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RESUMO

O impacto das atividades antropogénicas sobre o meio ambiente € um tema de
grande relevancia atualmente, atraindo a atencdo da comunidade cientifica em
geral, visto que essas atividades tém causado alteragcfes significativas na qualidade
da agua, do solo e do ar. Dentre a ampla gama de poluentes resultantes das
atividades humanas, merece destaque a classe dos metais pesados, 0s quais
possuem propriedades toxicas e genotodxicas, constituindo fatores de risco para o
desenvolvimento de desordens neurodegenerativas, artrite e cancer nas populacdes
expostas a estes contaminantes, bem como alteragbes nos ecossistemas
contaminados. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o
potencial citotdéxico, genotdéxico e mutagénico do niquel como contaminante,
utilizando Allium cepa (Liliaceae) como organismo-teste, a fim de detectar possiveis
efeitos deletérios em seu material genético. Estas avaliacdes foram feitas por meio
da exposicdo de sementes de A. cepa a trés solucdes, com diferentes
concentracdes de niquel. Os resultados obtidos no primeiro biensaio e na repeticdo
estdo apresentados na forma de artigo cientifico, a ser submetido para revista
especializada. O estudo dos efeitos do niquel em A. cepa foram importantes, uma
vez que os dados da avaliagdo dos danos induzidos neste organismo modelo podem
ser utilizados para a comparacdo com modelos animais, sendo possivel assim, a
inferéncia dos perigos aos ecossistemas e a populacdo que esta exposta a esse

contaminante.
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1. INTRODUCAO

Os ambientes aquaticos constituem um local conveniente para o descarte do
grande volume de residuos gerados pelas industrias e residéncias, ja que promovem
o transporte deste para longe de sua origem, adicionando-se a outras propriedades
da agua como grande capacidade de solubilizacdo (ODUM, 1988; BERGON et al.,
2007).

O acumulo de subprodutos toxicos no meio ambiente, resultantes das
atividades humanas, tem chamado a atencéo da comunidade cientifica. A presenca
desses xenobidticos no meio ambiente tem causado alteragbes significativas na
gualidade da agua, do solo e do ar, prejudicando assim a saude dos organismos e
dos ecossistemas aquaticos e terrestres.

Dentre a ampla gama de poluentes resultantes das atividades humanas,
merece destaque a classe dos metais pesados, 0s quais possuem propriedades
toxicas e genotdxicas, constituindo, portanto, fatores de risco para o0
desenvolvimento de uma infinidade de patologias nas populagbes expostas aos
contaminantes, bem como alteragbes nos ecossistemas contaminados (MORAES;
JORDAO, 2002; BARBOSA et al., 2009).

O niquel é um metal pesado de crescente importancia na poluicdo dos
ecossistemas aquaticos e terrestres, frente aos efeitos téxicos e carcinogénicos
induzidos nos seres vivos (SUNDERMAN, 1984; WUNSCH FILHO, 1995). Trata-se
de um metal de grande aplicacdo industrial, sendo utilizado nos processos de
galvanoplastia, fabricagdo de aco inoxidavel, manufatura de baterias Ni-Cd,
pigmentos, dentre outras finalidades (SILVA, 2001).

Enquanto andlises quimicas apenas detectam a presenca ou auséncia de
substancias na agua, existe uma grande diversidade de bioensaios que podem ser
realizados com o intuito de avaliar efeitos toxicos, genotdoxicos e mutagénicos de
substancias presentes em uma amostra de agua, sendo essas conhecidas ou nao.

Dentre os varios bioensaios existentes, o teste de Allium cepa € reconhecido pelo



seu baixo custo, rapidez, facilidade de manuseio e alta sensibilidade; por isso, tem
sido utilizado correntemente no monitoramento de amostras ambientais (RANK,
2003). Aditivamente a essas vantagens, organismos vegetais apresentam uma
maior sensibilidade a metais pesados e apresentam boa correlacgdo com modelos
animais (CARITA; MARIN-MORALES, 2008, FISKESJO, 1988).

Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial
citotoxico, genotdxico e mutagénico do niquel como contaminante, utilizando A. cepa
(Liliaceae) como organismo-teste, a fim de detectar possiveis efeitos deletérios em
seu material genético.

O estudo dos efeitos do niquel em A. cepa é de suma relevancia, uma vez
gue os dados obtidos por meio da avaliagdo dos danos induzidos neste organismo
modelo podem ser utilizados como fundamento para a comparacdo com modelos
animais, sendo possivel assim, a inferéncia dos perigos aos ecossistemas e a

populacdo que esta exposta a esse contaminante.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Contaminacao aquéatica

Compostos quimicos genotoxicos utilizados em muitos processos industriais
podem ser achados em varios compartimentos ambientais, como ar, agua, solo e
sedimentos (RANK, 2003).

As propriedades Unicas da agua fazem com que ela seja ideal para uma
infinidade de atividades humanas, como a irrigacdo de plantacbes, geracdo de
energia elétrica, além da participacdo em uma grande variedade de processos
industriais e atividades domeésticas (WHITE; RASMUSSEN,1998). Grande parte
dessa agua, utilizada para atender as necessidades humanas, retorna para o seu
curso natural sem modificacBes, como é o caso daquelas utilizadas para geracdo de
energia elétrica. No entanto, sendo a agua um solvente versétil e conveniente para
transportar residuos produzidos para locais distantes de sua fonte de producdo, na
maioria das vezes, esta pode sofrer alteracbes severas em sua qualidade,
principalmente quando utilizada para atividades domésticas e industriais (WHITE;
RASMUSSEN,1998).

E bem estabelecido que a poluicdo diminui a qualidade de vida em varios
aspectos, afetando a saude e longevidade dos organismos. Além dos efeitos diretos
na saude, o perigo sutil dos poluentes reside no fato que eles podem ser téxicos ou
mutagénicos e induzir varias enfermidades humanas, como cancer, arterioesclerose,
doencas cardiovasculares e envelhecimento precoce (GROVER; KAUR, 1999).

Nas ultimas décadas, com a intensificacdo dos processos de urbanizacdo e
industrializagcdo, o despejo de contaminantes na natureza foi intensificado,
principalmente nos ecossistemas de agua doce e estuarios, que propiciam um
descarte barato e codmodo para os efluentes gerados pelas atividades humanas
(ODUM, 1988). Muitas cidades do terceiro mundo possuem rede de esgoto

incompleta, e muitas vezes 0 seu esgoto e residuos liquidos sdo descartados em



lagos, rios e canais, sem nenhum tratamento prévio (GROVER; KAUR, 1999). Neste
sentido, a poluicdo pode ter seus efeitos bem distantes da fonte original, por
exemplo, os efluentes toxicos de uma mina ou usina podem penetrar em um curso
de agua, contaminando toda a sua extensdo até sua jusante, afetando sua flora e
fauna. De acordo com Bergon et al. (2007), os efluentes de complexos industriais
podem poluir e alterar a flora e fauna de muitos rios e lagos de uma regiao.

Sendo assim, o controle inadequado de efluentes industriais constitui,
indiscutivelmente, a maior fonte antrépica de compostos quimicos lancados nos
corpos d’agua, bem como os esgotos domésticos tratados de forma inadequada. Tal
problema decorre também pela perda e destruicdo das bacias de captacao,
localizagéo errada de unidades industriais e desmatamento (MORAES; JORDAO,
2002; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009). Dessa forma, a contaminacdo dos
ecossistemas aquaticos, pode colocar em risco a saude das populacdes ribeirinhas,
gue muitas vezes utilizam essas aguas para a pesca, consumo e lazer.

Muitos dos efluentes transportados pela agua constituem misturas téxicas,
tais como agrotoxicos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), metais
pesados e uma enorme gama de substancias que, conjuntamente, podem agravar
ainda mais as condicbes ambientais e, consequentemente, todo o ecossistema
(VEGA et al., 1996; WHITE; RASMUSSEM, 1998; HOSHINA; MARIN-MORALES,
20009).

O nivel de poluicdo ou qualidade de aguas superficiais ou subterraneas pode
ser determinado por andlises fisicas, quimicas, saprobiolégicas, radiolégicas, e
recentemente, também por andlises de citotoxicidade e genotoxicidade (SMAKA-
KINCL et al., 1996).

2.2 Nigquel como contaminante

Metais sdo componentes naturais dos ecossistemas, sendo naturalmente
incorporados aos sistemas aquaticos por meio de processos geoquimicos. Sao
elementos importantes e até indispensaveis para muitos processos bioquimicos e
fisiolégicos nos organismos vivos; no entanto, muitos desses elementos, quando em
grande quantidade, podem trazer efeitos adversos para a saude humana. Diversos
metais, com propriedades toxicas, genotdxicas e potencialmente mutagénicas, sao

liberados na natureza por atividades domésticas ou industriais, constituindo assim
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fatores de risco para o desenvolvimento de desordens neurodegenerativas, artrite e
cancer em organismos experimentais e humanos expostos (MISSINI; LOMBI,1999;
MORAES; JORDAO, 2002; BARBOSA et al., 2009).

Sao designados metais pesados o grupo de elementos que ocorrem em
sistemas naturais, em pequenas concentracdes e que apresentam densidade igual
ou superior a 5 g/cm3 (ADRIANO, 1986; POVINELLI, 1987; EGREJA FILHO, 1993;
FADIGAS et al.,, 2002). Esses elementos sdo caracterizados como persistentes,
toxicos e bioacumulativos. Em ambientes aquaticos existem em solucdo, na forma
de ions hidratados livres ou complexados por ligantes organicos e inorganicos.
Podem ainda estar presentes na forma solida, devido as véarias associagbes com
sedimentos ou material particulado suspenso (STUMM; MORGAN, 1996).

A contaminacdo ambiental por metais pesados tem aumentado
significativamente nas Ultimas décadas, principalmente em consequéncia do
desenvolvimento da industria moderna, de forma que as pesquisas com metais
pesados tém ganhado importancia e destaque (STEINKELNNER et al., 1998;
POMPEU et al., 2008). Segundo a Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo -
CETESB (2009), os metais pesados surgem nas aguas naturais devido aos
langcamentos de efluentes industriais tais como os gerados em industrias extrativistas
de metais, industrias de tinta e pigmentos e, especialmente, as de galvanoplastia,
que se espalham em grande numero nas periferias das grandes cidades. Além
destas, 0s metais pesados podem ainda estar presentes em efluentes de industrias
guimicas, como as de formulacdo de compostos organicos, industria de couro, pele
e produtos similares, industrias de ferro e aco, lavanderias e industrias de petroleo.

O niquel (Ni) é o 24° metal em abundancia na crosta terrestre, caracterizado
como metal pesado, de densidade de 8,5 g/cm3, peso atbmico de 58,68 e numero
atdbmico 28. Na forma metalica € branco prateado, ductil e maleavel e possui grande
resisténcia a corrosédo e oxidacao pelo ar, 4gua e agentes alcalinos (SILVA, 2001).
Dentre os varios compostos de niquel, os principais sdo oxido de niquel (NiO),
hidréxido de niquel (NiOH), sulfato de niquel (NisS;) e cloreto de niquel (NiCl,). Os
sais de niquel de acidos fortes e acidos organicos séo sollveis em agua, enquanto
os sais de niquel de acidos inorganicos fracos sdo insoltveis (VILAPLANA et al.,
1991). Nos sistemas naturais ha o predominio de niquel na forma Ni** a qual é
estavel sob a ampla variacdo de pH e condicdes redox existentes nesses ambientes
(MCGRATH, 1995; PYLE; COUTURE, 2011).
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As fontes mais importantes de niquel sdo os minérios na forma de sulfeto de
niquel. Os compostos de niquel sdo utilizados industrialmente em processos de
galvanoplastia e eletroformacédo, na producdo de baterias de niquel-cadmio e
equipamentos eletrénicos; além disso, ligas de niquel, como o aco inoxidavel, séo
utilizados para a fabricacdo de uma ampla gama de produtos (SILVA, 2001,
MAGALHAES, 2005). As principais fontes de contaminacdo ambiental por niquel s&o
a producao e processamento de niquel e subprodutos, bem como a reciclagem de
produtos e eliminacéo de residuos contendo esse metal (CETESB, 2009). De acordo
com Denkhaus e Salnokow (2002) a queima de combustiveis fésseis é responsavel
pela maior parcela de compostos de niquel presentes na atmosfera.

O metabolismo de niquel é essencial para a atividade de certas enzimas,
mantendo o potencial redox da célula apropriado e integrando respostas fisiologicas,
bioquimicas e de crescimento (YUSUF et al.,, 2011). Sabe-se que o Ni € um
constituinte da urease e em pequenas quantidades (0,001 a 5 pg/g de peso seco) é
um elemento traco essencial para muitas plantas e bactérias, mas em grandes
concentracdes, pode ser toxico para plantas e humanos (AKBAS et al., 2009).

Segundo dados da CETESB (2009), a principal via de exposicdo para a
populacdo ndo exposta ocupacionalmente ao niquel e ndo fumante, se da por meio
do consumo de alimentos. A ingestdo de elevadas doses de sais de niquel pode
causar irritacdo gastrica. Todavia, dentre os efeitos adversos decorrentes da
exposi¢ao ao niquel, a mais comum € a reacgéo alérgica, uma vez que 10 a 20% da
populacdo apresenta alguma sensibilidade ao metal.

Estudos epidemiol6gicos mostraram um aumento no risco de cancer no trato
nasal e respiratério, em mineiros e trabalhadores de refinarias de niquel (WUNSCH
FILHO,1995). Em estudos feitos com animais, compostos de niquel induziram
tumores em praticamente todos os locais de aplicagdo (SUNDERMAN, 1984). A
atividade carcinogénica depende, porém, da solubilidade dos compostos de niquel.
Compostos insoliveis como sulfeto de niquel Il (NiS), 6xido de niquel (NiO) e
sulfeto de niquel (NisS;) nado sao facilmente removidos dos tecidos e por isso, sao
mais carcinogénicos do que compostos sollveis como acetato de niquel (Ni(OAc)2),
cloreto de niquel (NiCl,) e sulfato de niquel (NiSO,) (DENKHAUS; SALNOKOW,
2002).

Estudos realizados por Kékéla et al. (1999) mostraram que a adicao de NiCly,

em concentracdes de 10 a 100 ppm, a agua ingerida por ratos machos da linhagem
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Wistar foi capaz de provocar reducdo no namero de gestacdes e filhotes nascidos.
Demonstraram também que o NiCl;, induz o encolhimento dos tubulos seminiferos,
provocando o fechamento de alguns deles, bem como uma diminuicdo no namero
de espermatogbnias basais. Ainda de acordo com estes mesmos autores, a
exposicdo das fémeas provocou uma elevada mortalidade das crias durante a
lactacéo.

Segundo estudos realizados em linhagem de células transgénicas GPT1 de
hamster chinés por Lee et al. (1995), o niquel pode induzir hipermetilacdo e
condensacao do DNA em certas regides do genoma por meio de um efeito indireto,
no qual seria induzida primeiramente a condensagéo da cromatina. Esse mecanismo
epigenético pode estar envolvido na carcinogénese induzida por niquel, cujos
compostos ndo tem se mostrado classicamente mutagénicos em uma extensao

compativel com a sua carcinogenicidade.
2.2.1 Toxicidade do niquel em plantas

O niquel é um micronutriente requerido em concentracdes muito baixas pelas
plantas; no entanto, quando em concentracfes elevadas é conhecido por inibir o
crescimento destas, causar clorose nas folhas de muitas espécies e induzir
aberracBes cromossdmicas e efeitos toxicos no nucléolo (LIU et al., 1994).

Segundo Akbas et al. (2009), além da clorose, a inibicdo do crescimento e a
reducdo da composicao de agua dos tecidos vegetais sdo comumente observados
em plantas expostas a quantidades fitotoxicas de niquel. Em seus experimentos, 0
Ni?* inibiu o crescimento da raiz de A. cepa em todas as concentracdes testadas,
sendo que o efeito fitotdxico, ou seja, a concentragdo minima efetiva que diminuiu o
crescimento da raiz em 50%, foi encontrado na concentracao 0,25 mM por meio de
extrapolagéo.

Da mesma forma, Tuna et al. (2002) apontaram o Ni** como responséavel pela
inibicdo do crescimento do tubo polinico em Nicotiana tabacum; essa inibicdo se da
por mecanismos ainda pouco esclarecidos.

Estudos realizados por Lin e Kao (2005), com plantulas de arroz, indicaram que
o Ni?* é acumulado principalmente nas raizes destas, nas quais houve diminuicdo
progressiva do crescimento com o aumento da concentracdo de Ni presente nas

raizes. Em tal estudo, ainda foi apontado que esta alteracdo no crescimento
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radicular pode ser decorrente de alteragcdes na peroxidase, observadas apos
exposicdo ao NiSO,. Peroxidases influenciam no crescimento das plantas pela
sintese de lignina, de forma que os resultados obtidos pelos autores sugerem que a
rigidez da parede celular e lignificacdo sdo reforcados pelo NiSO, , levando a
reducdo do crescimento de raizes do arroz. Além do aumento na atividade das
peroxidades, o excesso de Ni** pode aumentar a concentracédo de acidos organicos
nos tecidos (YANG et al., 1997).

Nove diferentes fons metalicos, dentre os quais Ni?**, em diferentes
concentragcOes foram testadas por Fiskesjo (1988) em A. cepa. Em seus resultados
ele observou que o niquel, além de induzir o aparecimento de C-metafase tipica,
com cromossomos uniformemente espalhados pelo citoplasma, havia a inducao de
uma C-metafase peculiar, na qual os cromossomos possuiam a aparéncia tipica de
guando estdo em C-metafase, mas a estrutura do fuso ndo parecia completamente
inativada, de forma que 0S cromossomos permaneciam na regiao equatorial da
célula. Essa forma especifica de C-metafase nao foi observada pelo autor em
nenhum outro tratamento, com qualquer outro metal.

Contudo, a tolerancia a Ni** é encontrada em certas plantas, principalmente
naquelas que habitam solos que possuem naturalmente elevadas concentracdes
deste ion, como os solos serpentinicos. Em muitas dessas plantas, o niquel é
acumulado nas folhas, onde é sequestrado no vacuolo na forma de complexos de
malato e citrato (AKBAS et al., 2009). Dessa forma, fica claro que as respostas das
plantas a exposicdo aos metais pesados variam de acordo com a espécie de planta,
tecido, estagio de desenvolvimento, concentracdo e tipo de metal, as quais podem
envolver componentes enzimaticos e ndo enzimaticos (GRATAO et al., 2005).

A absorcao de Ni pelas plantas é feita principalmente pelo sistema radicular
por meio de difusdo passiva e transporte ativo. A quantidade de Ni absorvida
depende do pH e concentracéo de Ni** presente na solucdo do solo (CATALDO et
al., 1978), metabolismo da planta, composi¢cdo da matéria organica e presenca de
outros fons metdlicos, os quais podem competir com o Ni**, exercendo efeito
inibitério em sua absorcao e translocacdo (YUSUF et al., 2011). Nesse ambito, os
fons Co*, Cu?, Fe?* e Zn*" sdo apontados como inibidores da absorcdo de Ni*,
possivelmente devido a afinidade pelos mesmos sitios carregadores (CATALDO et
al., 1978). Da mesma forma, o excesso de Ni* pode inibir a absorcdo de cétions
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metalicos bivalentes, podendo levar a deficiéncias, como é o caso da clorose por
deficiéncia de Fe?* (FOY et al., 1978; YUSUF et al., 2011).

Dentro da planta, a trajetéria de transporte do Ni** se da da raiz para as
folnas. Nesse contexto, aminoacidos organicos sdo apontados como possiveis
guelantes desse ion, de forma que evitariam a toxicidade deste para a planta e
facilitariam a sua translocacdo através do xilema (FOY et al.,, 1978). Logo, a
especificidade dos seus efeitos téxicos provavelmente esteja relacionada a
facilidade que esse ion possui de chegar a parte aérea (YUSUF et al., 2011).

As plantas superiores podem adotar basicamente duas estratégias para lidar
com o excesso de ions metélicos absorvidos: exclusdo ou acumulacao (YUSUF et
al., 2011). Algumas espécies sdo conhecidas por serem acumuladoras, como
Sebertia acuminata (Sapotaceae), planta da Nova Caledonia, capaz de acumular
niquel em até 25% do peso seco de seu latex (JAFFRE et al., 1976). Yusuf et al.
(2011) afirmaram que em plantas acumuladoras h4 uma maior concentracéo de Ni
na parte aérea.

Entretanto, dados obtidos por Page e Feller (2005), a partir de estudos feitos
em trigo (Triticum aestivum), mostraram uma répida redistribuicdo do niquel contido
nas folhas mais velhas para as mais novas, indicando uma alta mobilidade deste
pelo floema, mostrando que este elemento tende a se acumular nas partes vegetais
recém formadas de algumas espécies.

Espécies exclusoras por sua vez, tendem a acumular niquel mais
pronunciadamente em seu sistema radicular. Em concentragBes toxicas, tal
mecanismo leva a uma inibicdo mais acentuada na raiz do que na parte aérea
(YUSUF et al., 2011). Estudos ultra-estuturais realizados por Liu e Kottke (2003) em
células meristematicas de A. cepa expostas a duas diferentes concentracdes de
Cr+Ni revelaram que hd um acumulo de Ni na parede celular e vacuolo das células
corticais da raiz de A. cepa. De acordo com Srivastava et al. (1999), os vacuolos sdo
os locais de armazenamento de &cidos organicos nas células, onde o Ni e o Cr sé@o
guelados na forma de complexos organico-metalicos.

Metais de transicdo, como o niquel, também sdo apontados como
responsaveis pela inducao de estresse oxidativo nos organismos vivos, gracas a sua
habilidade de produzir espécies reativas de oxigénio (ROS) (YUSUF et al., 2011).
Tais compostos danificam componentes celulares como membranas, acidos

nucléicos e pigmentos de cloroplastos. Acredita-se que o niquel contribua para a
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producdo de ROS via reacdo de Haber-Weiss, na qual ha a reacdo com H,0O;
formando OH™ (BRIAT;LEBRUM,1999; MAKSYMIEC, 2007).

2.3 Allium cepa como bioindicador

Testes bioldgicos de toxicidade e genotoxicidade sdo indispenséaveis para a
avaliacdo das reacdes dos organismos vivos a poluicado ambiental complexa a qual
estdo submetidos, bem como para a indicacéo de efeitos sinergéticos potenciais de
varios poluentes, enquanto as analises fisicas e quimicas apenas determinam a
presenca e concentracéo de diferentes poluentes (SMAKA-KINCL et al., 1996).

A importancia desse tipo de analise fez com que fossem desenvolvidos mais
de 200 ensaios rapidos para avaliar a genotoxicidade de agentes ambientais
desconhecidos (GROVER; KAUR, 1999). Entre eles esta, por exemplo, o ensaio de
mutagenicidade de Salmonella que é um sistema teste comumente aplicado para
misturas complexas (RANK, 2003). No entanto, outros ensaios, como aqueles em
gue se utilizam animais, de maneira geral séo custosos, de forma que sua utilizacao
em uma rotina de monitoramento se torna inviavel.

Plantas superiores, por sua vez, sdo organismos-teste muito adequados para
monitorar a presenca de substancias mutagénicas no ambiente, bem como para o
estudo dos efeitos prejudiciais de um mutageno especifico em concentracdes
conhecidas (MISSINI; LOMBI, 1999; RUIZ et al.,1992). Bioensaios com vegetais
como A. cepa, Vicia fava e Tradescantia paludosa sdo consideravelmente mais
baratos, sendo constantemente propostos para o monitoramento de poluicéo
ambiental (GROVER; KAUR, 1999; SMAKA-KINCL et al., 1996). Em adicéo a isto,
plantas sdo comumente mais sensiveis a metais pesados (FISKESJO, 1988).

Tais testes foram usados inicialmente para o estudo dos efeitos mutagénicos
da radiacdo ionizante e mutagenos quimicos; entretanto, recentemente eles também
vém sendo aplicados e se mostrado eficientes na avaliacdo da genotoxicidade e
mutagenicidade de poluentes ambientais (FERNANDES et al., 2007; CARITA;
MARIN-MORALES, 2008; CHRISTOFOLETTI, 2008; LEME; MARIN-MORALES,
2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009; SOUZA et al., 2009; BIANCHI et al.,
2011). Além de apresentarem vantagens em relacdo ao baixo custo dos
equipamentos e materiais necessarios, bioensaios com vegetais sdo mais sensiveis

e simples do que muitos métodos usados para a deteccao dos efeitos genotoxicos
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de quimicos e amostras ambientais complexas. Além disso, as plantas se adaptam
bem & estudos in situ, podem ser facilmente manipuladas e possuem ainda grande
similaridade morfolégica com os cromossomos de mamiferos; logo, a resposta das
plantas as mutacdes sao similares as observadas nestes animais (GROVER; KAUR,
1999; YI et al.,, 2007). Sendo assim, € possivel estabelecer uma boa correlagéo
entre o sistema teste vegetal com o sistema teste de mamiferos, apresentando boa
preditividade também para efeitos em seres humanos (FISKESJO, 1988; MINISSI,
LOMBI, 1999; CARITA; MARIN-MORALES, 2008). Essa concordancia entre
sistemas teste de plantas de mamiferos foi estimada em 91,5% por Grover e Kaur
(1999), a partir de seus experimentos com A. cepa.

A espécie A. cepa tem sido utilizada por varios autores como Fiskesjo (1988),
Smaka-Kincl et al. (1996), Grover e Kaur (1999) e Yi et al. (2007) como organismo
teste eficiente para deteccdo da mutagenicidade de compostos quimicos. A grande
utilizacdo desse organismo teste deve-se a caracteristicas de sua cinética de
proliferacdo celular, ao rapido crescimento de suas raizes, grande numero de células
em divisao, tolerancia as diversas condi¢des de cultivo, disponibilidade de sementes
o ano todo, facil manuseio e por possuir cromossomos grandes e em numero
reduzido (2n=16) (QUINZANI-JORDAO, 1987; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Segundo Fiskesjo (1988), meristemas radiculares de cebola tém sido
empregados para o estudo de efeitos biolégicos de agentes quimicos desde que
Levan introduziu o primeiro teste com A. cepa, em 1938. As raizes de cebola séo
faceis de armazenar, seu manuseio é facil e rapido e as células de seu meristema
radicular constituem um sistema conveniente para avaliagdo de parametros
macroscopicos, como crescimento e sobrevivéncia, bem como para parametros
microscépicos, como as anormalidades mitéticas e cromossémicas (RANK, 2003).
Os meristemas radiculares sdo comumente utilizados jA que sdo usualmente os
primeiros a serem expostos aos quimicos espalhados na natureza, no solo e na
agua (FISKESJO, 1988).

Estudos realizados em A. cepa e Vicia faba expostos a efluentes de curtume
contendo Ni e Cr mostraram que estes elementos afetam os aminoacidos e/ou a
molécula de DNA, acarretando em um decréscimo nos valores de indice mitético e,
conseqlentemente, do crescimento das raizes (CHANDRA, GUPTA, 2002;
CHANDRA et al., 2004).
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2.3.1 Parametros mensurados pelos testes com A. cepa

De acordo com Ateeq et al. (2002), as células de meristemas radiculares de
A. cepa apresentam caracteristicas que as credenciam como um eficiente material
para avaliacbes citogenéticas, sendo indicadas para estudos de poluentes
ambientais. Muitos endpoints podem ser monitorados por meio das analises destas
células, tais como alteragcbes no indice mitético (IM), inducdo de aberractes
cromossomicas (AC) e cromatidicas, troca entre cromatides irmas e formacéo de
micronucleos (MN) (MIGID et al., 2007).

A citotoxicidade pode ser determinada pelo aumento ou diminuicdo nos
valores do IM ou ainda pela quantificacdo de células em processo de morte celular.
Se o valor encontrado para o IM for significativamente maior que o observado no
controle negativo, isto indica que esta ocorrendo um aumento da diviséo celular, que
pode levar a uma proliferacdo celular desordenada (LEME; MARIN-MORALES,
2009). A diminuicdo no indice mitdtico também demonstra efeito citotoxico
(MOREIRA et al., 2004). Segundo Aiub e Felzenszwalb (2011), a diminuicdo deste
indice marca danos ocorridos principalmente durante a fase G1 da mitose; numa
tentativa de reparar o dano no DNA, o ciclo celular leva mais tempo a se completar.

A genotoxicidade de uma substancia ou amostra ambiental é quantificada
pelo teste de AC em células meristematicas deste vegetal. As AC séo caracterizadas
por mudancas na estrutura normal de um cromossomo ou no numero total de
cromossomos, podendo ocorrer espontaneamente ou como resultado da exposicao
a agentes fisicos ou quimicos (RUSSEL, 2002), por meio de diferentes mecanismos,
envolvendo acdes aneugénicas ou clastogénicas.

A acdo aneugénica provoca a inativacao de estruturas citoplasmaticas, como
o fuso mitético (FENECH, 2000), levando a uma segregacdo anormal dos
cromossomos, resultando em células aneuploides ou poliploides (ALBERTINI et al.,
2002). Por outro lado, a acao clastogénica € caracterizada pela inducdo de quebras
cromossomicas durante a divisao celular (FENECH, 2000), ocasionando alteracdes
cromossOmicas estruturais (ALBERTINI et al., 2002).

Segundo Fiskejo (1985) e Vidakovic-Cifrek et al. (2002), a atividade
aneugénica de compostos quimicos é caracterizada pela presenca de AC tais como
células bi-nucleadas, polinucleadas, C-metafases e perdas cromossémicas, as quais

sdo originarias do mau funcionamento ou inativacdo do fuso mitético. Entretanto, a
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presenca de fragmentos cromossOmicos pode ser originada de quebras causadas
por efeitos clastogénicos induzidos por compostos quimicos (HOSHINA; MARIN-
MORALES, 2009).

As anormalidades nucleares séo alteracdes morfolégicas no nucleo interfasico
tais como nucleos lobulados, células polinucleadas e nucleo portando brotos
nucleares. Segundo Fernandes et al. (2007) e Leme e Marin-Morales (2009), brotos
nucleares podem ser resultado da eliminacdo do material genético derivado de
processo de poliploidizacao.

A inducdo de micronucleo nos meristemas de A. cepa é o resultado de danos
cromossOmicos e alteracdo do processo mitético. A quantificagdo de MN e quebras
cromossOmicas nas células meristematicas e, de apenas MN nas células da regido
F1 € utilizada na avaliacdo da mutagenicidade. Os MNs sao resultantes de
fragmentos acéntricos ou cromossomos inteiros que ndo foram incorporados ao
nucleo principal durante o ciclo de divisao celular. Dessa forma, micronucleos podem
derivar tanto de fragmentos acéntricos resultantes de atividade clastogénica, quanto
de cromossomos inteiros, indicando atividade aneugénica de compostos quimicos
(FENECH, 2000).

No experimento realizado por Yi et al. (2007), os micronucleos induzidos pela
exposicdo a arsénico indicaram que as células das raizes de A. cepa podem entrar
na fase M da mitose com danos no DNA, passar pelo ciclo celular e entdo formar
microndcleos, o que, segundo os autores, demonstra uma disfuncdo no checkpoint
da mitose e regulacdo do ciclo celular apés a exposicédo ao arsénico. Tal teste vem
sendo considerado, por muitos autores, como uma das mais promissoras técnicas
de avaliacdo de efeitos mutagénicos induzidos por agentes quimicos (RIBEIRO et
al., 2003; MATSUMOTO et al., 2006).
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral do projeto foi avaliar o potencial citotoxico, genotdxico e
mutagénico do niquel em células meristematicas e da regido F; de A. cepa (cebola).
Os objetivos especificos foram:

e Avaliar o potencial citotéxico do niquel pela avaliacdo da presenca de células
com alteragcdes morfologicas indicativas de processo de morte celular e alteragbes
no indice mitético, em células meristematicas de cebola;

e Avaliar o potencial genotoxico do niquel por meio do teste de aberracbes
cromossémicas em células meristematicas de cebola;

e Avaliar o potencial mutagénico do niquel pela presenca de micronudcleos e
quebras cromossémicas em ceélulas meristematicas das raizes de cebola e
micronudcleos, em células da regido Fi;

e Comparar duas concentracbes de sal de niquel com a concentracdo limite de
niquel em corpos de agua, estabelecida pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material Bioldgico
Sementes de A. cepa (cebola), de mesmo lote, variedade Baia periforme,
foram submetidas a germinacao em trés concentracdes de cloreto de niquel, para a

avaliacdo do potencial citotéxico, genotéxico e mutagénico dessa substancia.

4.2. Niquel como substancia toxica

O toxico utilizado é caracterizado como metal pesado. Para a montagem dos
bioensaios foi utilizado o cloreto de niquel hexahidratado PA, da marca Synth, CAS
number C.1055.01.AF e peso molecular 237,70.

No Brasil é utilizada a resolugdo do CONAMA, n° 357 de 25 de marco de
2005, para controlar e taxar os limites maximos de contaminantes nos corpos
hidricos. Segundo essa resolucao, o limite maximo da concentracao total de niquel
permitida em corpos de 4gua doce é de 0,025 mg/L Ni.

Foram entdo utilizadas trés concentracdes de niquel nos testes em cebola. A
primeira (N1) de 0,0125 mg/L, ou seja, metade da concentracdo maxima definida
pelo CONAMA. A segunda concentracdo (N2) utilizada, 0,025 mg/L é o préprio limite
de concentracao estabelecido pela resolucéo. A terceira concentracao (N3) foi 0,050
mg/L, que consiste no dobro da concentracdo maxima total de niquel permitida em

corpos de agua doce.

4.3. Bioensaios com A. cepa

As sementes de A. cepa foram submetidas a germinacdo em temperatura
controlada 22°C, em placas de Petri recobertas com papel filtro, umedecidos com as
solucbes de cloreto de niquel. O teste controle positivo foi feito submetendo-se as
sementes a dois agentes, cujas concentracdes sdo potencialmente citotdxicas e
mutagénicas: o herbicida trifluralina, de acdo aneugénica, na concentracao de 0,019
ppm (FERNANDES et al., 2007) e o MMS (metil metanosulfonato), de agé&o
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clastogénica, na concentracéo de 4 x 10® M (RANK; NIELSEN, 1997). O controle
negativo foi feito com sementes submetidas a germinacdo em agua ultrapura.

Apés a germinacdo das sementes e o crescimento de cerca de 2 cm das
raizes, parte destas foi coletada e fixada em Carnoy (3 partes de etanol para 1 de
acido aceético). A outra parte foi transferida para placas contendo agua ultrapura,
para um periodo de recuperacdo de 48 horas. Posteriormente, estas radiculas
também foram coletadas e fixadas em Carnoy.

Apoés fixadas, as radiculas foram submetidas a reacdo de Feulgen (MELLO;
VIDAL, 1978), com uma hidrélise acida por 9 minutos. As pontas das radiculas foram
seccionadas, em lamina, para extrair as regides meristematica e F;. Com o intuito de
realizar contra-coloracdo e facilitar o espalhamento das células, foi adicionada ao
material uma gota de carmim acético (2%). Todas as laminas foram obtidas
submetendo o material a um esmagamento suave entre lamina e laminula. As
laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas montadas em
Enthelan. O material foi analisado em microscopio de luz, sob aumento de 400 x.

Para confirmacéo dos resultados, realizou-se um bioensaio de repeticdo, no

gual toda a metodologia descrita acima foi reaplicada.

4.4. Anélise dos Resultados

4.4.1. Células daregiao meristematica

Foram analisadas 5000 células para cada amostra investigada, em ambos os
tratamentos. O mesmo numero de células foi analisado para os testes controle
negativo e positivo.

A toxicidade foi avaliada pelo indice de germinacdo dessas sementes. O
indice de germinacao foi obtido pela razdo entre o0 nimero de sementes germinadas
e o total de sementes expostas a germinacdo. Para tal variavel, a analise estatistica
foi realizada por ANOVA bilateral, com nivel de significancia de 0,05.

A citotoxicidade foi verificada pela analise de alteracbes celulares
morfolégicas indicativas de morte celular e pela frequéncia do indice mitético,

segundo a formula:

IM (indice mitético)= __n° de células em divisdo x 100

Total de células observadas
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Para a avaliacdo do potencial genotdxico, foram observadas células

portadoras de alteragcdes cromossémicas, segundo a formula:

IAC (indice de alteracBes cromossdmicas) = n° de células alteradas x 100

Total de células observadas
Para a andlise do potencial mutagénico foi registrada a ocorréncia de células
portadoras de micronucleos e quebras cromossdmicas. O indice foi calculado

segundo a formula:

IMt (indice de mutagenicidade)= n° total de células com MN e gquebras x 100

Total de células observadas

A andlise estatistica foi realizada pelo método ndo paramétrico de Mann-

Whitney, com nivel de significancia de 0,05.

4.4.2. Células daregido F;

Para verificar a fixacdo e/ou reparo dos danos nas células da regido
meristematica, a inducdo de micronucleos em células da regido F; também foi
contabilizada. Foram analisadas cerca de 5000 células da regido F; para cada
amostra e tratamento. Os valores obtidos em todos os testes foram comparados com
os obtidos ao controle negativo, por meio do teste estatistico de Mann-Whitney, com

nivel de significancia de 0,05.



23

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo apresentados na forma de artigo cientifico, o qual sera

enviado para publicacdo em revista especializada.

ARTIGO

ANEUGENICIDADE E CLASTOGENICIDADE DO CLORETO DE NIQUEL EM
SEMENTES DE Allium cepa

Annelise Francisco, Cintya Aparecida Christofoletti, Carmem Silvia Fontanetti
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RESUMO

O niquel € um metal pesado de grande aplicacdo industrial. Seus compostos sao
descartados em grandes quantidades no ambiente, fazendo dele um contaminante
de relevancia ecotoxicolégica, uma vez que estes podem se bioacumular ao longo
da cadeia tréfica e/ou induzir danos genéticos aos organismos expostos. Nesse
sentido, a legislacdo brasileira estabelece o limite maximo da concentragéo total de
niquel permitida em corpos de agua doce em 0,025 mg/L. Alguns trabalhos foram
feitos com o intuito de avaliar os efeitos do niquel nos organismos; a maioria deles
baseia-se nos efeitos deste em concentracdes elevadas, muito acima do
estabelecido pela lei. Logo, o presente trabalho avaliou trés concentracdes de
niquel, na forma de cloreto de niquel (NiCly), tendo como referéncia aquela
estabelecida como limite pela resolucdo 357/2005 do CONAMA, utilizando sementes
de Allium cepa, com o intuito de mensurar o potencial toxico, citotdxico, genotdxico e
mutagénico deste elemento. Em tais concentragdes néo foi verificada toxicidade ou
citotoxicidade, ao passo que, para as trés concentracbes empregadas, observou-se
a inducdo de efeitos genotoxicos e potencialmente mutagénicos, principalmente de
células portadoras de micronudcleos, brotos e aderéncias cromossémicas. Por meio
da avaliacdo de genotoxicidade e das aberracdes cromossGmicas encontradas
infere-se que o cloreto de niquel possui acdo aneugénica e/ou clastogénica. Esse
estudo também serve de alerta para a contaminagdo aquatica por metais, visto que
a menor concentracao utilizada e a permitida pela legislacdo brasileira induziram

danos no organismo testado.

Palavras-chave: mutagénese ambiental, metais pesados, genotoxicidade.
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1. Introducéo

Metais sdo componentes naturais dos ecossistemas, sendo naturalmente
incorporados aos sistemas aquaticos por meio de processos geoquimicos. O grupo
de elementos, designados por metais pesados, ocorrem em sistemas naturais, em
pequenas concentracdes e apresentam densidade igual ou superior a 5 g/cm?®
(ADRIANO, 1986; POVINELLI, 1987; EGREJA FILHO, 1993; FADIGAS et al., 2002).
Esses elementos séo caracterizados como persistentes, toxicos e bioacumulativos.
Em ambientes aquéticos existem em solucao, na forma de ions hidratados livres ou
complexados por ligantes organicos e inorganicos. Podem ainda estar presentes na
forma sélida, devido as varias associa¢cdes com sedimentos ou material particulado
suspenso (STUMM; MORGAN, 1996).

A contaminacdo ambiental por metais pesados tem aumentado
significativamente nas Ultimas décadas, principalmente em consequéncia do
desenvolvimento da industria moderna (STEINKELNNER et al., 1998).

Dentre os metais pesados, merece destaque o niquel (Ni), o qual representa o
24° metal em abundéancia na crosta terrestre. As mais importantes fontes de niquel
sdo os minérios na forma de sulfeto de niquel. Os compostos de niquel séo
utilizados industrialmente em processos de galvanoplastia e eletroformacdo, na
producdo de baterias de niquel-cAdmio e equipamentos eletrdonicos; além disso,
ligas de niquel, como o aco inoxidavel, sdo utilizadas para a fabricacdo de uma
ampla gama de produtos (SILVA, 2001; MAGALHAES, 2005). As principais fontes
de contaminacdo ambiental por niquel sdo a producéo e processamento de niquel e
subprodutos, bem como a reciclagem de produtos e eliminacdo de residuos
contendo esse metal. De acordo com Denkhaus e Salnokow (2002), a queima de
combustiveis fésseis é responsavel pela maior parcela de compostos de niquel
presentes na atmosfera.

Em estudos feitos com animais, compostos de niquel induziram tumores em
praticamente todos os locais de aplicacdo. A atividade carcinogénica depende,
porém, da solubilidade dos compostos de niquel. Compostos insolaveis como sulfeto
de niquel II (NiS), 6xido de niquel (NiO) e sulfeto de niquel (NisS;) nao sao
facilmente removidos dos tecidos e por isso, Sdo mais carcinogénicos do que
compostos solluveis como acetato de niquel (Ni(OAc),), cloreto de niquel (NiCl,) e
sulfato de niquel (NiSO4) (DENKHAUS; SALNOKOW, 2002).
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Em plantas, o niquel € um micronutriente requerido em concentragbes muito
baixas; no entanto, quando em concentracdes elevadas, € conhecido por inibir o
crescimento destas. Segundo Akbas et al. (2009), a inibicdo do crescimento, clorose
e reducao da composicado de agua dos tecidos vegetais sdo comumente observados
em plantas expostas a quantidades fitotoxicas de niquel. Em seus experimentos, 0
Ni?* inibiu o crescimento da raiz de A. cepa em todas as concentracdes testadas,
sendo que o efeito citotdxico foi encontrado na concentracdo 0,25 mM. Liu e Kottke
(2003) observaram acumulo de Ni na parede celular e vacuolo das células corticais
da raiz de A. cepa.

Bioensaios com vegetais tém-se mostrado eficientes para o monitoramento da
genotoxicidade e mutagenicidade de poluentes ambientais (FERNANDES et al.,
2007; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; CHRISTOFOLETTI, 2008; LEME; MARIN-
MORALES, 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009; SOUZA et al., 2009). Além
de serem mais sensiveis e simples do que muitos métodos usados para detectar
efeito genotoxico, bioensaios com vegetais apresentam vantagens em relacdo ao
baixo custo dos equipamentos e materiais necessarios, bem como a adaptacéao de
plantas para estudos in situ. Apresentam ainda grande similaridade morfolégica com
os cromossomos de mamiferos, logo, a resposta das plantas as mutacdes séo
similares as observadas nestes animais (GROVER; KAUR, 1999; YI et al., 2007);
sendo assim, € possivel entdo estabelecer uma boa correlagdo entre o sistema teste
vegetal com o sistema teste de mamiferos (GRANT, 1982).

A espécie Allium cepa tem sido utilizada por varios autores como Fiskesjo
(1988), Smaka-Kincl et al. (1996), Grover e Kaur (1999) e Yi et al. (2007) como
organismo teste eficiente para deteccédo da mutagenicidade de compostos quimicos.
A grande utilizagdo desse organismo teste deve-se a caracteristicas de sua cinética
de proliferacao celular, ao rapido crescimento de suas raizes, grande numero de
células em divisao, tolerancia as diversas condi¢cbes de cultivo, disponibilidade de
sementes o ano todo, facil manuseio e por possuir cromossomos grandes e em
namero reduzido (2n=16) (QUINZANI-JORDAO, 1987; LEME; MARIN-MORALES,
20009).

Levando em consideracdo que o niquel € um metal pesado de crescente
importancia na poluicdo dos ecossistemas aquaticos e terrestres e de efeitos toxicos

e carcinogénicos nos seres vivos, este trabalho buscou avaliar os efeitos
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genotoxicos e mutagénicos deste metal, em trés concentracdes, utilizando o

bioensaio com A. cepa.

2. Material e Métodos

2.1 Nigquel como contaminante

Para a montagem dos bioensaios foi utilizado o cloreto de niquel hexahidratado
PA, da marca Synth, CAS number C.1055.01.AF e peso molecular 237,70.

No Brasil, para controlar e taxar os limites maximos de contaminantes nos corpos
hidricos, € utilizada a resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), n° 357 de 25 de marco de 2005. Segundo essa resolugdo, o limite
maximo da concentracdo total de niquel permitida em corpos de agua doce é de
0,025 mg/L Ni.

Foram entdo utilizadas trés concentrac6es de niquel nos testes em cebola. A
primeira (N1) de 0,0125 mg/L, ou seja, metade da concentragdo maxima definida
pelo CONAMA. A segunda concentracdo (N2) utilizada, 0,025 mg/L é o proéprio limite
de concentracao estabelecido pela resolucéo. A terceira concentracao (N3) foi 0,050
mg/L, que consiste no dobro da concentracdo maxima total de niquel permitida em

corpos de agua doce.

2.2 Material biolégico

As sementes de A. cepa de mesmo lote, variedade Baia periforme, foram
submetidas a germinacdo em temperatura controlada 22°C, em placas de Petri
recobertas com papel filtro, umedecidos com as solugdes testadas.

2.3 Bioensaios com A. cepa

O teste controle positivo foi feito submetendo-se as sementes a dois agentes,
cujas concentracdes sao potencialmente citotéxicas e mutagénicas: o herbicida
trifluralina, de agcao aneugénica, na concentragdo de 0,019 ppm (FERNANDES et al.,
2007) e o MMS (metil metanosulfonato), de agao clastogénica, na concentracdo de 4
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x 10" M (RANK; NIELSEN, 1997). O controle negativo foi feito com sementes
submetidas a germinacdo em agua ultrapura.

Apoés a germinacdo das sementes e o crescimento de cerca de 2 cm das raizes,
parte destas foi coletada e fixada em Carnoy | (3 parte de etanol para 1 parte de
acido aceético). A outra parte foi transferida para placas contendo agua ultrapura,
para um periodo de recuperacdo de 48 horas. Posteriormente, estas radiculas
também foram coletadas e fixadas em Carnoy I.

Foram confeccionadas laminas pela técnica comum de esmagamento, com
meristemas radiculares e com tecidos da regido F1 da raiz, submetidos a reacao de
Feulgen (MELLO; VIDAL, 1978). Com o intuito de realizar contra-coloracao e facilitar
o espalhamento das células, foi adicionada ao material uma gota de carmim acético
(2%).

Foram analisadas alteracdes potencialmente toxicas, citotdxicas, genotoxicas e
mutagénicas para as células da regido meristematica, contabilizando-se 5.000 para
cada amostra investigada. O mesmo numero de células foi analisado para os
controles negativo e positivo.

Para confirmacédo dos resultados, realizou-se um bioensaio de repeticdo, no qual

toda a metodologia descrita acima foi reaplicada.
2.4 Andlise dos efeitos toxicos, citotdéxicos, genotdéxicos e mutagénicos

A toxicidade foi avaliada pelo indice de germinacdo dessas sementes. O
indice de germinacéo € obtido pela razdo entre o nimero de sementes germinadas e
o total de sementes expostas a germinacdo. Para tal variavel, a andlise estatistica foi
realizada por ANOVA bilateral, com nivel de significancia de 0,05.

A citotoxicidade foi verificada pela analise de alteragcbes celulares
morfolégicas indicativas de morte celular e pela freqiiéncia do indice mitético (IM),
segundo a equacao: IM= (numero de células em divisdo/nimero total de células
observadas) x 100.

O potencial genotéxico foi avaliado pelo indice de alteracbes cromossémicas
(IAC), para o qual foram computadas células portadoras de brotos nucleares, pontes
e perdas cromossdmicas, c- metafases, aderéncia cromossémica e células

polipléides. A freqiéncia de IAC foi obtido de acordo com IAC= (nimero de células
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portadoras de aberracfes cromoss6micas/numero total de células observadas) x
100.

O potencial mutagénico foi avaliado pelo indice de mutagenicidade (IMt), que
leva em conta o0 numero de células portadoras de micronucleos e quebras
cromossomicas. O indice foi calculado segundo a formula: IMt= (namero total de
células com MN e quebras/ nimero total de células observadas) x 100.

Para verificar a fixagdo ou reparo dos danos nas células da regido
meristematica, a indugdo de micronucleos em células da regido F; também foi
contabilizada. Foram analisadas cerca de 5000 células da regido F; para cada
amostra e tratamento.

Os valores obtidos em todos os testes foram comparados com os obtidos ao
controle negativo, por meio do teste estatistico de Mann-Whitney, com nivel de
significancia de 0,05.

3. Resultados

As alteracdes cromossOmicas e nucleares potencialmente citotdxicas,
genotdxicas e mutagénicas foram analisadas nas células da regido meristeméatica
das raizes de A. cepa.

Os valores obtidos para o indice de germinacao nas diferentes concentracdes
de Ni ndo foram estatisticamente significativos em relagdo ao controle negativo
(Figura 1). Sendo assim, o Ni ndo se mostrou toxico nas concentracdes testadas.

Da mesma forma, as alteracdes celulares morfologicas indicativas de morte
celular (Figura 5A) e o indice mitdtico ndo obtiveram valores estatisticamente
significativos, demonstrando que também né&o houve citotoxicidade para nenhuma
das concentracdes de Ni utilizadas. Esses resultados foram observados nos dois
bioensaios realizados (Tabelas 1 e 2).

A observacéao de células portadoras de alteracdes cromossémicas (Figura 5B
- H), numericamente expressada pelo IAC resultou, no entanto, em valores
estatisticamente significativos em relacdo ao controle negativo, para todas as
concentracbes de Ni avaliadas. A significancia foi mantida ap6s tratamento de
recuperacéo e confirmada pela repeticdo do experimento (Tabela 2), demonstrando
que o Ni possui potencial genotoxico. A somatéria das alteragBes potencialmente
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genotoxicas (Figura 2), evidenciou uma resposta dose-dependente para o bioensaio
de repeticao.

Dentre os efeitos genotoxicos observados (Tabelas 3 e 4), os brotos
nucleares (Figura 5B) apresentaram significancia estatistica para as trés
concentracbes de Ni avaliadas no primeiro bioensaio e, somente para a maior
concentragéo (0,050 mg/L) na repeticdo, embora os valores obtidos para as demais
concentracbes sejam numericamente semelhantes aos observados no primeiro
bioensaio. Sendo assim, brotos nucleares ocorreram em grande nimero em ambos
os bioensaios, embora sua significAncia estatistica tenha aparentado padrdes
distintos entre os dois, além disso, principalmente o primeiro bioensaio mostrou que
o tratamento de recuperacao nao € efetivo para a atenuacdo deste efeito. Células
poliploides (Figura 5C) também foram observadas, embora n&o em numero
significativo. O numero de aderéncias cromossbmicas (Figura 5D) obteve
significancia estatistica apenas para as menores concentracdes de Ni e apdés o
tratamento de recuperacdo, tendéncia afirmada em ambos os ensaios. Perdas
cromossomicas (Figura 5E) e C-metafases (Figura 5F) ndo expressaram valores
significativos para as concentracfes testadas. Da mesma forma, pontes
cromossbmicas (Figura 5G - H) também foram mais significativas nas menores
concentragdes de Ni testadas, no primeiro bioensaio e, na repeticdo, para a menor
concentragéo testada.

O potencial mutagénico (Tabelas 1 e 2), por sua vez, foi detectado para todas
as concentragdes de Ni testadas e se mostraram estatisticamente significativas em
relacdo ao controle negativo, excetuando-se a menor concentracéo (0,0125 mg/L),
na qual houve menor significancia estatistica no primeiro bioensaio. Tais valores
permaneceram significativos ap0s a recuperacdo, em ambos 0S ensaios.

Dentre as duas alteracbes potencialmente mutagénicas computadas na
regido meristematica, apenas micronucleos (Figura 5l) apresentaram significancia,
sendo que esta se manteve para todas as concentracdes, mesmo apds a
recuperagdo, conforme mostram as tabelas 5 e 6. Pode ser observado ainda que o
aumento na concentracdo de Ni € acompanhado de um aumento no nimero de
micronucleos, tanto no tratamento continuo quanto na recuperacdo, 0 que ocorreu
em ambos bioensaios. Essa tendéncia também foi observada na avaliacdo de
microndcleos presentes na regido F; da raiz (Figura 5J), conforme as tabelas 7 e 8.
Também foi observado uma reducédo na quantidade de micronucleos da regido F;
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em relacdo a meristematica em todos os tratamentos, embora os valores se
mantiveram significativos. Esse efeito € evidenciado na figura 4, demonstrando a

fixagcdo dos micronucleos na regido F1, induzidos na regido meristematica.
4. Discusséao

Bioensaios com vegetais superiores tem sido frequentemente utilizados para
0 monitoramento de genotoxicidade e mutagenicidade de poluentes ambientais. Em
adicdo as vantagens da utilizacdo deste tipo de bioindicador, plantas sé&o
comumente mais sensiveis a metais pesados (FISKEJO, 1988).

Estudos tém demonstrado que a quantidade de niquel absorvida pelo sistema
radicular é proporcional a concentracdo do mesmo presente no meio (CATALDO et
al., 1978; PAIVA et al., 2003; YUSUF et al., 2011). Akbas et al. (2009) observaram
efeito fitotoxico (ECsp) na concentracdo 0,25 mM de Ni; tal valor é equivalente a
14,67 mg/L de Ni ou 239,5 vezes a maior concentragcdo aqui testada. Em
experimentos realizados com feijdo guandu (Cajanus, cajan), foi atestada a
toxicidade do Ni. Neste estudo, a germinacdo diminuiu com 0 aumento da
concentracdo deste elemento em solucdo, sendo que a menor concentracao
aplicada foi 0,5 mM (RAO; SRESTY, 2000). No entanto, a toxicidade pode ser
evitada em plantas por mecanismos que mantém os ions metalicos intracelulares em
forma ndo toxicas (BRIAT; LEBRUM, 1999), como aminoacidos organicos, 0os quais
representam possiveis quelantes desses ions, evitando a toxicidade e citotoxicidade
destes para a planta (FOY et al., 1978). A inducéo de efeito citotéxico por Ni** é mais
severo que aquele induzido por outros ions metalicos como cobre e zinco
(CHAKRAVARTY; SRIVASTAVA, 1992). Entretanto, neste estudo, mesmo o dobro
da concentracdo maxima de Ni permitida pela legislacéo brasileira ndo é capaz de
causar efeitos tdxicos ou citotdxicos em A. cepa.

Em contrapartida, a genotoxicidade do Ni** foi constatada até na menor
concentracdo avaliada, a qual representa metade da concentracdo maxima de Ni
permitida pela legislagdo. Segundo Briat e Lebrum (1999), metais de transi¢ao, tais
como o Ni*, possuem elétrons ndo pareados que sdo bons catalisadores da reacéo
de reducao de oxigénio, a qual gera Oy, que em solucdo aquosa formara H,O,
produzindo OH" pela reacdo de Haber-Weiss. Os radicais hidroxila produzidos em

excesso oxidam moléculas biolégicas, podendo levar a danos celulares maiores e
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em Uultima instancia, conduzir a morte celular (MAKSYMIEC, 2007; YUSUF et al.,
2011). Sabe-se ainda que ligacBes de metais ao nucleo da célula causam danos
pré-mutagénicos, incluindo modificacdes de base do DNA, crossing inter e intra-
molecular de DNA e proteinas, rearranjo e depurinacdo, sendo que as reacdes
qguimicas envolvidas nesses danos s&o caracteristicas de um ataque oxidativo
(BRIAT; LEBRUM,1999).

Dentre os efeitos genotéxicos observados, aderéncias cromossémicas, as
guais foram observadas mais significativamente apés tratamento de recuperacgéo,
sédo consideradas resultantes de efeito aneugénico (LEME et al., 2008). A alteracao
mais expressiva, no entanto, foram brotos nucleares. Brotos nucleares podem ser
decorrentes de eventos de poliploidizacdes, cujo material excedente é expulso da
célula (FERNANDES, 2005), essas derivam de efeito aneugénico, a medida que
pela inativagéo do fuso mitético, a divisdo do centromero € bloqueada, ndo havendo
distribuicdo dos cromossomos entre células filhas, formando entdo uma célula com
material genético duplicado (FERNANDES et al., 2007).

Estudos realizados por Fiskejo (1988), bulbos de A. cepa tratados com NiCly,
apresentaram além da C-metafase caracteristica, com cromossomos uniformemente
espalhados pelo citoplasma, também a inducdo de uma C-metafase peculiar, na
qual os cromossomos possuem aparéncia de C-metafase, mas a estrutura do fuso
nao foi completamente inativada, de forma que os cromossomos permanecem no
equador da célula. Além disso, nesse mesmo estudo, os efeitos do Ni** também
foram caracterizados pela ocorréncia de C-metafases com aderéncia. Contudo,
segundo o autor, a combinacdo dessas anormalidades é incomum. No presente
estudo, no entanto, ndo foram observadas C-metafases em quantidade significativa.
Essa discrepancia com a literatura pode ser atribuida as concentracdes utilizadas,
sendo que a maior concentracdo aqui empregada (0,05 mg/L), foi igual a menor
concentracdo utilizada por Fiskejo (1988), na qual as C-metafases também foram
observadas em baixas frequéncias.

Fiskejo (1988) caracterizou o Ni** como um elemento mutagénico, devido a
capacidade deste em induzir quebras cromossémicas no material genético de A.
cepa. Nas concentracdes aqui testadas, quebras cromossGmicas ocorreram em
pequena quantidade e valores nao significativos. Quebras e pontes cromossdémicas
sdo consideradas como resultantes de efeito clastogénico (GRANT, 1978; LEME et
al., 2008). Da mesma forma que as quebras, pontes cromossémicas foram pouco
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expressivas, sendo observadas em quantidade significativa apenas na menor
concentragéo testada para ambos os bioensaios, de forma que por esse parametro,
nao seria caracterizada acao clastogénica.

Entretanto, o potencial mutagénico do niquel aqui encontrado, tem sua
significancia na quantidade de micronucleos observados. Micronucleos podem
derivar tanto de fragmentos acéntricos resultantes de atividade clastogénica, quanto
de cromossomos inteiros, indicando atividade aneugénica de compostos quimicos
(FENECH, 2000). No entanto, segundo Yamamoto e Kikuchi (1980) € possivel
analisar a acdo local de agentes indutores de micronucleos com base no tamanho
relativo deles. Embora ndo tenham sido feitas medidas efetivas do diametro dos
microndcleos, o presente trabalho contou com dois controles positivos de acdes
distintas e conhecidas; a trifluralina de efeito aneugénico (FERNANDES, 2005) e o
MMS de efeito clastogénico.

Microndcleos de dimensfes diminutas semelhantes aos obtidos pelo MMS
foram observados, indicando um possivel efeito clastogénico resultante de quebra
cromossOmica derivada da agéo de tal ion. Em seus experimentos com Helianthus
annuus, Chakravarty e Srivastava (1992) observaram efeitos clastogénicos,
concentracdo e tempo dependentes relacionados ao Ni**. A ruptura de fragmentos
do DNA também pode estar relacionada ao ataque oxidativo induzido por metais de
transicdo (BRIAT; LEBRUM, 1999). O ataque de espécies reativas de oxigénio a
bases puricas e pirimidicas e na desoxiribose do DNA pode aumentar a
probabilidade de fragmentacdo cromossdmica, levando ao aumento na formacao de
microndcleos (Yl et al., 2007). Alguns microndcleos observados, no entanto,
assemelhavam-se mais aos presentes no controle realizado com a trifluralina, sendo
esses maiores, provavelmente derivados das anormalidades ocasionadas pela
inativacao e/ou disfuncéo do fuso mitético.

O estudo das aberragcbes cromossdmicas se faz importante devido a
eficiéncia em predizer o mecanismo de ag¢do dos xenobidticos, como 0s metais
pesados, sobre o material genético dos organismos vivos, uma vez que estes podem
ter acdes nocivas, mesmo em concentracdes nao téxicas, como as aqui testadas.
Tal estudo foi de suma relevancia, visto que por meio do teste de aberracbes
cromossoémicas foi possivel predizer que o Ni?** apresenta acdo aneugénica e
clastogénica para o0 organismo teste empregado. A genotoxicidade e
mutagenicidade deste elemento foi comprovada mesmo apés o periodo de
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recuperacdo. Tais dados permitem inferir, portanto, que a concentracao de niquel
em agua, permitida atualmente pela legislacdo brasileira, apresenta potencial
genotdxico e mutagénico ao organismo empregado, 0 que sugere, portanto, maior
cautela quanto ao descarte desse metal no meio ambiente. Gracgas a boa correlacéo
entre este sistema teste vegetal e os modelos animais, é possivel inferir que o Ni?*

apresenta perigo aos ecossistemas e a populacéo exposta a este contaminante.

5. Conclusao

Diante do exposto, é possivel concluir que o niquel, embora em concentracdes
traco seja essencial para os organismos vivos, pode apresentar efeitos nocivos em
maiores concentragdes, ainda que elas ndo apresentem toxicidade, como aquela
permitida pela legislacdo brasileira em corpos de agua doce. Essa observacao
demonstra tanto a sutileza da acdo dos metais pesados como xenobi6ticos no meio
ambiente, chamando atencdo para o0 seu descarte, como também mostra a
sensibilidade do teste de A. cepa, o qual foi capaz de fornecer respostas, mesmo
sob uma baixa concentracéo de Ni*".
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CONCLUSOES

Pode-se concluir perante o estudo realizado:

- A concentracdo de niquel permitida pela resolucao 357/2005 do CONAMA nao
apresenta toxidade ou citotoxicidade para o organismo teste utilizado.

- Tal concentracdo apresentou potencial genotéxico e mutagénico, mesmo apos o
periodo de recuperacéo.

- As principais alteracdes observadas foram brotos nucleares, aderéncias e pontes
cromossomicas.

- Concentracdes de Ni** que ndo apresentam toxicidade ou citotoxicidade, como as
testadas, podem apresentar potencial genotoxico e mutagénico.

- O niquel apresenta tanto acao clastogénica quanto aneugénica nas concentracdes
testadas

- Allium cepa é um bioindicador eficiente para avaliacdo dos efeitos de metais
pesados, apresentando elevada sensibilidade a esse tipo de substancia.
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