
potenciais foi o teste de Allium cepa. Foram coletadas amostras de agua, em 10 no igarapé
Sao Francisco na regido urbana e uma amostra da Nascente da regido rural, nos meses de
junho com repetigdo no més de dezembro de 2019. Cada amostra foi utilizada para a
germinagdo das sementes, sendo colocadas em duas placas de petri com papel filtro, contendo
100 sementes cada. As sementes germinaram sob temperatura constante de 24°C, sendo
irrigadas uma vez ao dia. Apds 3 dias, os meristemas foram coletados e submetidos a técnica
de coloragdo por orceina acética 2%. Foram analisadas 5000 células por amostra. No periodo
de seca, os indices mitdticos foram significativamente menores nos pontos 4 ¢ 10 em relagao
ao controle e P4, P6, P8 e P10 a nascente, ja no periodo chuvoso os pontos houve uma
diminui¢do do indice mitdtico nos pontos 2, 3, 8, 9 e 10 em relagdo a nascente e o ponto 10
em relacdo ao controle, efeito este provavelmente ocasionado, devido a presenca de
residéncias no entorno dos pontos, aumentando assim o contato da agua com residuos e
efluentes domésticos. Somente o ponto 4 apresentou resultados menores na seca € o ponto 7
no chuvoso. Durante o periodo de seca os pontos 1, 2 e 3 apresentaram uma maior quantidade
de micronucleos tanto em relacdo ao controle quanto a nascente, porém na estagao chuvosa,
somente o ponto 2 continuou demostrando esse fendomeno. Foram encontrados valores
significativos em relagdo ao controle em alguns pontos ao longo do igarapé, demonstrando
assim que existem agentes causadores de alteragdes citotdxicas, genotoxicas e mutagénicas,
evidenciando assim uma necessidade de estabelecer medidas de protecao deste igarapé.
Palavras-chave: Ecotoxicologia; Allium cepa; Poluigdo ambiental.
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ABSTRACT

The genotoxicity of a physical or chemical agent has the potential to promote genetic,
structural, informational or segregational changes in DNA, which lead to damage to the
genetic material and thus can compromise the survival of living beings. Biomonitoring is
fundamental for the investigation and detection of genotoxic, cytotoxic and mutagenic
potentials, being therefore indispensable for verifying the quality of aquatic ecosystems. The
present study aimed to evaluate the cytotoxic, genotoxic and mutagenic potential of waters
from the Sao Francisco stream in the city of Rio Branco, Acre, Brazil. The methodology used
to evaluate the potentials is the assay using the Allium cepa test. Ten water samples were
collected in the months of June and December 2019 at different points of the Sdo Francisco
stream in the urban region and a sample of the Spring in the rural region. Each sample was
used for seed germination, being placed in two petri dishes with filter paper, containing 100
seeds each. The seeds germinated under a constant temperature of 24 ° C, being irrigated once
a day. After 3 days, the meristems were collected and submitted to the 2% acetic orcein
staining technique. 5000 cells were analyzed per sample. In the dry season, the mitotic
indexes were significantly lower at points 4 and 10 compared to the control and P4, P6, P8
and P10 at the source, while in the rainy season the points showed a decrease in the mitotic
index at points 2, 3, 8, 9 and 10 in relation to the spring and point 10 in relation to the control.
Only point 4 showed lower results in drought and point 7 in rainy. During the dry season,
points 1, 2 and 3 showed a greater amount of micronuclei both in relation to the control and
the spring, but in the rainy season, only point 2 continued to demonstrate this phenomenon.
Significant values were found in relation to the control at some points along the stream, thus
demonstrating that there are agents that cause cytotoxic, genotoxic and mutagenic alterations,
showing the necessity to implement protective measures to this strem.

Keywords: Ecotoxicology; Allium cepa; Environmental pollution.

1. INTRODUCAO

O igarapé Sao Francisco ¢ um importante curso d’agua que tem sua nascente no
ambiente rural, atravessa o ambiente periurbano e urbano, recebendo descarga de efluentes
domésticos, provenientes dos igarapés Saituba, Dias Martins e Batista, e ao final liberando-os
na sua foz que se da no rio Acre (SANTI et al., 2012). Este igarapé esta inserido na Area de
Protecdo Ambiental Igarapé Sao Francisco, criada em junho de 2005 pelo decreto estadual N°
12.310, trata-se de uma Unidade de Conservacao de uso sustentavel, de extensdo de
30.004,125 hectares que compreende parte dos municipios de Bujari e Rio Branco
(MIRANDA, 2019).

Na area urbana de Rio Branco, ele ¢ o maior afluente do rio Acre, com largura média
de 15m, seu comprimento na drea urbana ¢ de cerca de 20km, sendo que seu curso d’agua € o
principal responséavel pela macrodrenagem local, respondendo por cerca de 70% da drenagem

natural. (NASCIMENTO; SIMOES, 2017; GADELHA, 2019).
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De acordo com Santi et al. (2012) e IBGE (2019a), o Igarapé Sdo Francisco, apresenta
percurso de 115,6 km e densidade de drenagem de 1,37 km/km?2. E o principal coletor da
bacia hidrografica do sitio urbano de Rio Branco, com exce¢do do Rio Acre. Suas margens
apresentam-se muito degradadas pela ocupacdo humana, ocasionando assim o processo de
erosdo e assoreamento. Devido a sua localizagdo no ambiente urbano, este corpo d’agua acaba
recebendo residuos provenientes de diversas instalagdes humanas, como dejetos, lixo e esgoto
doméstico, ocasionando assim uma poluicdo de suas aguas (SANTI et al., 2012; IBGE,
2019b; GADELHA, 2019).

Alguns estudos demonstram que diversos rios, lagos e acudes podem estar
contaminados agentes toxicos, genotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos, provenientes do
descarte de efluentes industriais € domésticos (COSTA; MONTEIRO; BATISTA, 2018).
Logo, os monitoramentos ambientais de corpos d’agua sdo cruciais para a preservacao €
conservagdo dos ecossistemas aquaticos, pois devido a agdo de agentes fisicos e quimicos de
poluentes, estes podem provocar efeitos genotoxicos e citotdxicos aos seres Vivos,
desencadeando assim erros informacionais e estruturais as suas células, principalmente ao
DNA, sendo estes testes indiretos de grande importancia, pois podem servir de
direcionamento ao poder publico para identificar as areas potencialmente impactadas
(CASSANEGO et al., 2014; SANTOS et al., 2017; KASPER et al., 2018).

Visando analisar a qualidade da dgua deste igarapé, este trabalho teve como objetivo
averiguar o potencial citotdxico, genotdoxico e mutagénico do Igarapé¢ Sao Francisco no

municipio de Rio Branco, Acre.

2. MATERIAIS E METODOS

A éarea de estudo foi o municipio de Rio Branco, Acre (Figura 1), onde, foram
realizadas duas coletas, a primeira em julho de 2019, periodo conhecido como verdo
Amazonico, de baixo regime pluvial e outra em dezembro de 2019, durante a estagdo
chuvosa, conhecida como inverno Amazonico e alto regime pluvial (SANTI et al., 2012).

Foram delimitados 10 pontos de coleta aproximadamente equidistantes (Figura 2), ao
longo do percurso urbano do igarapé. As coordenadas geograficas dos pontos sdo: Ponto 1
(9°56'14.60"S  67°52'48.20"W); Ponto 2 (9°56'13.90"S 67°52'23.40"W); Ponto 3
(9°56'18.20"S 67°51'44.70"W); Ponto 4 (9°56'32.90"S 67°51'1.20"W); Ponto 5 (9°57'1.00"S
67°50'16.00"W); Ponto 6 (9°56'39.30"S 67°4929.40"W); Ponto 7 (9°57'6.40"S
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67°48'48.60"W); Ponto 8 (9°57'32.40"S 67°482.70"W); Ponto 9 (9°57'20.40"S
67°47'30.30"W); Ponto 10 (9°57'30.20"S 67°47'10.10"W).

Para fins de comparagdo também foi realizado uma coleta na nascente do igarapé,
localizado na zona rural do municipio de Bujari-Acre (figura 1) (9°56'19.2"S 68°09'01.2"W) e
um Controle Negativo (CN) contendo H>O mineral (FAZILI; AHMAD, 2014).

As amostras foram coletadas com auxilio de batiscafo, com cerca de 15cm de
profundidade na coluna d’agua, armazenadas e transportadas de acordo com o Guia Nacional
de Coleta e Preservagao de Amostras (CETESB, 2011) até o Laboratorio de Medicina
Tropical da Universidade Federal do Acre.

Figura 1: Mapa do Estado do Acre e Brasil, identificando o municipio da nascente (Bujari) e
pontos de coleta (Rio Branco).
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Os ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade foram realizados
utilizando o sistema Allium cepa (LEVAN, 1938). Sementes de A. cepa, da variedade Baia
periforme, mesma linhagem, livres de agroquimicos da marca Isla® (Isla Sementes LTDA,
Brasil). Para cada amostra ¢ o controle negativo, foram utilizadas duas placas de petri
revestidas com papel filtro, contendo 100 sementes cada. As sementes foram mantidas em
ambiente controlado com temperatura de 22+2° C, sendo irrigadas uma vez ao dia com agua
proveniente da amostra coletada. Apos 72h, as por¢des meristematicas foram coletadas para a

realizacdo dos ensaios.
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Figura 2: Imagem de satélite identificando os pontos de coleta na area urbana do municipio
de Rio Branco.

Fonte: Elaborado pelo autor com auxilio do Google Earth, 2019.

Foram confeccionadas 10 laminas de cada amostra pela técnica de esmagamento
corada com Orceina acética 2%. As laminas foram analisadas e fotografadas sob objetivas de
20X e 40X em microscopio Zeiss® modelo AxioScope.Al. ApoOs o registro fotografico, as
células foram contadas utilizando o software ImagelJ versdo 1.52d com auxilio do plugin Cell

Counter.

2.1 ANALISE DA CITOTOXICIDADE

O ensaio citotoxico foi realizado por meio da analise do Indice Mitdtico. Este indice ¢
expresso pela razao entre o nimero de células em divisao em relagdo ao nimero total de
células, sendo essa razao multiplicada por 100. Foram analisadas 500 células por lamina (10

laminas), totalizando 5 mil células por amostra (LEME; MARIN-MORALES, 2009).
2.2 ANALISE DA GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE
A andlise Genotdxica foi avaliada pela presenca de alteracdes cromossOmicas e

nucleares. Foram identificadas as células que contém aberracdes cromossdmicas (aderéncia,

poliploidia, perda, C-metafase, multipolaridade, pontes anaféasicas e pontes telofasicas) e
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anormalidades nucleares (células binucleadas, trinucleadas ¢ nucleos lobulados) (PROLO
JUNIOR et al., 2019), sendo utilizadas para este parametro, 500 células por lamina,
totalizando 5 mil células por amostra (PALSIKOWSKI et al., 2017).

Para a andlise mutagénica foram identificadas células que continham um ou mais
micronucleos, sendo contadas 500 células por lamina, totalizando 5 mil células por amostra
(FISKESJO, 1988; MENEGUETTI et al, 2014; ANACLETO; ROBERTO; MARIN-
MORALES, 2017; SARGSYAN et al., 2018; PAIXAO et al., 2019a; PAIXAO et al., 2019b).

2.3. ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos em médias e desvio padrao para cada abordagem. Para a
verificacao de normalidade dos dados foi realizado um teste Shapiro-Wilk, sendo constatado
que os dados ndo apresentaram normalidade. Sendo assim para verificar as diferengas entre as
médias, foi realizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com teste post-hoc Dunns,
comparando os diferentes pontos com o controle negativo e nascente. Para a comparagao dos
pontos entre as duas estagdes, foram adotados os testes T-Student e Mann-Whitney de acordo
com normalidade. A andlise dos dados e a elaboragdo dos graficos foi realizada por meio do

programa GraphPad Prism® 8.0, sendo considerado significante quando p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises estdo representados na tabela 1, com os valores médios e
desvio padrao para o Indice Mitético (IM), nimero de Anomalias Cromossdmicas e Nucleares

(ACN) e Micronucleos (MN).
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Tabela 1: Valores médios e desvio padrio do Indice Mitético (IM), Anomalias Cromossémicas ¢ Nucleares
(ACN) e Micronucleos (MN) das coletas do periodo de Verdo (VA) e Inverno Amazonico (IA).

Periodo CN N P1 P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8 P9 P10

6.02 7.82 6.84 1054 18.06 0.72 530 1.60 48 214 262 0.74

VA + + + + + + + + + + + +

245 2.03 4.74 9.37 14.84 0.547## 199 0.50"  2.67 1.22%* 1.15 .25
M 444 554 526 3.08 3.20 6.84 452 3.68 462 3.24 284 2.26
1A + + + + + + + + + + + +

1.83 0.81 136 1.10%  1.64* 1.03  0.66 1.20 1.41 0.73% 0.68%# (.53

2.40 2.80 7.70 1.80 3.70 0.0 4.80 1.20 3.30 2.00 2.80 0.60

VA + &+ + + + + + + + + + +

1.58 0.92 5.46 1.75 4.16 0.0"### 358 0.92 275 149 2.10 0.52#

ACN 2.60 3.50 4.40 1,70 1,10 5.00 7.30 2.00 3.70 2.20 2.30 1.20
1A + + + + + + + + + + + +

1.71 3.80 2.17 1.23 0.99 1.63  2.63*% 094 258 1.55 134 0.63

240 1.70 7.80 10.40 9.30 0.80 3.30 1.60 3.60 1.60 2.00 0.90
VA + + + + + + + + + + + +
1.43 1.06 4.47% 4.777## 2 83" (.42 0.95 1.07 1.65 0.96 1.25 0.74
MN
3.10 3.00 5.50 7.40 5.10 1.80 3.50 2.00 3.50 1.90 2.50 3.50
1A + + + + + + + + + + + +

1.60 0.66 2.72  2.68%  2.96 140 0.85 1.16 1.78 0.74 1.27 1.51

* representa diferenca significativa entre os pontos e o Controle Negativo (CN), enquanto o * a diferenca entre a
Nascente (N) e os Pontos. * ou * p<0.05; ™ ou # p<0.01, *** ¢ ## p<0.001 (Kruskal-Wallis, pos-teste de Dunns).

Verificou-se que quanto ao IM, tanto no periodo de verdo e inverno amazonico, nao
houve diferenga estatistica encontrada nos valores do CN e a nascente, demonstrando que
quanto a esse parametro, a agua proveniente desse ponto, ndo influenciou no crescimento e
desenvolvimento das células.

Durante o verdo, estacdo com menor pluviosidade (julho/2019, 95mm) (INMET,
2019), o IM dos pontos 4 e 10, apresentaram valores significativamente menores (p<0,001)
que o CN (6.02+£2.45), sendo que quando se comparou com o resultado da nascente
(7.82+2.03), os pontos que tiveram significancia para reducao do IM foram 4 (p<0,001), 6 e 8
(p<0,01) e 10 (p<0,001).

No inverno (dezembro/2019, 452mm) (INMET, 2019), o ponto 10 apresentou valor
abaixo do CN (4.44=£1.83 p<0,05) e da nascente (5.54+0.81 p<0,001), j& os pontos 2 (p<0,01),
3 e 8 (p<0,05) e 9 (p<0,001) apresentaram indices mitdticos menores somente em relacdo a
nascente.

E importante ressaltar que as maiores diferengas encontradas foram em relagdo aos
pontos e a amostra da nascente, o que demonstra que ao longo do percurso do igarapé,
conforme ele atravessa o perimetro urbano, ele sofre influéncia antrdpica, que € acentuada no
periodo chuvoso, em que devido a ocupagdo humana perto das suas margens, acaba

aumentando a quantidade de dejetos, lixos e esgotos langados no igarapé.
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Alteragdes do indice mitotico podem serem ocasionadas pela presenca de agentes com
acdo citotoxica, sendo que uma diminui¢ao nesse indice pode ser ocasionada pela presenga de
agentes quimicos ou fisicos dificultando assim o desenvolvimento e a divisdo celular,
enquanto aumentos podem levar a uma multiplicacdo desordenada e assim formar tecidos
tumorais (MACEDA et al., 2015; COSTA; MONTEIRO; BATISTA, 2018). Peron et al.
(2009) destacam que variagdes do indice mitotico e alteragdes do material genético podem
desencadear quadros graves e irreversiveis a saude animal ou humana. Portanto este ¢ um
parametro importante para avaliar a citotoxicidade de amostras de agua, se tornando assim
uma ferramenta essencial para monitoramento ambiental (GOMES et al., 2015).

Em um estudo de Ramos et al. (2020), foram encontrados indices mitdticos maiores
durante a estacao de seca, resultado diferentes do presente estudo, que encontrou um aumento
em 3 pontos e uma diminui¢ao em 4 deles.

Ferreira et al. (2012) ndo encontraram diferencas significativas nos indices mitéticos
entre o controle e amostras de agua dos ribeirdes Varginha e Tabatinga, durante o periodo
chuvoso, provavelmente pela diluicdo ou dispersao de potenciais agentes citotoxicos.

Diisman et al. (2014) ao analisarem a agua do rio Quatorze, Francisco Beltrao, estado
do Parand, em més com alta taxa de precipitacdo, verificaram que 3 dos 4 pontos, ndo
apresentaram diferencas significativas quanto a citotoxicidade, resultado que se assemelha ao
presente estudo, que somente um ponto, dentre os 11, apresentou um indice mitdtico que se
caracteriza como citotoxico.

Dentre os pontos que apresentaram potencial citotdoxico, destaca-se o ponto 10,
proximo da foz do igarapé, que apresentou baixo indice mitdtico tanto na estacdo seca, quanto
na chuvosa, evidenciando-se assim um potencial citotoxico preocupante para a biota ali
presente. Este resultado pode ser explicado devido ser o ultimo ponto de coleta, que recebe
toda a carga de agentes que sdo carreados pelos sedimentos e pela dgua ao longo do igarapé,
que entdo serd descarregado no rio Acre, principal rio do municipio de Rio Branco, que
compde a sub-bacia Rio Acre, que estd inserida na formacdo da bacia hidrografica do rio
Purus (PEREIRA; SZLAFSZTEIN; ARAUJO, 2016).

O teste de genotoxicidade, revelou a presenca de anormalidades cromossomicas e
nucleares dos tipos pontes anafasicas, pontes telofasicas, C-metafase, aderéncia, anafases com

cromossomos atrasados, quebras cromossomicas, brotamentos (Figura 3).
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O resultado da avaliagdo genotoxica, constatou que apesar de presentes, a quantidade
de anormalidades encontradas nao diferiu estatisticamente do CN e a nascente nos dois
periodos de coleta.

No verdo, o ponto 4 (0,0+£0,0) apresentou valores médios de ACN significativamente
menores em relacdo ao CN (2.40+1.58 p<0,05) e nascente (2.80+0.92 p<0,001), enquanto o
ponto 10 apresentou menor valor significativo somente em relagdo a nascente (p<0,05). Esses
valores dos pontos 4 e 10, provavelmente se devem aos baixos indices mitdticos obtidos por
esses dois pontos na avaliagdo citotdxica, uma vez que para surgimentos de caracteres
genotodxicos, € necessario que a célula realize as etapas de duplicagio do DNA e/ou o
processo mitdtico. No inverno, o unico ponto que apresentou valores significativamente
maiores do que o CN (2.60£1.71) e a nascente (3.50+3.80) foi o ponto 5 (7.30£2.63 p<0.05).

Em um estudo nos rios Ficha e Minas Gerais, proximo a cidade de Ubirata, Minas
Gerais, Silva et al. (2004) ndo detectaram valores de anomalias cromossdmicas em relacdo ao
controle durante o periodo chuvoso, resultado este semelhante ao presente estudo, que
somente encontrou um ponto 5 com valores maiores significativos. Resultado semelhante foi
encontrado por Ferreira et al. (2012), que ndo encontraram diferencas significativas de
alteracdes cromossomicas amostras de agua dos ribeirdes Varginha e Tabatinga, durante o
periodo chuvoso.

Braga e Lopes (2014) em um estudo realizado no rio Subaé, municipio de Humildes,
estado da Bahia, avaliaram o potencial citotoxico e genotoxico em trés pontos, constatando
todos apresentaram anormalidades cromossdmicas e reducao do indice mitotico significativas,
destacam ainda que efluentes liberados na dgua, podem conter substancias com potencial de
causar danos a biota ndo aparentes inicialmente, todavia podem levar a quadros de
cronicidade, diminuindo a taxa de sobrevivéncia, danos ao material genético, neoplasias,
danos histoldgicos, que desencadeiam consequéncias graves a sobrevivéncia dos organismos.

Gomes et al. (2015) afirmam que mesmo alguns pontos apresentem amostras com
potencial citotéxico, ndo necessariamente estes estardo associados com a ocorréncia de
caracteres genotoxicos, uma vez que agentes que causam alteracdes metabodlicas que
influenciam a divisao celular, podem ndo causar danos ao DNA, fato este que foi verificado
no presente estudo, pois nenhum dos pontos que apresentaram potencial citotoxico em relagao

ao controle, independente da estacdo, apresentaram potencial genotoxico.
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Figura 3: meristemas de 4. cepa submetidos a amostras de agua do igarapé Sdao Francisco,
Rio Branco, Acre.

A. C-mitose; B. Metafase precoce; C. Metafase com cromossomo vagante; D. Anafase com cromossomo
vagante; E. Ponte anafasica com microntcleo; F. Ponte telofésica; G. Ponte telofasica com cromossomo isolado;
H. Telo6fase tardia com cromossomo isolado; I. Brotamento nuclear; J. Microntcleo.
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A avaliagdo mutagénica ndo verificou diferenca estatistica no niimero médio de
micronucleos entre 0 CN e a nascente nos dois periodos de coleta. No Verao, verificou-se que
os pontos 1 (7.80+4.47), 2 (10.40+4.77) e 3 (9.30+2.83), apresentaram um numero maior de
micronucleos comparados os pontos com o CN (2.400+1.43 - P1 p<0,05; P2 p<0,01 e P3
p<0,05) e a nascente (1.70£1.06 — P1 p<0,01; P2 p<0,001; P3 p<0,001). No periodo de
inverno, somente o ponto 2 (7.40+2.68) apresentou niimero significativamente maior de
micronucleos em relagao ao CN (3.10£1.60 p<0.05) e nascente (3.00+0.66 p<0.05).

Em um estudo realizado Maschio (2009) no Rio Preto, cidade de Sao José do Rio
Preto, estado de Sao Paulo, foi encontrado um aumento significativo no numero de
microntcleos em meristemas de A. cepa, durante o periodo de baixa pluviosidade (estacao
seca), possivelmente pela maior concentragao de substancias oriundas de despejo direto de
esgoto urbano, em comparacao ao periodo de alta pluviosidade (estacdo chuvosa), fato este
que também encontrado no presente estudo, em que 3 pontos apresentaram alteracdes
significativas no periodo de seca, em comparagdo ao periodo chuvoso, que foi encontrado
somente 1 ponto.

Freitas et al. (2017), destacam que micronucleos sdao formados por fragmentos ou
cromossomos inteiros, que se localizam no citoplasma celular, préximo ao nticleo, sendo estes
de origem clastogénica (quebras cromossdmicas), em que agentes clastogénicos atuam a nivel
de DNA ou aneugénica (cromossomos inteiros), onde principalmente proteinas do fuso sdo

afetados por agentes aneugénicos, sendo observados na figura 3 (E e J).

Os resultados do IM, ACN e MN das duas estagdes foram comparados entre si como

pode ser observado na figura 4.
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Figura 4: Compara¢do dos Indices mitoticos, Anomalias nucleares e cromossOmicas e
Micronucleos, entre os periodos de Verao (Junho) e Inverno Amazonico (Dezembro).
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Quando avaliados os valores médios do indice mitotico entre as estagdes, verificou-se
que no periodo chuvoso houve uma diminui¢cdo na nascente (p<0.001), ponto 1 (p<0.05),

ponto 3 (p<0.001) em relagdo ao periodo de seca, provavelmente devido a uma maior dilui¢ao
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de possiveis agentes citotoxicos. Todavia, os pontos 4 (p<0.001), ponto 6 (p<0.001), ponto 8
(p<0.001) e ponto 10 (p<0.001) obtiveram indices maiores no periodo chuvoso,
possivelmente por estarem em uma regido do igarapé com pouca quantidade de mata ciliar e
maior ocupagao de residéncias nas suas margens.

Farias et al. (2017), em um estudo do potencial de citotoxicidade no rio Jaru, estado de
Rondonia, ndo encontraram diferenca significativa no indice mitdtico quando comparados
periodo de seca e chuvosa, resultado este que também foi encontrado em 4 dos 11 pontos de
coleta analisados do presente trabalho.

Somente o ponto 4 se diferiu quanto a quantidade de anomalias cromossomicas e
nucleares (p<0,001) quando comparados os dois periodos de coleta, sendo que durante o
periodo chuvoso, este obteve um valor médio maior. Contudo essa diferenca foi devida nao
ter sido encontrada nenhuma ocorréncia de anomalias no periodo de seca, enquanto esse valor
no periodo chuvoso foi de em média de 5.00+1.63, sendo assim significativo.

Os valores de micronucleos foram maiores no periodo de chuvoso na nascente
(p<0.01) e no ponto 10 (p<0.001) e menores no ponto 3 (p<0.01). O aumento desses valores
na nascente pode ter sido ocasionado ao acaso ou pelo excesso de sedimentos angariados do
entorno, todavia, esses valores quando comparados a seus respectivos controles, nao
apresentaram diferengas significativas entre seus valores médios. Em relacdo ao ponto 10,
durante o periodo chuvoso, muitas residéncias localizadas nas margens do igarapé sdo
invadidas pela agua, e com isso alguns agentes sdo langados nele. Dados semelhantes foram
encontrados por Batista et al. (2016), que averiguaram o potencial genotoxico e mutagénico
de quatro pontos do rio Corrente, municipio de Pedro II, estado do Piaui, nas esta¢des de seca
e chuvosa, sendo que houve um aumento significativo de todos os pontos, exceto do ponto 4,
tanto do potencial genotdxico, quanto mutagénico, nas duas estagdes. Foi verificado também
que os pontos 1, 2 e 3 apresentavam esgoto doméstico nas redondezas, o que nao foi

verificado no ponto 4, justificando o resultado da avaliagao.

5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo, demonstram que existem potenciais citotoxicos,
genotdxicos e mutagénicos, causados por possiveis agentes contaminantes em alguns pontos
do Igarapé Sao Francisco, principalmente de origem doméstica. Esses agentes causaram

alteragdes cromossdmicas, nucleares e variagcdo na multiplicagdo celular, evidenciando que
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podem estar afetando o ciclo celular e metabolismo dos meristemas de A. cepa, € com isso
pode estar atuando na biota presente no igarapé.

Portanto, isso demostra que existe uma necessidade de novos estudos acerca de
sazonalidade, ampliacdo dos pontos investigados e identificagdo dos agentes poluentes devem
ser realizados, afim de realizar um monitoramento ambiental para estabelecer medidas de
protecdo, recuperagdo e mitigacdo das condicdes deste Igarapé, para garantir uma boa

qualidade da 4gua a este importante afluente do rio Acre.

6. REFERENCIAS

ANACLETO, L. R.;; ROBERTO. M. M., MARIN-MORALES, M. A. Toxicological effects
of the waste of the sugarcane industry, used as agricultural fertilizer, on the test system
Allium cepa. Chemosphere, v. 173, p. 31-42, 2017.

BATISTA, N. J. C.; CAVALCANTE, A. A. C. M.; OLIVEIRA, M. G.; MEDEIROS, E.C.;
MACHADO, J. L.; EVANGELISTA, S. R.; DIAS, J. F.; SANTOS, C. E.; DUARTE, A.;
SILVA, F. R.; SILVA, J.; Genotoxic and mutagenic evaluation of water samples from a river
under the influence of different anthropogenic activities. Chemosphere, v. 164, p. 134-141,
2016.

BRAGA, J. R. M.; LOPES, D. M. Citotoxicidade e genotoxicidade da 4gua do rio Subaé
(Humildes, Bahia, Brasil) usando Allium cepa L. como bioindicador. Revista Ambiente &
Agua, v. 10, n. 1, p. 130-140, 2015.

CASSANEGO, M. B. B. et al. The Tradescantia pallida var. purpurea active bioassay for
water monitoring: evaluating and comparing methodological conditions. Revista Ambiente
& Agua, v. 9, n. 3, p. 424-433, 2014.

CETESB. COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO. Guia nacional de
coleta e preservacao de amostras: agua, sedimento, comunidades aquaticas e efluentes
liquidas / Companhia Ambiental do Estado de Sdao Paulo; Organizadores: Carlos Jesus
Brandao ... [et al.]. -- Sao Paulo: CETESB; Brasilia: ANA, 2011 326p.

COSTA, V.M.; MONTEIRO, C.A.B.; BATISTA, N.J. Avaliagdo genotoxica e mutagénica de
amostras de efluentes tratados por lagoas de estabilizacdo em Teresina-Piaui. Revista DAE,
v.66 (209): p57-72, 2018.

DUSMAN, E.; LUZZA, M.; SAVEGNAGO, L.; LAUXEN, D.; VICENTINIL V. E. P.;
TONIAL, I. B.; SAUER, T. P. Allium cepa L. as a bioindicator to measure cytotoxicity of
surface water of the Quatorze River, located in Francisco Beltrao, Parand. Braz.
Environmental Monitoring Assessment, v. 186, p. 1793-1800, 2014.



53

FARIA, M. L. C.; COSTA, F. M.; SILVA, F. C.; BOSSO, R. M.V. Potencial de
citotoxicidade e mutagenicidade das dguas do rio Jaru, estado de Rondonia, em células de
Allium cepa. Gaia Scientia, v. 11, n. 2, 2017.

FAZILI; N. A.; AHMAD, M. In vitro analysis of the phytotoxic and genotoxic potential of
Aligarh wastewater and Mathura refinery wastewater. Toxicology Reports, v. 1, p. 981-986,
2014.

FERREIRA, C.F.; FRUEH, A.; DUSMAN, E.; HECK, M.C., VICENTINI, V.E.P. Avaliacao
da citotoxicidade das aguas dos ribeirdes Varginha (California-PR) e Tabatinga (Mandaguari-
PR), em Allium cepa L.; SaBios: Revista de Saude e Biologia, v.7, n.2, p.46-54, 2012.

FISKEJO, G. The Allium test — an alternative in environmental studies: the relative toxicity of
metal ions. Mutation Research, v. 197, p. 243-260, 1988.

FREITAS, L. A. D.; RAMBO, C. L.; FRANSCESCON, F.; BARROS, A. F. P. D.; LUCCA,
G. D. S. D.; SIEBEL, A. M.; SCAPINELLO, J.; LUCAS, E. M.; MAGRO, JD. Coal
extraction causes sediment toxicity in aquatic environments in Santa Catarina, Brazil. Revista
Ambiente & Agua, v. 12(4): p. 591-604, 2017.

GADELHA, A. Igarapé Sao Francisco estd com toda extensdo poluida na area urbana de Rio
Branco. G1, 2019. Disponivel em: < https://gl.globo.com/ac/acre/noticia/2019/09/05/igarape-
sao-francisco-esta-com-toda-extensao-poluida-na-area-urbana-de-rio-branco.ghtml>, acesso
em 13/09/2019.

GOMES, J. V. et al. Induction of cytotoxic and genotoxic effects of Guandu River waters in
the Allium cepa system. Revista Ambiente & Agua, v. 10, n. 1, p. 48-58, 2015.

IBGE. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Panorama de Rio Branco. 2019a.
Disponivel em: <https://cidades.ibge.gov.br/brasil/ac/rio-branco/panorama>. Acesso em: 20
de setembro de 2019.

. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. 2019b. Disponivel em:

<http://cidades.ibge.gov.br/painel/painel.php?codmun=120040>. Acesso em: 20 de setembro
de 2019.

INMET, Instituto Nacional de Meteorologia. Disponivel em: http://www.inmet.gov.br .
Acesso em 18 de fevereiro de 2020.

KASPER, N.; BARCELOS, R. P.; MATTOS, M.; BARONI, S.; et al., Impact of anthropic
activities on eukaryotic cells in cytotoxic test. Revista Ambiente & Agua, v. 13, n. 3, 2018.

MIRANDA, K. Meio Ambiente da posse a 50 conselheiros das APAs Lago do Amapa e
Igarapé Sao Francisco. G1, 2019. Disponivel em: < https://agencia.ac.gov.br/meio-ambiente-
da-posse-a-50-conselheiros-das-apas-lago-do-amapa-e-igarape-sao-francisco/> Acesso em:
03 de Margo de 2020.

LEME, D. M.; MARIN-MORALES, M. A. Allium cepa test in environmental monitoring: A
review on its application. Mutation Research/Reviews in Mutation Research, v. 692, p. 71-
81, 2009.



54

LEVAN, A. The effect of colchicines on root mitosis of Allium cepa. Hereditas, v. 24, p.
471-486, 1938.

MACEDA, E. B.; GRISOLIA, A. B.; VAINI, J. O.; CANDIDO, L. S.; et al. Uso de
biomarcadores para monitoramento das aguas do Corrego Arara no municipio de Rio
Brilhante, MS, Brasil. Revista Ambiente & Agua, v. 10, n. 1, p.117-129, 2015.

MASCHI, L. R. Avalia¢ao do potencial citotéxico, genotéxico e mutagénico das aguas do
rio Preto na area de influéncia da regiao de Sao José do Rio Preto/SP. Tese (Doutorado
em Genética). Universidade Estadual Paulista, 2009.

Disserta¢ao (Mestrado em Ciéncias Biologicas: Biologia Celular e Molecular. Universidade
Estadual Paulista, 2010.

MENEGUETTI, D. U. O.; LIMA, R. A.; SILVA, J. B.; SILVA, R. P.; PAGOTTO, R. C.;
FACUNDO, V. A. Andlise Citotdxica e Mutagénica do Extrato Aquoso de Maytenus guya-
nensis Klotzsch Ex Reissek (Celastraceae) Chichua (Xixud) Amazonico. Ciéncia e Natura, v.
36,n. 3, p. 301-309, 2014.

NASCIMENTO, R. R.; SIMOES, G. F. Avaliacio da suscetibilidade a movimentos de massa
gravitacionais em margens de cursos d’agua da cidade de Rio branco (AC). Geociéncias, v.
36,n. 2, p. 233-249, 2017.

PAIXAO, H. C. S.; PROLO JUNIOR, S. L.; ZAN, R. A.; SILVA, R. P. M.; MENEGUETTI,
D. U. O. A utilizagdo do sistema teste de A//ium cepa para analise mutagénica de rios da

Amazonia. In: Ciéncia, Inovacio e Tecnologia na Amazonia.l ed.: Stricto Sensu Editora,
2019a, v.1, p. 163-175.

PAIXAO, H. C. S.; PROLO JUNIOR, S. L.; SILVESTRE, L. N. S; SILVA, R. P. M;
MENEGUETTI, D. U. O. Teste de microntucleo e suas diferentes aplicabilidades para analise
da genotoxicidade. In: Ciéncia da Saiide na Amazénia Ocidental. 2 ed.: Stricto Sensu
Editora, 2019b, p. 117-140.

PALSIKOWSKI, P. A.; ROBERTO, M. M.; SOMMAGGIO, L. R. D.; SOUZA, P. M. S.;
MORALES, A. R.; MARIN-MORALES, M. A. Ecotoxicity Evaluation of the Biodegradable
Polymers PLA, PBAT and its Blends Using Allium cepa as Test Organism. Journal of
Polymers and the Environment, v. 26, p. 938-945, 2017.

PEREIRA, D.M.; SZLAFSZTEIN, C.F.; ARAUJO, F.A. Avaliacio de risco de desastres na
Bacia Hidrografica do Rio Purus (Brasil) com base em indices compostos. Revista da
Associacao Nacional de Pdés-graduacio e Pesquisa em Geografia (Anpege), v. 12, n. 17, p.
167-90, 2016.

PERON, A. P.; CANESIN, E. A.; CARDOSO, C. M. V. Potencial mutagénico das dguas do
Rio Pirap6 (Apucarana, Parand, Brasil) em células meristematicas de raiz de Allium cepa L.
Revista Brasileira de Biociéncias, v. 7, n. 2, p. 155-159, 2009.



55

PROLO JUNIOR, S. L.; PAIXAO, H. C. S.; SILVESTRE, L. N. S.; SILVA, R. P. M.;
MENEGUETTI, D. U. O. Analise Genotoxica: Métodos e Aplicagdes. In: Ciéncia, Inovacao
e Tecnologia na Amazénia. 1 ed.: Stricto Sensu Editora, 2019, v.1, p. 149-162.

RAMOS, L. P. N. et al. Evaluation of the cytotoxic and genotoxic effect of Al/lium cepa L.
(Amaryllidaceae) root cells after exposure in water samples of five lakes of Alta Floresta,
State of Mato Grosso. Revista Ambiente Agua, v. 15, n. 1, p. 591-604, 2020.

SANTI, G. M.; FURTADO, C. M.; MENEZES, R. S.; KEPPELER, E. C.; et al. Variabilidade
espacial de parametros e indicadores de qualidade da agua na sub-bacia hidrografica do
igarapé Sao Francisco, Rio Branco, Acre, Brasil. Ecologia Aplicada, v. 11, n. 1, 2012.

SANTOS, C. S.; JUNIOR, D. S. S; OLIVEIRA, J.S.; CASTRO, K. M. S. A; FEITOSA, M. B.
J.; PANTALEAO, S. M; et al. Potencial mutagénico de um afluente do Rio Vaza-Barris (SE),
por meio do sistema-teste micronuicleo (TMN) em molusco bivalve. Scientia Plena, v. 13, n.
10, 2017.

SARGSYANA, A.; SIMONYAN, A.; HOVHANNISYAN, G.; ARAKELYAN,
M.; AROUTIOUNIAN, R. Application of the comet assay, micronucleus test and global
DNA methylation analysis in Darevskia lizards as a sentinel organism for genotoxic
monitoring of soil pollution. Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis, v. 835, p. 1-8, 2018.

SILVA, M. F. P. T. B; FERRARI, G. P.; DE TOLEDO, F.; DA ROCHA, T.C.L. M. C;
VICENTINI, V. E. P Mutagenic effect of fresh water (well, rivers Ficha and Minas Gerais,

close to the town of Ubirata, Parana, Brasil) in the animal test system. Acta Scientiarum, v.
26,n. 1, p.101-105, 2004.



6. ANEXOS

56



57

6.1 CAPITULO: O TESTE DE MICRONUCLEO E SUAS DIFERENTES
APLICABILIDADES PARA ANALISE DA GENOTOXICIDADE

Co-autor do capitulo publicado no livro Ciéncias da Saude na Amazonia Ocidental 2.

Ciéncia da Saude na Amazonia
Ocidental 2

)
-
)
~
o
=
<

Organizadores
Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti
Romeu Paulo Martins Silva

ISBN: 978-65-80261-06-2

(m‘cm
ensu

Editora



58

CAPITULO 10
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RESUMO

Ensaios de microndcleo tém sido amplamente utilizados em diversos estudos ao longo dos
anos, dado sua importancia para contribuigdo no conhecimento citogenético ou em testes
de biomonitoramento, conferindo uma significante reprodutibilidade. O presente estudo teve
como objetivo realizar uma revisdo de literatura demostrando as principais técnicas
aplicadas para realizacdo do teste de micronlcleo em analises de genotoxicidade. Ao
permitir analisar distintos sistemas de verificagdo bioldgica e sua interagdo com
determinado grupo de células, ensaios para micronucleo possuem a vantagem da
simplicidade e rapidez na identificacéo de alteracdes cromossémicas.

Palavras-chave: ensaios para micronlcleos; testes de mutagénicidade; testes de
toxicidade genética.

ABSTRACT

Micronucleus assays have been widely used in several studies over the years, given their
importance to contribute to cytogenetic knowledge or biomonitoring tests, conferring a
significant reproducibility. The present study aimed to perform a literature review
demonstrating the main techniques applied to perform the micronucleus test in genotoxicity
analyzes. By allowing the analysis of different biological verification systems and their
interaction with a particular group of cells, micronuclei assays have the advantage of
simplicity and speed in the identification of chromosomal alterations.

Key words: micronuclei tests; mutagenicity test; genetic toxicity tests.

1. INTRODUGAO

A genotoxicidade é a competéncia de causar danos e alteragées no processo de
segregacido do Acido Desoxirribonucleico (DNA) ou do seu contetido, decorrente da

exposicao a agentes nocivos (HERSHMAN et al., 2017). A consequente modificagéo que

Ciéncia da Saude na Amazdnia Ocidental 2. Stricto Sensu Editora, 2019.
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ocorre no material genético da célula, devido agc&o de substancias genotoxicas caracteriza
a mutagénicidade (BAFANA et al., 2018). Dentre as técnicas utilizadas para identificagdo
do potencial mutagénico desses processos, uma das principais é o teste do micronucleo
(SARGSYAN et al., 2018).

Micronucleos sao pequenos nucleos, que se localizam proximos ao nucleo principal
de uma célula (AGOSTINI, 1993). Correspondem a alteragées cromossémicas induzidas
ou espontaneas, que ocorrem durante o processo de divisdo celular (BALLESTRERI et al,,
2017).

A existéncia de micronucleos tem sido reconhecida ha muitos anos (BRENNEKE,
1937; MATHER, 1937; TAYDAY, 1951; RUSSELL; RUSSELL, 1954). Sua utilizacdo para
verificar danos citogenéticos surge em torno de 1959, ao ser verificado que as quebras e
as trocas incompletas e desreguladas dos cromossomas, dariam origem a fragmentos que,
na interfase, ndo estariam aderidos ao nucleo das células filhas, porém adjacentes, como
microntcleos (EVANS; NEARY; WILLIAMSON, 1959).

Durante a anafase, penultima fase da mitose, podem ocorrer danos do fuso mitético
devido a trocas cromossomicas, perda mitética de fragmentos acéntricos, cromossomos
inteiros ou consequéncias mecanicas de quebras, que poderao resultar, no fim do processo
de divisdo, em células filhas com a presenca de micronucleos (AGOSTINI, 1993; SILVA,
21Ty

O teste do micronucleo foi primordialmente descrito por Schmid em 1975, utilizando
celulas de medula 6ssea de pequenos animais, permitindo observar que apos a telofase,
os elementos que se atrasavam poderiam estar incluidos nas células-filhas, entretanto, uma
proporcao consideravel transformava-se em um ou varios nucleos secundarios, menores
que o nucleo principal (SCHMID, 1975).

Ensaios do micronucleo consistem em verificar alteracoes citogenéticas, através da
frequéncia de micronicleos em células, que sofreram aguda ou cronica agdo de
substancias potencialmente mutagénicas (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2016). Apresenta
diversas caracteristicas importantes como a rapida execucéo, aplicabilidade in vivolin vitro
e a possibilidade de investigac&o de potencial carcinogénico (SELKAR et. al., 2016).

Ao considerar o mecanismo pelo qual se formam os micronucleos, sugere-se que,
dependendo do nivel, a sua presenca pode atribuir risco genético (BALLESTRERI et al.,
2017). Estudos recentes sugerem que a presenga do micronucleo nas células propicia
condicbes de variacdo genética que podem estar relacionadas ao cancer (RUSSO,;

DEGRASSI, 2018). A concentragéo, o tamanho e a frequéncia de micronucleos em células
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refletem o grau e a caracteristica do dano que o agente indutor pode representar
(CAVALCANTE et al.,, 2017).

E um teste que envolve diferentes organismos e tecidos nos quais, apds induzidos
por agentes que interferem na funcao dos acidos nucléicos, podera ser quantitativamente
mensurado o dano cromossémico (SOETEMAN-HERNANDEZ; JOHNSON; SLOB, 2016).
Este ensaio possibilita a detecgcdo de mutagenos especificos que causam quebras nos
cromossomos, denominados de clastdégenos, e agentes aneugénicos que geram alteracdes
na divisdo celular e no fuso mitético, com consequente ganho ou perda de material genético
(CARVALHO et al., 2017).

Para o emprego do teste de microntcleo & necessario o uso de células que ja tenham
experimentado ou ainda estejam em processo de divisdo celular (AGOSTINI, 1993; SILVA,
2017). Nos animais, como camundongos, utilizam-se células da medula éssea, figado de
embrides ou células de tumores de ovarios (BEKESCHUS et al., 2018). No homem, podem-
se empregar linfécitos de sangue periférico, fibroblastos e células epiteliais esfoliadas
(BEKESCHUS et al., 2018).

Ensaios de microndcleo tém sido amplamente utilizados em diversos estudos ao
longo dos anos, dado sua importancia para contribuicdo no conhecimento citogenético ou
em testes de biomonitoramento, conferindo uma significante reprodutibilidade
(BALLESTRERI, 2018). Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo realizar uma
revisdo de literatura demostrando as principais técnicas aplicadas para realizacéo do teste

de micronucleo em analises de genotoxicidade.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TESTES DO MICRONUCLEO EM CELULAS DA MEDULA OSSEA:

Células da medula 6ssea foram as pioneiras na realizacao do teste de micronucleo,
detentoras da capacidade de rapida divisdo (SCHMID, 1995). Os micronucleos podem ser
observados em mielocitos, mieloblastos ou eritroblastos, sendo facilmente reconhecido em
eritrocitos jovens (SCHMID, 1995). Em humanos, células eritroblasticas sao utilizadas para
realizacdo do teste, enquanto que em ratos e camundongos os eritrécitos policromaticos
sd0 0s mais adequados para uso (MENEGUETTI et al., 2015; BAKARE et al., 2016).
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De acordo com Schmid et al. (1975) a técnica com eritrocitos policromaticos segue

0s seguintes passos:

a) Preencher, para cada individuo, um tubo Falcon de 5 ml com soro fetal bovino;

b) Extrair do animal pés-morto os dois fémures inteiros em um corte desde a pelve
até a tibia

c) Com uma gaze, tracionar suavemente a porgéo epifisaria distal e remover a tibia
e 0 musculo adjacente,

d) Com uma tesoura, encurtar cuidadosamente a extremidade proximal do fémur até
visualizar uma pequena abertura do canal medular;

e) Aspirar com uma seringa de insulina 0,2 ml de soro fetal bovino do tubo Falcon;

f) Inserir a agulha alguns milimetros na parte proximal do canal medular que ainda
esta fechado na extremidade distal:

g) Submergir o fémur completamente no soro, pressionando dentro do tubo Falcon
para evitar que a agulha escorregue;

h) Aspirar a medula e enxaguar subsequentemente com o soro fetal, as células
devem entrar no soro como uma suspensao fina. Apos varias aspiracées suaves
e enxague, o processo sera repetido da extremidade distal do fémur;

i) Centrifugar o tubo a 1000 rpm por 5 minutos, remover o sobrenadante com auxilio
de uma pipeta Pasteur;

j) Misturar as ceélulas do sedimento por aspiragcdo com uma pipeta Pasteur
siliconizada, (se necessario, repetir os passos “i" e “}").

k) Colocar uma gota da suspencdo na extremidade de uma lamina estéril
previamente identificada;

I) Realizar o esfregagco com auxilio de outra lAmina posicionada em 45° que ira puxar
e distribuir o material uniformemente;

m) Secar em temperatura ambiente overnight;

n) Com a lamina em local apropriado, cobrir a extensao do esfregago com 1 ml do
corante May-Grunwald, deixar agir por 3 minutos. Em seguida, acrescentar 1 ml
de agua destilada, homogeneizar com um bastdo de vidro com movimentos de
cima para baixo até que os dois liquidos estejam totalmente misturados, deixar
agir por 1 minuto;

o) Escorrer a mistura, e sem lavar, recobrir a lamina com 2 ml da solucdo diluida de

Giemsa com agua destilada 1:6, deixar agir por 15 minutos;
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p) Lavar a preparacido abundantemente em agua corrente e deixar a lamina para
secar na posicao vertical;

q) Montar a lamina com Entellan ou com laminula de vidro;

r) Analisar no microscépio com objetiva de 100x e ocular de 10x;

s) Para determinar a frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados, foram
preparadas 3 laminas para cada individuo e analisadas, no total, 2.000 células de

eritrocitos policromaticos.

O uso de células eritropoiéticas in vivo pode representar vantajosa aplicagdo em
humanos devido a sua rapida diferenciacdo, principalmente, se comparado ao lento
processo que ocorre em linfécitos de sangue periférico (SALES, et al., 2018). Entretanto,
testes do micronucleo em células da medula 6ssea in vivo, tém a desvantagem de
metabdlitos produzidos no figado n&o a atingirem, baixo nivel de ativacao metabdlica de
alguns carcindgenos e sensibilidade reduzida na detecgao de substancias com capacidade
de induzir micronucleos, sendo necessario o emprego de doses letais (MAHIOUT, et al,,
2018; LIMA et al., 2018).

2.2 TESTES DE MICRONUCLEO EM LINFOCITOS DO SANGUE PERIFERICO:

A utilizacdo de linfécitos de sangue periférico para verificagdo de dano genético
através do teste de micronucleo teve inicio na década de 70 (COUNTRYMAN; HEDDLE,
1976). Ganhou notoriedade devido ao longo tempo de vida da cultura, facil obtencéo e
distribuicdo por todo o corpo, seu uso tem sido continuo em diferentes tipos de pesquisas
que visam observar o potencial dano de substancias téxicas ao organismo (STURBELLE
et al., 2010).

De acordo com Monteiro et al. (2000), a técnica € descrita da seguinte forma:

a) Coletar 5 m| de sangue periférico de cada individuo em tubos de heparina sddica,
previamente codificados e mantidos a 4°C;

b) Cultura de linfécitos - adicionar 0,5 ml do sangue coletado a 4,5 ml de meio F-10
HAM, suplementado com 1% de heparina sddica (50 Ul/ml), 1% de L-glutamina,
24% de soro fetal bovino (SFB) e mistura de antibidticos (estreptomicina (50

Hg/ml) e penicilina (100 Ul/ml));
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c) Para estimular a diviséo celular, inserir 80 pl de fitohemaglutinina reconstituida a
2% em agua deionizada e homogeneizar a mistura;

d) Incubar a 37° C durante um periodo de 44 horas, 2 réplicas para cada individuo,
apos este periodo, adicionar a cultura 150uL citocalasina B (concentragao final
desta na cultura: 6 ug/mL) de forma a inibir a citocinese das células;

e) Incubar por mais 28 horas até completar o total de 72 horas de incubacéo;

f) Nofinal do periodo de incubagéo, homogeneizar os tubos e separar as células por
centrifugacdo a 1000 rpm (270xg) durante 10 minutos;

g) Decantar o sobrenadante e tratar as amostras por 2 vezes com 5 ml de solugéo
de lavagem (pH 7,2) RPMI 1640. Suplementar com 2% de SFB e centrifugar a
1000 rpm durante 7 minutos;

h) No agitador, adicionar 5 ml de solugéo hipotonica de choque osmoético, RPMI 1640
(meio de cultura), na proporgéo de 4:1 (agua:RPMI), suplementar com 2% de SFB
e imediatamente centrifugar por 5 minutos a 1000 rpm;

i) Desprezar o sobrenadante e utilizar o pellet para realizar os esfregacos nas
laminas;

i) Preparar cerca de 6 esfregacos (por cada individuo) e posteriormente colocar para
secar durante 24 horas ao abrigo da luz;

k) Apos secagem ao ar, fixar as 1aminas numa tina contendo uma solucgéo fria (-
20°C) de metanol: acido acetico (3: 1), por 20 minutos;

I) Quando as laminas estiverem secas, corar com Giemsa 4% em tampao fosfato
0,01 M, pH 6,8, por 8 minutos. Apos esse periodo, lavar em agua corrente e
colocar para secar na posigao vertical,

m) Montar as l&minas com Entellan e colocar para secar na posi¢cdo horizontal,

n) Analisar as células com microscopio de campo claro, ampliagdo de 500x (ocular:
12,5x; objetiva: 40x);

o) Para cada individuo da amostra selecionar duas laminas e contabilizar os

micronucleos presentes em 1000 células binucleadas (500 por réplica/lamina).

A deteccéo de micronucleos em linfécitos humanos foi aperfeicoada por métodos
que permitem verificar as células que se dividiram ao menos uma vez apds exposi¢do a
substancia mutagénica (HOBBS, et al., 2018). O emprego da citocalasina B mantém o
citoplasma integro e propicia a identificacdo de nucleos que sofrem divisdo celular por

bloqueio da citocinese apds a teldéfase, acumulando células binucleadas na fase G1,
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assegurando eficacia na analise de micronucleos em linfocitos de pessoas expostas, ou
substancias em testes in vitro (TOBOLSKA, et al., 2018).

2.3 TESTES DO MICRONUCLEO EM CELULAS ESFOLIADAS

Células com origem na camada basal em proliferagdo, que se tornam esfoliadas ao
atingir a camada superficial, expressam alteracGes cromossdmicas em analises
citogenéticas (GARCIA et al., 2018). O uso destas células em testes & aplicavel nos tratos
pulmonar, urinario, gastrointestinal e na mucosa oral para verificar exposicéo recente a
substancias carcinogénicas, ou reparos decorrentes de erros espontaneos no material
genético (LUCENA et al., 2011).

Conforme Reis et al. (2002), o teste de micronucleo para células da mucosa oral

pode ser realizado da seguinte forma:

a) Orientar os participantes a realizar um enxague bucal com agua,;

b) Coletar as células com uma escova de cerdas de nylon (cytobrush) girando 5
vezes, suavemente, no lado direito e esquerdo da mucosa bucal maxilar
correspondente ao fundo de sulco vestibular posterior;

c) Inserir a escova em um tubo falcon contendo 5 ml de solugéo salina (NaCl a 0,9%
de concentracdo em agua destilada);

d) Centrifugar o tubo a 1500 rpm durante 10 minutos;

e) Descartar o sobrenadante;

f) Fixar em solugcdo metanol:acido acético (3:1) e posteriormente transferir para
laminas limpas, umidas e geladas;

g) Secar as laminas durante 24 horas;

h) Submergir as laminas, apos o periodo de 24 horas, em solugéo de HCI 1 N por 30
minutos;

iy Corar com reacéo de Feulgen e a contracoloragéo “Fast Green”;

i) Desidratar as células com etanol e clarificar com xilol;
k) Montar as |daminas com laminula, utilizando balsamo do Canada;
I) Analisar as células no microscopio de luz com ampliacdo de 400 x;

m) Contar no minimo 1.000 células de cada sitio para analise de células
micronucleadas e de micronticleo por células.
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Meneguetti et al. (2012), também descreve outro método de deteccdo de

micronucleos em mucosa oral, porém de acordo com o mesmo, de menor custo que o

descrito anteriormente. A técnica segue os passos abaixo:

a)

1)

Orientar os participantes a realizar trés repeticées de enxague bucal com agua
destilada;

Coletar as celulas com uma escova de cerdas de nylon (cytobrush) girando 10
vezes, suavemente, no lado direito e esquerdo da mucosa bucal maxilar;

Inserir a escova em um tubo de ensaio contendo 04 ml de tampé&o (Cloridrato de
Tris 0,01 M Tris HCI, acido etilenodiaminotetracético 0,1 M EDTA e Cloreto de
Sdédio 0,02M NaCl) com ph 6,8 e vedar os tubos para transporte;

Homogeneizar o material no vortice;

Centrifugar a 1.000 rpm por 10 minutos, descartar o sobrenadante;

Adicionar 04 ml de solugdo tampao, homogeneizar no vortice e centrifugar a 1.000
rpm por 10 minutos, descartar o sobrenadante (repetir este passo até completar
no total 3 lavagens);

Para fixagcéo, adicionar 2 ml de Triarilmetano a 0,1% e 2 ml de xantenos a 0,1%.
Homogeneizar no vértice e centrifugar a 1000 rpm por 10 minutos;

Descartar o sobrenadante deixando apenas o pellet branco mais trés vezes a
guantidade de pellet de solugéo 50% Triarilmetano a 0,1% e 50% xanthenes 0,1%.
Homogeneizar no vortice;

Aspirar o material com uma pipeta Pasteur e gotejar 3 gotas em |amina pré
aquecida a 37° C:

Secar em temperatura ambiente durante 30 minutos;

Corar as |aminas mergulhando 10 vezes em cada recipiente com a duragdo da
imersdo de 1 segundo na seguinte ordem: triariimetano a 0,1%, xantenos a 0,1%
e tiazina a 0,1%;

Lavar as |laminas com agua destilada para remover excesso de corante;

m) Secar em temperatura ambiente durante 30 minutos e posteriormente realizar a

contagem das células.

A andlise de micronucleos em células da mucosa oral permite a coleta de células

esfoliadas em grande quantidade, sendo rotineiramente aplicada em individuos fumantes,

consumidores de alcool, trabalhadores expostos a material genotdxico ou individuos em
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tratamento quimio ou radioterdpico (BATISTA; JUNIOR, 2014; FARHADI; SOUZA et al.,
2014; JOLEHAR; SAFAPOUR, 2018). As células podem ser coradas por diversos métodos,
desde os mais elaborados como o estabelecido por Feulgen contracoradas por “Fast
Green”, até os mais simples como a coloragdo do Papanicolau multicromatica ou o corante
azul de metileno (CAMPOS; GONCALVES; NOVENTA, 2017; PAZ et. al., 2018).

2.4 TESTES DO MICRONUCLEO EM CELULAS VEGETAIS

Substancias toxicas apresentam efeito genotéxico em plantas (AMORIM, et. al.,
2018). O uso da Allium cepa em citogenetica permite identificar potenciais agentes
causadores de danos ao DNA em células vegetais, através da verificacao de alteracoes
fitotoxicas, citotoxicas e mutagénicas provenientes de extratos de plantas, agroquimicos,
farmacos, efluentes industriais ou aguas contaminadas (MENEGUETTI et al., 2014; FARIA
et. al.,, 2017).

Para esse teste podem ser utilizadas sementes de Allium cepa e segundo Carvalho

et al. (2017), o teste ocorre da seguinte forma:

a) Depositar 30 sementes de A. cepa, para cada tratamento, em placa Petri forrada
com papel filtro ou de germinacéo;

b) Aplicar 3 ml dos tratamentos e do controle nas sementes diariamente, colocar para
germinar em temperatura de 25° C com placa Petri fechada;

c) Coletar os meristemas com 1 a 2 cm de comprimento;

d) Fixar em Carnoy (3:1, etanol:acido acético) em frasco de vidro por 2 a 20 horas
em temperatura ambiente;

e) Retirar as raizes do fixador, enxugar levemente com papel filtro;

f) Colocar em tubo de ensaio com orceina 2%, em quantidade que cubra os
meristemas;

g) Acrescentar uma gota de HCI 1N (&cido cloridrico) para cada nove de orceina (ou
cerca de 10% do volume de corante), e agitar;

h) Aquecer o tubo de ensaio aberto em chama de lamparina a alcool ou bico de
Bunsen até que o corante ferva;

i) Retirar o tubo rapidamente da chama quando o corante borbulhar, tampar o tubo

de ensaio e deixar esfriar por 20-30 minutos;
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i) Em uma lamina limpa colocar uma raiz, seccionar a porgéo apical (mais escura) e
eliminar o restante do material;

k) Fragmentar o meristema em pedagos menores,

I) Acrescentar duas gotas do corante, cobrir com uma laminula e pressionar para
espalhar bem as células de cada fragmento;

m) Pressionar a laminula com papel toalha para remover vestigios do corante;

n) Analisar em microscoépio 6ptico com objetiva de 40x;

o) Verificar micronucleos contando 1.000 células por lamina, totalizando 3.000

células por tratamento.

Outro mecanismo para se realizar esse teste € a utilizagao do bulbo de Allium cepa.

De acordo com Meneguetti et al., (2012) a técnica pode ser realizada da seguinte forma:

a) Adquirir 10 bulbos de A. cepa (pequenas, uniformes, da mesma origem, n&o
germinadas e sadias) para cada amostra e controle;

b) Colocar cada bulbo para germinar em frascos de 50 ml, com o fundo imerso na
amostra e no controle (agua mineral);

c) Coletar os meristemas ap6s cerca de 72 horas com aproximadamente 0,5 a 3,0 cm
de comprimento;

d) Lavar os meristemas em agua destilada;

e) Hidrolisar com 1N HCL por 10 minutos em banho-maria a 60 ‘C, resfriar os tubos
em &gua corrente;

f) Lavar os meristemas com agua destilada;

g) Preparar os esfregacos em duas laminas por bulbo;

h) Corar com o kit Panético rapido LB mergulhando as laminas 10 vezes em cada
recipiente com a duracao da imers&o de 1 segundo na seguinte ordem: triarilmetano
a 0,1%, xantenos a 0,1% e tiazina a 0,1%;

i) Lavar as laminas com agua desionizada pH 7,0. Secar em temperatura ambiente;

i) Contar 1.000 células por lamina.
Detentora da capacidade de corresponder ao meio em que esta inserida, a Allium

cepa, representa uma valiosa ferramenta para biomonitoramento (GALVAO et. al., 2015).

De simples manuseio, obtengao, verificagdo de alteragdes cromossémicas e micronucleos
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ao microscopio optico, as células de A. cepa configuram satisfatéria analise de
citotoxicidade e genotoxicidade em pesquisas (ROSA: JUNIOR; COCCO, 2017).

3. CONSIDERAGOES FINAIS

Ao permitir analisar distintos sistemas de verificacdo biolégica e sua interagdo com
determinado grupo de células, ensaios para microndcleo possuem a vantagem da
simplicidade e rapidez na identificacdo de alteracées cromossémicas (XINYUE et. al.,
2018). Porém, ao se tratar de pesquisa cientifica, testes com humanos necessitam ser
submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e com animais, ao Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA). No caso de células meristematicas, como Allium cepa, que nao
necessitam aprovagdo ou liberacdo de um comité, € importante garantir a utilizagdo de
sementes ou vegetais livres de agroguimicos.
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CAPITULO 12

A UTILIZAGAO DO SISTEMA TESTE DE Allium cepa PARA ANALISE
MUTAGENICA DE RIOS DA AMAZONIA

Hémilly Caroline da Silva Paixao', Sérgio Luiz Prolo Junior', Renato André Zan?,

Romeu Paulo Martins Silva', Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti?

1. Universidade Federal do Acre, Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia, Inovagéo e Tecnologia para a
Amazonia, Rio Branco, Acre, Brasil;
2. Instituto Federal de Educagéao, Ciéncia e Tecnologia de Ronddnia, Ji-parana, Ronddnia, Brasil.

RESUMO

O sistema teste de microndcleo em raizes da espécie Allium cepa (cebola), é definido como
sendo um dos melhores para estudos de monitoramento ambiental e mutagénicidade de
agua, por sua sensibilidade e exatiddo. O presente estudo teve como objetivo realizar uma
revisdo de literatura demostrando os principais procedimentos para a analise mutagénica
de aguas superficiais de rios amazonicos atraveés do sistema teste Allium cepa. A analise
mutagénica de aguas superficiais empregando A. cepa nao necessita de equipamentos
elaborados, reagente com elevado valor, a matéria prima é encontrada facilmente e durante
todo o ano, e ndo exige aprovacado em Comités de Etica e Pesquisa em Seres Humanos ou
em Animais.

Palavras-chave: Genotoxicidade, Toxicologia e Métodos de analise.

ABSTRACT

The micronucleus test system in roots of the Allium cepa (onion) species is defined as being
one of the best for environmental monitoring and water mutagenesis studies because of its
sensitivity and accuracy. The present study aimed to perform a literature review
demonstrating the main procedures for the mutagenic analysis of surface waters of
Amazonian rivers through the Allium cepa test system. The mutagenic analysis of surface
water using A. cepa does not require elaborate equipment, reagent with high value, the raw
material is easily found and throughout the year, and does not require approval in Ethics
and Research Committees in Humans or Animals.

Key words: Genotoxicity, Toxicology and Analysis methods.

1. INTRODUGCAO

A hidrografia da regido amazdnica é a maior, e uma das mais importantes do mundo,
concentrando cerca de 15% das aguas doces superficiais ndo congeladas do planeta
(SNIF, 2014, NETO; FURTADO, 2015). Formada por grandes rios e pequenos igarapés
gue correspondem a 81% das aguas superficiais do territorio nacional, a rede hidrografica
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da Amazdnia é responsavel pelo abastecimento de centenas de cidades e milhares de
pessoas (SNIF, 2014; SILVA; NODA, 2016).

O crescimento da urbanizag&o e das fronteiras agricolas, que tém ocorrido ao longo
dos anos, causam prejuizos a rios e igarapés devido exposigdo a dejetos humanos,
agrotoxicos, excretas de laticinios, frigorificos e, varias outras empresas, que despejam
efluentes nestes mananciais, muitas vezes, sem um tratamento prévio (SINGH et al., 2014).
Consequentemente, o consumo e a utilizagdo dessas aguas contaminadas, podem levar a
intoxicacbes e até mesmo mutagdes, apresentando o potencial de desencadear a curto e
longo prazo sérios problemas de saude (MAZZEQO; MARIN-MORALES, 2015).

As substancias mutagénicas podem causar danos celulares aos organismos vivos
gue estao frequentemente expostos a estas, danos que geralmente sdo induzidos por
agentes fisicos, quimicos ou biolégicos que acabam afetando processos como a transcrigcao
e duplicagdo génica e alteragdes cromossdmicas, 0 que leva a processos cancerosos e
morte celular (MENEGUETTI et al., 2012; HARA; MARIN-MORALES, 2017; QUADRA et
al., 2018). Compostos que causam lesdes nos materiais geneticos sdo conhecidos como
genotoxicos (IQBAL et al., 2019)

Os efeitos mutagénicos podem ser observados por meio da formagdo de
microntcleos, que s&o pequenos corpos contendo &cidos desoxirribonucleicos (DNA),
localizados no citoplasma (SILVA ET AL., 2011; FATEH et al., 2019). Microntcleos podem
ser resultantes de quebras cromossémicas, formando fragmentos acéntricos, ou com
sequéncias de cromossomos inteiros que n&o se prendem ao fuso mitdtico e, dessa forma,
ndo chegam aos polos das células durante a mitose ou a meiose (Figura 1) (POLLETO et
al., 2011; MENEGUETTI et al., 2012; ZHANG et al., 2018).

O teste de micronucleos detecta mutagénese em organismos eucariotos do tipo
clastogénese, aneugénese e danos no fuso mitético (MILLER, 1973; HARA; MARIN-
MORALES, 2017). Os micronucleos sédo identificados em qualquer tipo de célula, sendo
possivel aplicar seu uso em analises para diagndstico de doengas hematologicas, em
células epiteliais da boca, do trato urinario e também monitorar ambientes através de testes
com roedores e plantas (FENECH, 1993, FAO et al., 2012;: DUSINSKA et al., 2019). Para
gue o micronucleo seja visualizado € necessario uma divisdo celular apds a ocorréncia
mutagénica, a realizagdo do cultivo celular, ou uso de células que estdo se multiplicando
constantemente, como a medula 6ssea e as raizes vegetais (meristemas) (SILVA et al.,
2012; PALSIKOWSKI et al., 2017).
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Figura 1. Célula em divisdo mitotica e formacéo de micronucleos.
Fonte: Elaborado pelos autores

O sistema de teste de micronucleo em raizes da espécie Allium cepa (cebola), &
definido como sendo um dos melhores para estudos de monitoramento ambiental e
mutagénicidade de agua, por sua sensibilidade e exatiddo (SILVA et al., 2003; COSTA,;
MONTEIRO; BATISTA, 2018). As raizes da A. cepa possuem processo de divisdo celular
similar aos do homem, e devido a universalidade do codigo genético, se um agente pode
causar danos ao DNA, apresenta potencial genotoxico em qualquer tipo de célula animal,
vegetal ou microrganismos (COSTA; MENK, 2000; GAVRONSKI, 2008; ROBERTO et al,,
2016).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo realizar uma revisao de literatura,
demostrando os principais procedimentos para a analise mutagénica de aguas superficiais
de rios amazoénicos através do sistema teste Allium cepa.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 COLETAS DAS AMOSTRAS
As coletas devem ser realizadas em pontos estratégicos, antes e apds algumas

possiveis causas de interferéncia na qualidade dos rios, podem ser locais de despegjo de
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dejetos humanos ou animais, frigorificos, laticinios, cidades, conjuntos habitacionais dentre

outros. Um exemplo de pontos de coletas pode ser observado na (Figura 2).

|
!M;JP: @

@

Figura 2. Mapa demonstrando os pontos 1, 2, 3, 4 e 5 indicados para a coleta, em um
determinado rio.
Fonte: Elaborado pelos autores

O ponto 1, da figura acima, ou a nascente do rio podem ser utilizados como controle
negativo, porém é importante utilizar um segundo controle negativo contendo agua mineral,
para utilizar como parametro de comparagdo com o controle do ponto 1.

Em alguns casos, & indicada também a utilizacdo de um controle positivo, contendo
agentes mutagénicos, esse controle & importante para demonstrar a gravidade da poluigdo
em casos de resultados com significancia estatistica alta.

As amostras poder&o ser coletadas em dois periodos do ano, no de estiagem e de
chuva, para observar se ha variacao nos resultados ao comparar o periodo da cheia com o
periodo da seca em rios ou igarapés.

As coletas de agua séo, geralmente, feitas na calha central do rio na profundidade
de 15 a 30 cm (CETESB, 1988). O balde normalmente utilizado para amostragem na
superficie de corpos d'agua (Figura 3), em geral, deve estar acoplado a uma corda e ser
confeccionado em ago inox AISI 316L polido, para evitar incrustagdes nas costuras de
solda, e apresentar volume adequado para a finalidade da amostragem (CETESB; ANA,
2011).
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Figura 3. Coleta de aguas superficiais com auxilio de balde inox acoplado a corda.
Fonte: Arquivo pessoal

Os recipientes mais utilizados para coleta e preservacdo de amostras sdo os de
plastico autoclavavel de alta densidade (polietileno, polipropileno, policarbonato ou outro
polimero inerte) e os de vidro, com boca larga (mais ou menos 4 cm de didmetro) para
facilitar a coleta da amostra e a limpeza. As amostras deverao ser transportadas e mantidas
sob refrigeracéo em torno de 4°C + 2°C (CETESB; ANA, 2011).

2.2 GERMINAGAO DOS MERISTEMAS UTILIZANDO BULBOS DE Allium cepa

O experimento utiliza a espécie Allium cepa, (conhecida popularmente como cebola
de cabeca) de tamanho pequeno, uniforme, de mesma origem (de preferéncia organica),
ndo germinadas e saudaveis, sendo realizadas repeticdes de 10 espécimes por ponto de
coleta (Figura 4a), postos a germinar em frascos transparentes de 50 ml (copos
descartaveis ou coletores de fezes) com a parte inferior mergulhada nas aguas coletadas
(Figura 4b).
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Figura 4. Germinacao de A. cepa.
Fonte: Meneguetti et al. (2012)

2.2.1 Preparo das laminas

As seguintes etapas s&o adaptacgdes propostas por Meneguetti et al. (2012):

Em torno de 72h apds o inicio do teste, os meristemas sdo coletados com
aproximadamente 0,5 a 3,0 cm de comprimento (Figura 5), sendo lavados em agua

destilada.

Figura 5. Meristemas germinados
Fonte: Meneguetti et al. (2012)
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a) Para o preparo de 1 litro de solugao 0,1 N de HCI, deve-se transferir 8,36 mL de
HCI concentrado e diluir a 1000 mL;
Formula para preparo de solugdo HCL 1 N - Adicionar 3,65g de HCI em um litro
de solucdo, 0,1 N =0,1 Normal = 0,1 equivalente-grama/L = 0,1 eq-g/L , equivale
a 3,65g de HClem 1 L de solucgéo.
A questdo €& como realizar este procedimento quando n&o é possivel pesar o
HCI?

Para isso, sdo necessarias algumas informacdes, pois normalmente essa
substancia & feita a partir de uma solugdo concentrada de HCI

Informacdes:

¢ HCI Fumegante.

¢ Concentragdo de HCI = 37%
 Densidade = 1,18 g/mL

e Mol do HCI = 36,5.

Se a densidade & 1,18 g/mL, é possivel concluir que 1000 mL = 1180 g. Como a
concentracao é 37%, deve-se calcular a massa de HCI na solucdo utilizando

uma regra de trés:

e ¢(%)=(mHCL x 100)/ m sol

o (%) = concentragdo porcentual = 37%

« m HCI| = massa de HCI = valor procurado

e m sol = massa total da solugcdo = 1,18

e kg mHCI =c(%) xm sol /100 = 37 x 1,18 / 100 = 0,4366 kg ou 436,6 g de HCI
por litro de solucéo.

e nequivalentes = 436,6 / 36,5 = 11,36 equivalentes gramas de HCI

e Entdoasolugdoe 11,96 N

o MiV1=MzV2

e Vi=M2V2/M1=0,1x1000/11,96 =8,36 mL

b) Inserir os meristemas coletados em tubos de ensaio e adicionar 1N HCL até uma

guantidade em que os meristemas estejam cobertos;
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c) Hidrolisar os meristemas com 1N HCL por 10 minutos em banho-maria a 60 'C
e posteriormente resfriar os tubos em agua corrente;

d) Lavar os meristemas com agua destilada;

e) Realizar esfregacos em duas laminas por bulbo, sendo postas em seguida em
gelo seco por 1 minuto para retirada da laminula e deixado por 30 minutos em
temperatura ambiente para secagem;

f) Corar com o kit Panético rapido LB mergulhando as |1&minas 10 vezes em cada
recipiente com a duragdo da imersdo de 1 segundo na seguinte ordem:
triariimetano a 0,1%, xantenos a 0,1% e tiazina a 0,1%;

g) Lavar as |Idminas com agua deionizada pH 7,0. Secar em temperatura ambiente;

h) Visualizar ao microscopio de Luz na objetiva de 40x;

i) Em cada lamina serdo contadas mil células em interfase e a quantidade de

micronucleos por mil células (Figura 6).

Figura 6. A — Células de A. cepa (ocular: 10x, objetiva 10x), B — Micronucleo em célula de
A. cepa (ocular: 10x, objetiva 40x).
Fonte: Meneguetti et al. (2012)

2.3 GERMINAGAO DOS MERISTEMAS UTILIZANDO SEMENTES DE Allium cepa

O uso das sementes de A. cepa fornece maior praticidade na realizacdo de
experimentos devido ocuparem menor espaco, nao desprender odor intenso no local em
que estéo inseridas, de simples manuseio e facilidade de obtengdo com boa qualidade e
livre de agroquimicos (LESSA; CARIELLO, 2017; FERNANDES et al., 2018).
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2.3.1 Preparo das laminas
Sera descrito, a seguir, uma adaptacdo desta técnica utilizando as sementes de A.
cepa.
a) Colocar sementes de A. cepa da variedade Baia Periforme em uma placa de
Petri revestida com papel filtro (Figura 7). Cerca de 50 sementes por placa e

duas placas para cada tratamento;

Figura 7. Sementes de A. cepa
Fonte: Arquivo pessoal

b) Submeter as sementes a germinacao, sob temperatura de 22+2°C, utilizando
como meio as amostras (agua coletada e controle);

c) Utilizar como Controle Negativo, agua mineral e/ou a nascente do rio/igarape;

d) Aplicar 3 ml das amostras e controle correspondentes, diariamente, utilizando
pipeta Pasteur e manter a placa Petri fechada;

e) Preparo da orceina acética a 2% (100 ml) para fixar e corar os meristemas -
usar um béquer de 250 ml e colocar 100 m| de acido acético 45%. Colocar o
béquer no agitador magnético e adicionar 2,0 g de orceina. Deixar agitando por
10 minutos, filtrar a solucdo utilizando papel filtro e guardar em frasco fechado

em temperatura ambiente;
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f) Coletar os meristemas com 1 a 2 cm de comprimento e colocar em tubos de
ensaio ou Eppendorf previamente identificados com a amostra correspondente;

g) Com auxilio de uma pipeta Pasteur, inserir no tubo/Eppendorf a orceina acética
até uma quantidade em que os meristemas estejam cobertos, armazenar na
geladeira (2 a 8 ° C) no periodo de 12 a 24 horas para fixagdo;

h) Colocar os meristemas em laminas, seccionar a porgao apical (mais escura) e
eliminar o restante do material;

i) Posicionar uma lamina limpa sobre a bancada e pingar, sobre ela, 3 gotas de
orceina acética a 2%;

j) Cobrir com uma laminula e segurar a lamina sobre a chama (bico de
Bunsen/vela), a cerca de 5 cm de distancia, por cerca de 3 segundos. Repetir
esse procedimento por 3 vezes com intervalos de 3 segundos. Se houver
necessidade acrescentar mais uma gota de orceina na borda da laminula.

k) Esmagar a ponta do meristema pressionando levemente a laminula com a
ponta da pinga. Atencdo: cuidado para nao deslocar a laminula do lugar. A
pressao dever ser suficiente para esmagar as raizes sem quebrar a laminula.

I) Retirar o excesso de orceina latico/acética colocando a lamina entre um pedaco
de papel filtro dobrado e passando o dedo sobre ele;

m) Analisar a |amina em microscépio de luz, utilizando a objetiva de 100x;

n) Tirarfotos das |aminas em objetivas de 20x ou 40x (Figura 8) utilizando software
de processamento e analise de imagens digitais;

o) Utilizar contador de células para quantificar 5000 células por tratamento, sendo

500 células por l&mina e 5 |dminas por cada placa de Petri.

Figura 8. A — Células de A. cepa coradas com orceina acética 2% (ocular: 10x, objetiva
20x), B — Micronucleo em célula de A. cepa (ocular: 10x, objetiva 40x).
Fonte: Arquivo pessoal
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2.4 ANALISE ESTATISTICA
Neste caso é utilizado o teste de Analise de Variancia (ANOVA), que é um
procedimento paramétrico para analisar trés ou mais tratamentos. Esse teste especifica se
ocorreu diferenca estatistica significante entre os postos, porém ele néo especifica entre
quais pontos ocorreu essa diferenca, por esse motivo utiliza-se tambem o teste Tukey, que
pode ser considerado como uma extensdo do ANOVA.
Para essa analise sao utilizados varios softwares, sendo indicado o Graphad Prism
5.0 para as pessoas que utilizam Windows XP, e a versado 6.0 para Windows 7, e outros

sistemas operacionais.

3. CONSIDERAGCOES FINAIS

A analise mutagénica de aguas superficiais empregando A. cepa n&o necessita de
equipamentos elaborados, reagente com elevado valor, a matéria prima € encontrada
facilmente e durante todo o ano, e ndo exige aprovagdo em Comités de Etica e Pesquisa
em Seres Humanos ou em Animais.

O sistema teste de A. cepa dispbe de aplicagbes e adaptagdes diversificadas que
contribuem positivamente na elaboragéo de experimentos. As técnicas que fazem uso
desse sistema s&o regularmente aprimoradas garantindo satisfatéria reprodutibilidade e

contribuic&o cientifica.
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