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RESUMO

O termo genotoxicidade designa os danos no DNA ndo reparados pela célula ou
reparados erroneamente e, quando estes danos sio transmitidos as células filhas definimos o
fermo mutagenicidade. Dentre os compostos quimicos que causam estes danos estd o
metilmetanosulfonato (MMS). O MMS é um agente alquilante monofuncional que atua sobre a
guanina transformando-a em N7-metilguanina ¢ também sobre a adenina fransformando-a em
N3-metiladenina. Para a detecgdo de como esses agentes tanto genotdxicos como mutagénicos e
citotoxicos atuam sobre a célula, existemn diversos testes como o Teste de aberragoes
cromossomicas e o Teste de Microndcleo. Assim, o objetivo do presente trabalho foi obter dados
sobre a mutagenicidade, genotoxicidade e citotoxicidade de diferentes concentragbes do MMS
em células meristematicas de raiz de cebola (Affwm cepa), a fim de criar um conjunto de
pardmetros de resposta deste organismo a agdo do MMS como poluente ambiental. Para isto,
utilizamos bulbos de 4. cepa de uma mesma variedade foram colocados em recipientes contendo
as cinco concentracdes de MMS (1 mg L™, 5 mg L™, 10 mgL™", 15 mg.L" and 20 mg.L™)
utilizadas no presente estudo. Apds um crescimento de 5 cm as raizes foram retiradas, fixadas
em metanol: dcido acético (3:1) por 24 horas e depois mantidas em etanol 70% até a montagem
das laminas. Para a analise dos resultados colocamos a regido meristematica da raiz em HCL IN
para uma hidrélise acida. Em seguida, procedemos a coloragio com Orceina Acética 1% por 5
min. Foram contadas aproximadamente 5000 células por tratamento em 5 laminas. Como
resultado obtivemos uma variagio do indice mitético (IM) sendo maiores valores encontrados
para a concentragio de 5 mg.L”' e os menores para as concentragdes de 10, 15 ¢ 20 mg.L™.
Segundo Hoshina (2002), IM menores e maiores que o controle negativo sio indicadores
importantes a serem considerados nas avaliagtes de contaminagio ambiental. Nossos resultados
de IM evidenciam uma tendéncia para um efeito citotéxico das doses de MMS maiores que 10
mg.L", uma vez que todas apresentaram valores inferiores a 3,5 de indice mitotico, sendo que
este valor corresponde a uma reducio de 22% dagquele encontrado no controle negativo deste
estudo. Analisando micronicleos, foi observada diferenca significativa apenas para a
concentragio de 20 mg.L!, sendo observada uma média de freqiiéncia de microntcleos (0,94)
muito maior neste fratamento do que aquele encontrado para o grupo controle (0,06). A
concentragio de 10 mg.L'l. utilizada na maioria dos trabalhos como controle positivo, ndo
apresentou diferenga significativa em relagdo ao controle negativo. Para as demais alteragoes
{aberragfes cromossomicas que apresentam efeito aneugénico, broto nuclear e células
binucleadas) ndo observamos diferengas significativas quando estas sio comparadas com o
grupo confrole. Assim, podemos concluir que os efeitos citotdxicos observados nas células
meristematicas de 4. cepa podem ter ocultado o real efeito clastogénico do MMS descrito na
literatura sendo necessdrio a repeticio do experimento para entido concluirmos qual € o efeito do
MMS em raiz de 4. cepa.

Palavras—chave: Aberracies Cromossdmicas, Micronicleo, Cebola.
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1 INTRODUCAO

1.1 MUTAGENESE AMBIENTAL

A preservacdo do meio ambiente e a preocupacdo dos efeitos danosos que seu uso
inapropriado vem causando sdo preoccupagtes cada vez maiores no cendrio mundial (RIBEIRO,
2003). Compostos usados na agricultura, medicina e indistrias de alimentos e farmacéutica, tais
como pesticidas, insumos agricolas, aditivos alimentares, medicamentos e quimioterapicos
(TUCCT E MARQUES, 2001), além de substincias fisicas e biologicas, tém sido diagnosticadas
como apresentando propriedades toxicas que podem provocar efeitos fisiologicos, bioquimicos,
patologicos (ARNAIZ, 1995) e, em alguns casos, pode levar ao desenvolvimento de neoplasias e
amorte celular (COSTA E MENK, 2000).

Um agente ¢ considerado genotéxico quando tem a capacidade de reagir com o DNA
produzindo danocs em sua estrutura ou funcgdo (WEISBURGER, 1999). Algumas dessas
substancias reagem diretamente com o DNA, enquanto oufras necessifam passar por processos
de ativacio metabdlica para formar intermediarios que, entio, causardo danos aoc DNA
(FERREIRA E ROCHA, 2010). Dentre estes compostos podemos destacar os agentes
alquilantes, os intercalantes e as espécies reativas de oxigénio. Os agentes alquilantes sio aqueles
cujo mecanismo de acdo toxica, baseia-se na adicdo de grupamentos metil ou outros
grupamentos alquil em moléculas onde estes grupamentos ndo existem. Os agentes intercalantes
sdo aqueles que possuem capacidade de intercalar-se entre as bases ao longo da molécula de
DMNA impedindo sua replicagdo e transcricao (ALMEIDA er al, 2005).

Outro grupo de agentes que causam danos ao DNA sdo as espécies reativas de oxigénio
que sdo moléculas ou ions formados pela redugdo incompleta de um elétron de oxigénio. Esses
intermedidrios reativos de oxigénio incluem oxigénio singlete, superdxidos, perdxidos, radical
hidroxila e acido hipocloroso que contribuem para a atividade microbicida dos fagocitos, a
regulagdo da transdugdo de sinal e expressdo do gene (MeSH, 2011). Em elevadas concentragdes
podem causar diferentes danos ao DNA, proteinas e aos lipidios. Os danos ao DNA incluem
quebras de cadeia, mutagdes frameshifi, mutacdes por substituigdo de pares de bases e perda
descontinua de heterozigose. O OH™ tem capacidade de mutar qualquer tipo de base enquanto as
gspécies menos reativas atuam preferencialmente sobre a guanina (MIGLIORE E COPPEDE,
2002).

Desta maneira, o termo genotoxicidade se designa a formagio de adutos de DA, lesoes

na fita de DNA, sintese de DNA ndo programada e frocas entre cromatides-irmds. Essas



alteragdes podem ser corrigidas pelo proprio mecanismo de reparc das células, mas, quando néao
reparadas ou reparadas erroneamente, originam mutacdes génicas e cromossomicas que podem
se perpetuar nas células filhas durante o processo de replicagio (ZAGATO E BERTOLETTI,
2003). O termo mutagenicidade é utilizado para descrever alteracdes originadas pela indugio de
mutacio no nivel génico ou cromossdmico (DEARFIELD er af., 2002)

Mutagdes génicas sdo mudangas de um ou poucos nucleotidecs do polimero de DNA, por
delectes, duplicacbes elou alteracdes de pares de bases, que acabam modificando o
funcionamento de um gene (ERDTMANN E HENRIQUES, 2003). Ja as mutagdes
cromossomicas podem ocorrer por alteragio da estrutura ou do nimero de cromossomos, sendo
denominadas aberraches cromossomicas estrufurais e numeéricas, respectivamente (HOUK,
1992). Por sua vez varios tipos de aberragdes cromossimicas podem originar alteragoes
nucleares, tais como brotos nucleares, micromicleos, mini-células, micleos lobados e células
polinucleadas { LEME er al, 2008).

Pesquisas que investigam a agdo de agentes genotéxicos e mutagénicos sio de grande
importancia, pois, apesar da existéncia de mutagbes espontineas, a maior parte delas ¢ induzida
por estes agentes aos quais o homem pode estar exposto (MATSUMOTO E  MARIN-
MORALES, 2004). Por isso, faz-se necessdrio a utilizacio de testes genotoxicos e mutagénicos
nos estudos de monitoramento ambiental e para a saide humana (HOUR, 1992).

Os testes para identificagio de agentes danosos ao DNA podem utilizar diversos
organismos como modelo, dentre eles, 0s mais comuns sdo microrganismos, insetos, plantas e
animais sendo divididos em grupos com base no sistema biologico empregado. Bioensaios em
procariotos detectam agentes que induzem mutacdes génicas e danos primdrios no DNA.
Analises em eucariotos detectam wma amplitude maior de danos, incluindo mutagdes génicas,
danos e reparo do DNA, danos cromossimicos e aneuploidias (HOURK, 1992).

Dentre os diversos testes existentes realizados com eucariotos, destacam-se em espécies
vegetais os testes de aberracbes cromossomicas em Allium cepa que sdo utilizados,
principalmente, para a avaliagio do efeito de conservantes alimentares (KUMAR E
PANMNEERSELWAM, 2007), extratos vegetais (ADEGBITE e al, 2009), e o teste de
micronicleo para a avaliagio de efluentes de laticinio (PAGNUSSAT E BUNDCHEN, 2008).
Em Tradescansia, destaca-se o teste de micronicleo para a avaliagio dos efeitos da radiacio
ionizante (CARVALHO, 2005), ensaio cometa e teste de micronicleo para avaliagdo da poluigio
urbana (LAU, 2002) uma vez que a Tradescantio ¢ muito utilizada para biomonitoramento da
qualidade do ar de grandes cidades (ANDRADE JUNIOR, 2008; CAMPOS, 2009). Outra planta

utilizada para biomonitoramento ambiental ¢ Hordewm wilgare L., que tem sido utilizada na
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avaliagio do efeito do inseticida piretroide Deltametrina através de ftestes citogenéticos
(KARNOPP er al, 1999), entre outros.

Considerando o sistema-teste Allium cepa podemos ainda destacar a utilizacio de alguns
agentes com conhecida atividade mutagénica ou genotéxica, como controle positivo, na
avaliagdo do efeito de outras substdncias cujo efeito sobre o ambiente e/ou a satde humana ainda
nio ¢ conhecido. Dentre estas substincias podemos destacar a ftrifluralina e o

metilmetanosulfonato.

1.2 ACAO DO METILMETANOSULFONATO

O Metilmetanosulfonato (MMS) ¢ um agente alquilante monofuncional (inferagindo com
um Gnico centro nueleofilico no DNA), considerado potencialmente mutagénico e carcinogénico
(GUECHEWVA, 2002). O principal efeito do MMS ¢ modificar a guanina para I\]T-metilgumilm
causando bases mal emparelhadas que podem induzir quebras cromossomicas, transigoes,
transversoes, mudangas de matriz de leitura (SNUSTAD E SIMMONS, 2001); e, também, a
modificagdo de adenina para N -metiladenina causando o bloqueio da replicagio (LUNDIN et
af., 2005).

A alguilaciio ¢ um processo que pode ocorrer nas bases nitrogenadas ou no grupo fosfato,
porém, as diferentes alquilagbes podem causar graus diferentes de danos. Como exemplo,
podemos citar a NT-dESD!{ingEllﬁinEl que ¢ mais nucleofilica do que a 0"-desoxiguanina ou do que
o grupo fosfato, por isso, se a droga reage mais com a NT-dasoxiguanilm, gla € muito mais
eficiente na indugdo de aberragdes cromossémicas do que quando reage com os oufros sitios
citados (VOGEL ENATARAJAN, 1982)

O reparo destas lesdes ¢ feito pelas enzimas conhecidas como alquiltransferases (EISEN
E HANAWALT, 1999), que reconhecem a alteracio no DNA e removem o grupamento metila
causador da mutacdo. Em Escherichio coli, foram descritos trés mecanismos distintos de reparo
de danos alquilantes. No primeiro, as proteinas ALK-A ¢ TAG retiram purinas alquiladas, N'-
metilguaning e N’-metiladenina do DNA. No segundo, ADA e OGT revertem diretamente danos,
como O°-metilguanina, por uma reacio irreversivel na qual o grupamento metila ¢ transferido
para residuos de cisteina na propria proteina, num processo suicida. No terceiro, a proteina A LK-
B reverte lesdes do tipo l-metiladenina e 3-metilcitosina catalisando a oxidagio do grupamento
metila e, assim, corrigindo a base lesada (FALNES, 2004)

0 MMS ¢ um provavel carcindgeno para humanos, classificado no grupo 2A, ¢

juntamente com a luz UV, compdéem o grupo dos agentes mutagénicos mais potentes
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(GRIFFITHS, 2008). Sua atuagdo ¢ comprovada tanto por testes in vive quanto in vitro. Estudos
com ratos in wive comprovam a atuagio do MMS na mitose e a meiose, no processo de
carcinogénese por vias subcutanea, intraperitoneal, oral e por inalagio. Também foi observado o
aumento da frequéncia de aberragbes cromossGmicas e trocas entre cromatides irmas,
micromicleos e esterelidade em ratos machos. Em cultura de células observa-se o aumento da
frequéncia de danos no DNA, mutagio génica, trocas enfre cromatides irmds e micronicleos
(IARC, 1974). Em Drosophila 0 MMS induz mutacdes ligadas ao sexo em células somaticas e
em £ coli e outras espécies de bactérias causa dano no DNA (REITER, 1967).

0 MMS apresenta como propriedades fisicas ser um liquido incolor com um ponto de
ebuligio de 203° C. E soliivel em dgua, dimetil formamida, e propilenoglicol ¢ é pouco solivel
em solventes apolares (HSDB, 2001). E usado experimentalmente como um produto quimico
mutagénico e teratogénico de pesquisa e como catalisador na sintese quimica (IARC 1974, 1999,
MERCEK 1989, HSDB, 2001). Foi testado como agente quimioterdpico contra o cincer (HSDB,
2001) e alguns de seus derivados podem ser usados como esterilizantes quimicos de insetos e
mamiferos considerados pragas, bem como um possivel confraceptivoe masculino em humanos
(TARC, 1974).

0 MMS ndo ocorre na natureza e, inicialmente, sua produgao limitava-se a investigagiao
experimental de seus efeitos, ndo sendo produzido comercialmente (IARC, 1974). Atalmente
tem sido utilizado como controle positivo em diversos ensaios como na avaliagio da qualidade
das aguas de rios (CHRISTOFOLETTI, 200§, BARBERIO er al, 2009, avaliagdo do
mecanismo de acdo de hidrocarbonetos de petroleo (HOSHINA, 2005, LEME, 2007; LEME et
al., 2008) e avaliagdo do efeito mutagénico do extratos de interesse farmacéutico como, Cosus
speciosus (QARIL 2010) e propolis verde (ROBERTO, 2009). Esta escolha baseia-se no fato de
que o MMS apresenta uma reconhecida capacidade de induzir aumento nas freqiiéncias de
micromicleos e de anomalias cromossdmicas (RANK E NIELSEN, 1993).

Diversos estudos demonstraram que as células sido mais sensiveis a concentrages
glevadas de MMS durante a progressio através da fase S do ciclo celular (SCHWARTZ, 1989,
FUNG er al, 2002, LUNDIN e af, 2005). A exposicio ao MMS blogueia o inicio da
replicagio, impedindo o acionamento das origens e da forquilha de replicagdo, provavelmente
devido a um impedimento fisico ou algum intermedidrio no processamento de lesdo originada
por quebras aleatdrias tanto na fita simples como na fita dupla de DNA (TERCERO E
DIFFLEY, 2001; SCHWARTZ E KMIEC, 2005). Essas quebras geram sinais que impedem a

fransicdo para a fase M e, conseqientemente, a divisdo celular. Este atraso no ciclo celular &
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atribuido a uma tentativa da célula de reparar 0 DNA e reverter os danos no genoma, de modo
que as mutagdes ndo sejam fransmitidas para as células filhas (SCHW ARTZ E KMIEC, 2003).
Para a avaliacio da acio do MMS sobre os seres vivos diversos testes podem ser
empregados como: Teste de Ames, Ensaio Cometa, Marcadores Moleculares, Teste de
Aberragtes Cromossomicas € ainda o Teste de Micronicleo, sendo que a escolha do teste que

sera empregado depende de qual nivel de detecgdo se quer observar.

1.3 ABERRACOES CROMOSSOMICAS

As aberragbes cromossomicas sdo tidas como importantes eventos decorrentes das agoes
genotoxicas de agenfes quimicos aos quais diversos organismos estio expostos, inclusive o
homem (NATARAJAN, 2002). O teste de aberragbes cromossdmicas, uma das mais antigas
ferramentas utilizadas no estudo de avaliagio destas substincias, ¢ baseado na citogenética
convencional e € um dos poucos métodos diretos para mensurar alteragies em sistemas expostos
a mutigenos ou carcindégenos potenciais (RANK eral, 2002).

As aberractes cromossomicas sdo caracterizadas por mudangas na estrufura ou no
nimero total de cromossomos, podendo ocorrer espontaneamente ou como resultado da
exposicio a agentes fisicos ou guimicos (RUSSEL, 2002). As aberragdes cromossémicas
estrufurais, induzidas por agentes clastogénicos, atuam através de diversos fatores como quebras
diretas no DNA (delecoes, duplicacdes, inversdes, franslocacoes), seguidas da unido de
fragmentos em novas posigbes que resultardo na alteragdo da forma e/ou tamanho dos
cromossomos, inibigio da sinfese de DNA, replicagdo de DNA alterado e ainda formagdo de
cromossomos em anel (quebras nas extremidades de um mesmo cromossomo que se unem
formando um cromossomo acéntrico e a regido mediana curva-se formando um anel) e erros na
divisdo centromérica (GUERRA E SOUZA, 1988; ALBERTINI er al, 2000).

Ja as aberragtes cromossémicas numeéricas podem ocorrer tanto espontancamente ou pela
acdo de um agente denominado aneugénico. Estes agentes podem levar a segregactes anormais
de cromossomos, divisdo incorreta dos centrémeros resultando em uma segregacio incorreta das
cromatides irmds ou, ainda, a uma migragio incorreta das cromatides para os pélos durante a
anafase, por auséncia ou mal funcionamento dos fusos mitoticos (ALBERTINI er al, 2000,
KIRSCH-VOLDERS, er al,, 2002).

As aberragdes cromossdomicas numéricas podem ser divididas em poliploidias ¢
aneuploidias. A poliploidia € definida como um aumento no ndmero de cromossomos, sendo este

valor miltiplo exato do nimero cromossémico haploide (KIRSCH-VOLDERS, er af, 2002). A



15

aneupoidia por sua vez, refere-se a um ganho desigual de cromossomos pelas células filhas
ocasionado pela ndo disjuncdo cromossomica, produzida por uma segregacio ou ainda por perda
cromossomica  resultante de atrasos cromossomicos durante a segregacido na anafase
(ELHAJOUM er al, 1998)

Para avaliar anormalidades cromossomicas, diversos parametros morfologicos e
citogenéticos sdo considerados como a inducdo de micronicleos, a identificagio das diferentes
fases de divisio celular (profase, metafase anifase e telofase), além de suas anormalidades
(andfases iniciais, C-metdfases, aderéncias cromossémicas, pontes e fragmentagoes
cromossomicas). A analise destes pardmetros nio ¢ simples de ser realizada, pois requer um
conhecimento preciso das fases de divisdo celular e suas possiveis alteracbes. Estas alteracGes
podem evidenciar ou até servirem como indicadores de eventuais mutagbes no conteddo genético
celular (QUINZANI-JORDAO, 1987; GRANT, 1994; VIDAKOVIE-CIFREK er al, 2002;
EVSEEVA eral, 2003; EGITO eral, 2007, LEME E MARIN-MORALES, 2009).

1.4 TESTE DE MICRONUCLEO

O Teste de Micronicleo surgiu independentemente por Schmid (1976) e Heddle (1973)
como uma alternativa simples para se avaliar danos cromossomicos in vive com populagtes de
células em divisdo, tal como as da medula ossea. Este teste ¢ recomendado para estudos de
biomonitoramento ambiental, principalmente por sua capacidade de detectar tanto agentes
clastogénicos (quebra de cromossomos), como aneugénicos (segregacio cromossdmica anormal)
(FENECH, 2000; RIBEIRO e af, 2003).

Em plantas, 05 micronicleos foram inicialmente observados por Evans er al (1959) em
pontas de raiz de Vicig fabo. No entanto, somente apds o aprimoramento do protocolo
experimental desenvolvido por Ma er al. (1995) para populagio sincronizada de células de ponta
de raiz (células da geracdo Fl) em Alium e Ficig, este ensaio passou a ser mais usado em
plantas. Segundo Majer er al. (2005), estes ensaios sdo principalmente conduzidos, em plantas,
para monitorar ambientes sujeitos a contaminantes e misturas complexas .

O micromicleo ¢ uma pequena massa de cromatina delimitada por uma membrana
independente do nicleo principal, que aparece nas células filhas como conseqgiiéncia de danos,
nio reparados, ocorridos nas células mées (WALKER e af, 1996). Os micronicleos sio
formados durante a divisio celular quando a membrana nuclear esta sendo reconstituida ao redor
dos cromossomos das células filhas. Sdo decorrentes de fragmentos cromossdmicos acénftricos

ou de cromossomos inteiros que atrasaram sua migragio para os polos na anafase (RIBEIRO es
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al, 2003; AL-SABTIE METCALFE, 1995). Em ambos os casos, estes ndo foram incluidos no
nicleo principal representando perda de cromatina em conseqiiéncia de dano cromossomico
gstrutural ou numérico ou ainda dano no aparelho mitético (RIBEIRO e al., 2003).

Segundo Fenech (2000), para uma estrutura ser considerada um micronicleo ela deve ser
morfologicamente semelhante ao nicleo principal, porém com famanho menor. Além disso,
outras caracteristicas também sio consideradas: ndo ser refringente, nao estar ligado ou
conectado ao nicleo principal e possuir a mesma intensidade de coloragio do nicleo principal,
embora ds vezes possa apresentar coloragio um pouco mais intensa.

Micronicleos podem se originar espontaneamente, porém, o aumento de sua frequéncia ¢
comumente usado para detectar danos ao DNA resultantes da exposicio a um agente mutagénico
(HEDDLE ef al., 1983). O micronfcleo é uma técnica vantajosa pelo fato de poder ser usada em
qualquer populacio celular em proliferacio, sem que seja necessario o conhecimento prévio do
caridtipo do organismo-teste utilizado (HAYASHI er af, 1998). Além disso, é considerada uma
técnica rapida e barata quando comparada a outros testes (HEEDLE, 1983 ).

Atualmente, o teste do micromicleo € rotineiramente aplicado em bivalves (SIU er al,
2004; RODRIGUES, 2007; DAVID, 2007), gastropodes (SILVA, 2007), vegetais superiores (Y1
el al, 2007, CHRISTOFOLETTI, 2008, HOSHINA, 2008, LEME E MARIN-MORALES,
2008), nas mais diversas espécies de peixes (AL-SABTI E METCLAFE, 1995; GRISOLIA E
STARLING, 2001; SOUZA E FONTANETTI, 2006; ERGENE et al, 2007, RAMSDORF,
2007; CHRISTOFOLETTI, 2008; VILCHES, 2009), camundongos (FREITAS, 2007), linfocitos
Humanos (FIDALGO, 2007), culturas de tecido animal (ROBERTO, 2009), dentre outros.

1.5 Allium cepa COMO SISTEMA TESTE

A avaliagdo da genotoxicidade de substincias quimicas perigosas ou danosas tem sido
feita ha anos, por meio de testes com vegetais superiores (RANK er af, 2002). Levan (1938)
demonstrou, durante a década de 1930, que a colchicina poderia causar distirbios no fuso
mitotico, levando a uma poliploidizacio em células meristematicas de raizes de Afliwm. Anos
depois, 0 mesmo autor demonstrou que diferentes solugdes de sais orgdnicos induziam varios
tipos aberragtes cromossdmicas em células meristematicas de raiz de 4 cepa (LEVAN, 1945).
Desde entio, as modificacdes técnicas no sistema-teste 4. cepa tem sido realizadas a fim de
permitir uma avaliagdo mais abrangente de substincias quimicas, sendo elas misturas complexas,
que compreendem a maioria das amostras ambientais, ¢ as substincias puras (FISKESJO, 1985;

RANK E NIELSEN, 1993; MA eral, 1995).
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Movos testes de mutagenicidade tém sido desenvolvidos, ufilizando microorganismos,
linhagens celulares de mamiferos e oufros sistemas biologicos. Porém, testes com vegetais
superiores ainda sio rotineiramente utilizados em muitos laboratorios, como indicadores de
potencial mutagénico de diversos agentes (HOSHINA, 2005).

Alguns dos ensaios vegetais com A cepa, Vicia faba, Tradescanda paludosa, fea mays,
Nicotana tabacum, Crepis capillaris e Hordeum wulgare sio empregados para se avaliar a
mutagenicidade e/ou clastogenicidade de poluentes ambientais. Estudos realizados por Grover e
Kaur (1999) evidenciaram que os ensaios com vegetais apresentam resposta positiva, com
relacdo aos poluentes como os efluentes industriais. Mendelson e al (1990), utilizando vegetais
(teste de aberragbes cromossémicas) e mamiferos (teste de micronicleo) como sistemas-teste,
avaliaram os efeitos genotoxicos de pesticidas, e observaram a existéncia de uma correlacio
entre os dois sistemas testados.

Os vegetais superiores apresentam caracteristicas que os tornam excelentes modelos
genéticos para a avaliacido de poluentes ambientais, sendo utilizados com muita freqiiéncia em
estudos de monitoramento (CARITA E MAR IN-MORALES, 2008). Contudo, este destaque ndo
se deve, apenas, a sensibilidade de detecgiio de mutagenos em diferentes ambientes, mas também
pela possibilidade de avaliagdo desde as mutagdes pontuais até as aberragdes cromossGmicas em
células de diferentes Grgdos, como folhas, palen e endospermas (GRANT, 1994). Bioensaios
realizados com plantas tém sido considerados mais sensiveis e mais simples, quando comparados
com o0s de animais (FISKESJO, 1985).

A ponta de raiz ¢ freqiientemente a primeira parte de qualquer planta que entra em
contato com substincias quimicas e poluentes presentes no sedimento ou na dgua. As células
meristematicas do sistema de ponta de raiz da cebola, constituem um material citogenético eficaz
para analisar aberragdes cromossdmicas causadas pela poluigdo ambiental (KRISTEN, 1997).
Com o uso de células merstemadticas, podemos quantificar uma série de pardametros
macroscopicos € microscopicos. No primeiro grupo podemos incluir a morfologia e o
crescimento da raiz, ja como pardmetro microscopico considera-se determinagio do indice
mitdtico, anafases prematuras, aderéncias cromossomicas, pontes, perdas, quebras e
fragmentacio cromossomica, C-metafase e microniclecs, que sdo indicadores de eventuais
mutagdes no conteddo genético celular (HOSHINA, 2004, MATSUMOTO et al, 2006; EGITO
et al., 2007; FERNANDES e al, 2007; CARITA E MARIN-MORALES, 2008; LEME E
MARIN-MORALES, 2008).

A espécie 4. cepa, rotineiramente utilizada em bioensaios em laboratérios, vem sendo

indicada como um eficiente organismo teste devido ao conhecimento da duragdo do seu ciclo
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celular, o grande nimero de células em divisdo, rapido crescimento de suas raizes, sua
disponibilidade, alta tolerdncia as diversas condicoes de cultivo, pelo seu facil manuseio e por
possuir cromossomos em namero reduzido (2n=16) e de grande tamanho, caracteristica esta
fundamental para estudos de genotoxicidade (FISKEJO, 1985, GRANT, 1994; EVSEEVA eral.,
2003; EGITO e gl , 2007).

Em A4 cepa, o teste de aberragbes cromossomicas fornece um rapido exame para a
avaliacdo de amostras ambientais complexas tais como aguas de rios (RANK E NIELSEN, 1998,
MATSUMOTO E MARIN-MORALES, 2004; EGITO er af, 2007, LEME E MARIN-
MORALES, 2008), lagos (GRISOLIA eral, 2005), esgotos industriais ¢ domésticos (GROVER
E KAUR, 1999; MATSUMOTO E MARIN-MORALES, 2004) e solos contaminados
(COTELLE et al, 1999; SOUZA er al., 2009). O teste de 4 cepa mostrou-se também eficiente
na avaliagdo de inseticidas (BIANCHI, 2008; PEDRO, 2008), herbicidas ( VENTURA, 2004,
FERNANDES er al., 2007) e corantes (CARITA E MARIN-MORALES, 2008).

Tendo em wvista a eficiéncia do teste com A. cepa em estudos de mutagenicidade e a
frequente utilizacdo do MMS em ensaios biclogicos como controle positivo, o presente estudo
avaliou o efeito de diferentes concentragdes de MMS em raizes de A cepa a fim de conhecer o
limite de detecgdo do ensaio de aberragbes cromossomicas € ainda avaliar as concentragoes

danosas do MMS aos organismos a ele expostos.
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5 CONCLUSOES

o« O MMS foi citotéxico para as células meristematicas dos bulbos de 4. cepa nas
concentragdes de 10, 15¢ 20 mg.L", uma vez que houve uma diminuicdo maior que 22%
no indice mitotico destes tratamentos,

e Nas condigdes usadas neste experimento, o MMS apresentou danos mutagénicos
significativos somente no tratamento de 20 mgL™', evidenciado pela presenca de
micronicleos;

e (s efgitos citotoxicos observados nas células meristematicas de 4. cegpa podem ter
ocultado o real efeito clastogénico do MMS descrito na literatura,

o Em nosso estudo com células mersitematicas de A cegpa, os outros grupos de alteragdes
{aberragdes cromossdmicas que apresentam efeito ancugénico, broto muclear e células
binucleadas) ndo mostraram diferencas significativas quando comparadas com o grupo

controle.



