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APRESENTACAO

Ha exatos dezenove anos, mais precisamente na data de 21 de junho de 2000,
um dos anuncios mais esperados nos ultimos tempos pela comunidade cientifica era
feito: simultaneamente nos Estados Unidos e em Londres o presidente Bill Clinton e o
primeiro ministro Tony Blair divulgaram, o que segundo eles seria uma nova era para
a humanidade, o sequenciamento do genoma humano. O “rascunho da vida” como
denominaram traria novas expectativas quanto a doencas incuraveis, desafios éticos,
novas propostas tecnolbgicas para a pesquisa, mas principalmente uma acessibilidade
muito maior ao conceito de genética para a populagao.

Desde entdo uma revolucdo molecular péde ser observada, novos conceitos
adentraram as salas de aula, novos equipamentos evoluiram os laboratérios de
pesquisa, novos e milhares de artigos passaram a publicar quase que “em tempo real”
as descobertas no campo ambiental, microbioldgico, industrial e da saude. Podemos
dizer também que a genética chegou como nunca as mesas das familias, deixando de
ser um assunto apenas dos cientistas.

Portanto a literatura aqui apresentada e intitulada “Conceitos basicos da
genética” torna-se relevante ndo apenas por abordar assuntos relativos a comunidade
académica, mas principalmente por demonstrar a diversidade de areas que hoje utilizam
das ferramentas genéticas e moleculares em seus estudos que estdo diretamente
relacionados ao dia-a-dia da populagao.

Cada vez mais, o acelerado mundo das descobertas cientificas caminha a passos
largos e rapidos no sentido de transformar a pesquisa basica em aplicada, portanto €
relevante destacar que investimentos e esforcos nessa area contribuem grandemente
com o desenvolvimento de uma nacgéo. A genética como sabemos possui um campo
vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com 0s
avancos cientificos e tecnolégicos.

Esperamos que seja apenas o primeiro de muitos outros livros na area, ja que a
cada dia novas tecnologias genéticas tornam-se acessiveis e novas descobertas sao
possiveis. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada aliada a resultados
promissores, e principalmente a Atena Editora por permitir que o conhecimento seja
difundido e disponibilizado para que as novas geragdes se interessem cada vez mais
pelo ensino e pesquisa em genética.
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RESUMO: O sistema Allium cepa Linn. é
utilizado na avaliagdo dos efeitos deletérios
aos cromossomos. O objetivo desse estudo foi
analisar o efeito citogenotdxico e mutagénico do
sulfato de cobre nas variedades de cebola, Red
creole, White creole e Texas early. As sementes
foram colocadas para germinar em placas de
Petri em agua destilada (controle) e sulfato de
cobre 0,006 g/L (tratado). Apds a germinacao
procedeu-se a coleta do meristema radicular
com fixacdo em Carnoy. Foram contadas
5000 células por grupo. A citogenotoxicidade
foi avaliada pelo célculo do indice mitético
e a avaliacdo mutagénica pelas alteracbes
cromossémicas (micronucleos, brotos, perdas
e quebras cromossOmicas). Diferencas
significativas foram registradas no grupo
controle entre as variedades Red creole e Texas
early e entre as variedades Texas early e White
creole. As variedades analisadas sofreram de
forma significativa a acdo agressiva do sulfato
de cobre, que agiu de forma diferenciada entre
as variedades analisadas. Pode-se concluir que
a variedade Red creole demonstrou ser a mais
resistente enquanto a White creole e a Texas
early as mais sensiveis. Os resultados devem
ser avaliados com cautela uma vez que podem
implicar, dependendo da variedade escolhida,
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em respostas tendenciosas para refutar ou confirmar uma a¢ao de um suposto agente
estudado.
PALAVRAS-CHAVE: Citologia, genética, toxicidade, cebola, sulfato cuprico.

ABSTRACT: The Allium cepa Linn. system is used to evaluate deleterious effects on
chromosomes. The objective was of this study was to analyze the cytogenotoxic and
mutagenic effect of copper sulphate in onion, Red creole, White creole and Texas early
varieties. The seeds were placed to germinate in Petri dishes in distilled water (control)
and copper sulphate 0.006 g / L (treated). After the germination, the root meristem was
collected with Carnoy fixation. 5000 cells were counted per group. The cytotoxotoxicity
was evaluated by calculating the mitotic index and the mutagenic evaluation by the
chromosomal alterations (micronuclei, sprouts, losses and chromosomal breaks).
Significant differences were recorded in the control group between the varieties Red
creole and Texas early and between the varieties Texas early and White creole. The
analyzed varieties suffered significantly the aggressive action of copper sulphate, that
had different action among the varieties analyzed. It can be concluded that the variety
Red creole proved to be the most resistant while White creole and Texas early the
most sensitive. The results should be evaluated with caution since they may imply,
depending on the variety chosen, tendentious answers to refute or confirm an action of
a supposed agent studied.

KEYWORDS: Cytology, genetics, toxicity, onion, cupric sulfate.

11 INTRODUCAO

Existem inUmeros estudos com A. cepa L. que utilizam o sulfato de cobre ou
cuprico (SO,Cu) como controle positivo para bioensaios de citogenotoxicidade e
mutagenicidade (LIMA et al., 2013; MACEDO et al., 2014; MITTEREGGER-JUNIOR et
al.,2006; PRA etal.,2006; SOUSA etal., 201 4). |sso se deve ao fato de o sulfato de cobre
ser um composto quimico constantemente utilizado como fungicida, representando
um importante agente de danos ambientais com potencial carcinogénico (PRA et al.,
2006; TEISSEIRE et al., 1998).

Osulfatode cobre naforma pentaidratada (CuSO,5H,0), é de grande aplicabilidade
na aquicultura para controle de parasitoses e em enfermidades bacteriana, bem
como de algas macrofitas aquaticas (ARAUCO et al., 2005). Além disso, o cobre é
comumente encontrado em diversos compartimentos dos ecossistemas, sendo um
poluente de importancia relevante (PRA et al., 2006; TEISSEIRE et al., 1998).

O sulfato de Cobre ou cuprico (SO,Cu) é comumente empregado como fungicida
ou incorporado a fertilizantes em plantagdes agricolas, também compde a nutricao
humana seja presente nos alimentos, ou naforma de suplementagao ou aditivo alimentar
(PRA et al., 2006; TEISSEIRE et al., 1998). Aguiar (2012) relata que ha registros da
utilizacdo desse composto para conservacao de madeiras destinadas a construcéo,

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 6




além de ser componente de tinturarias ou integrando produtos intermediarios industriais.
Também esté presente como mordente em banhos fotogréficos, eletrdlito das pilhas e
produtos destinados a pirotecnia.

Quando pentahidratados (CuS04.5H20), adquire a coloracdo azulada e por isso
conhecido como vitreo azul, esse destinado a funcdo de agrotoxico na aquicultura
em decorréncia de sua eficacia no combate de patogenias peculiares da piscicultura,
desde origem bacteriana, a parasitas, moluscicida até o combate a proliferacéo de
algas macrofitas, estas dificultam a eficiéncia do processo de fotossintese reduzindo
significativamente os niveis de oxigénio biodisponivel na dgua (ARAUCO et al., 2005;
SAMPAIO, 2013).

Como o cobre é comumente encontrado em diversos compartimentos dos
ecossistemas, sendo um poluente de importancia significativa, além de algicida,
bactericida e herbicida deve-se possuir cautela na aplicagcao do sulfato de cobre. Pois,
a dosagem equivocada pode acarretar sérios danos toxicologicos aos peixes, esses
ocasionados pela formacéo de ions cupricos (Cu*?) ao ser dissolvido em agua com
niveis minimos de alcalinidade (PRA et al., 2006; TEISSEIRE et al., 1998). Dentre os
danos relatados ocorre a producao excessiva de muco nas branquias dificultando a
absorcéo de oxigénio, além de afetar significativamente o sistema imunolégicos dos
animais e danificar o sistema nervoso dos mesmos, podendo ocasionar a morte dos
peixes (SAMPAIO, 2013).

O artigo 34, § 5° daresolugcado CONAMA (n° 397/2008) estabelece a concentracéo
maxima de até 0,001 g/L de sulfato cobre para langamentos de efluentes, além desse
valor podera agir toxicamente nos animais aquaticos (BRASIL, 2008).

A preocupacgéo com a concentracdo de sulfato de cobre nos mananciais ja existe
a muitos anos como citado nas pesquisas de Mello e Vidal (1978), e de Arauco e
Machado (2005), ao demonstrarem que se configurava necessario estabelecer analises
da atuacao dessa molécula em ambientes dulcicolas associado ao tempo residual em
peixe cultivados; uma vez que ja se tornava evidente que afetava a estrutura naturas
dos ecossistemas aquaticos, desencadeando danos que inviabiliza o consumo humano
e animal dessas aguas (GUERRA, 2008; LEBRE, 2005).

Quanto a importancia medicinal e farmacoldgica, alguns reagentes quimicos séo
sintetizados a base de sulfato de cobre, tais como a solu¢cé&o de Feulgen e de Benedict
empregada na analise quimica para deteccéo de acucares redutores e o reagente de
biureto na avaliagdo proteica. Também & possivel constatar anemia utilizando o sulfato
de cobre estabelecendo a densidade desse agente quimico e comparando com a das
hemoglobinas (FISKEJO, 1984; MELO; VIDAL, 1978; GUERRA, 2008; NASCIMENTO
et al., 2014).

A respeito dos danos originarios do uso indevido do sulfato de cobre, remete as
substancias serem classificadas como metais tais como ferro, cobre e cromo agem
no ciclo redox convertendo-se em moléculas reativas de oxigénio, consequentemente
ocorre a peroxidacdo de lipidios provocando danos no DNA e interferindo na
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homeostasia de diversos minerais esséncias a manutencao fisiolégica do organismo,
dificultando a correta manutencédo da molécula de DNA (CHASIN; AZEVEDO, 2003;
SILVA et al., 2011).

O presente trabalho tem por objetivo verificar se diferentes variedades de Allium
cepa L. respondem de forma semelhante a acdo de um mesmo agente agressor.

21 METODOLOGIA
2.1 Sulfato de Cobre

Neste estudo foi utilizado o sulfato de cobre na concentracédo de 0,006g/L.
Considerou-se a escolha desse agente quimico, por ser um composto com potencial
bioacumulativo em ecossistemas aquaticos, prejudicando a biodiversidade limnética
e podendo acarretar danos a fisiologia humana em decorréncia da bioacumulagéo
nos niveis tréficos, além de ser utilizado em varios estudos como controle positivo de
bioensaios de citogenotoxicidade e mutagenicidade utilizando o sistema Allium cepa
L.

2.2 Local de Realizacao do Estudo

O trabalho foi conduzido no Laboratoério de Técnicas Histologicas e Embrioldgicas
do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade de Pernambuco — ICB/UPE.

2.3 Sementes utilizadas

Para realizar a comparacao da acao citogenotoxica e mutagénica do sulfato de
cobre foram escolhidas as variedades de sementes Allium cepa L. Texas Early (Lote:
502476964 52), White Creole (Lote: 4023452) e Red Creole (Lote: 4059052).

2.4 Organizacao dos Grupos Experimentais

As sementes do grupo 01 (controle negativo) ficaram em uma placa de petri
com papel filtro embebido em agua destilada; enquanto as sementes do grupo 02,
foram colocadas para germinar em uma solucao com sulfato de cobre (0,006 g/L),
e subdividido em trés grupos de acordo com a variedade de cebola. Grupo 02.a:
Variedade Red Creole; Grupo 02.b: Variedade White Creole; e Grupo 02.c: Variedade
Texas Early.

Todas as placas (controle e tratado) receberam 40 sementes, para cada variedade
estudada.

2.5 Preparacao das Laminas

ApOs germinacdo procedeu-se o esmagamento dos meristemas radiculares
segundo a metodologia de Guerra e Souza (2002).
Inicialmente coletou-se as raizes, fixando-as em Carnoy 3:1 (etanol: &cido
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acético), por 24 horas e posteriormente armazenadas em alcool 70% sob refrigeracéo
até a preparacdo a seguir: trés banhos em agua destilada (para remover residuos
do Carnoy e do alcool); hidrolise com acido cloridrico (HCI) 5N, durante 20 minutos,
em temperatura ambiente; lavagem em agua destilada (para eliminagcdao do HCI);
maceracao das células meristematicas entre lamina e laminula, ap6s a adicao de uma
gota de 4cido acético 45% (espalhamento das células); remocé&o da laminula em gelo
seco.

2.6 Coloracao do material

Apb6s remocéo da laminula e secagem da Iamina foi realizado a coloragcdo em
uma solucéo de Giemsa a 2%, por 20 minutos, conforme procedimento descrito por
Guerra e Souza (2002). Ap6s a coloracao e secagem foi feita a montagem definitiva,
adicionando-se uma gota de Entelan entre lamina e laminula para selagem do material.

Por fim, material foi observado em microscopio éptico utilizando a lente objetiva
de 40x e ocular de 10x configurando uma ampliacéo de 400 vezes (FISKEJO, 1984;
GRANT, 1982; MELLO et al., 2004).

2.7 Analises das irregularidades celulares nos ensaios com Allium cepa L

Foram confeccionadas 10 laminas para cada ensaio realizado. Em cada
lamina foram analisadas, 500 células, totalizando 5000 para cada tratamento. Foram
observados e quantificados todos os possiveis tipos de aberragdes cromossémicas
encontradas nas células de todas as laminas para cada tratamento.

2.8 Efeitos citogenotoxicos e mutagénicos

A andlise genotoxica e mutagénica foi realizada através da presenca de ponte
(PT); perdas (PE); micronucleos (MN); brotos (B) e quebras (Q).

A andlise citotoxica foi feita pelo indice mitético (IM), que consiste no nUmero de
células em mitose dividido pelo total de células meristematicas contadas.

2.9 Delineamento estatistico

Os valores foram expressos como média + erro padrédo da média (e.p.m.). Todas
as andlises foram realizadas através do teste t Student, com significancia de 5%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados evidenciados na Tabela 1, houve diferencas estatisticas
entre todos os grupos tratados em comparagao com o controle, evidenciando a agao
toxica do sulfato de cobre, como era esperado, uma vez que este é um agente utilizado
como controle positivo nos testes de citogenotoxicidade (CAMPOS; OLIVEIRA;
SCHEVEITZE, 2017; GUECHEVA, 2002; KNAPIK; MORGANA, 2013).
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Para Costa (2016) o acumulo lento dos contaminantes nos tecidos ao longo do
tempo podem desenvolver caracteristicas de toxicidade subletal até alcancar niveis
danosos para o organismo. Nossos resultados comprovaram o efeito citogenotéxico
do Sulfato de cobre através do bioensaio utilizando-se A. cepa L. expresso, aqui, como
microndcleo, broto, quebra, ponte e perda. As incidéncias de pontes e quebras tem
correlacdo com efeitos clastogénicos, enquanto as perdas remetem a aneugénese
(ALBERTINI et al., 2000).

Segundo Fenech (2000) uma das consequéncias da exposicdo a agentes
genotoxicos é a indugdo de aberragdes cromossémicas (AC), dentre as aberracbes
esta a ocorréncia de aneuploidias, que podem levar a formacéao de micronucleos (MN).
Para Leme e Marin-Morales (2009), os micronucleos (MNs) tém sido considerados
como o mais efetivo e simples fator para analisar efeitos mutagénicos, isso devido ao
fato dos MNs resultarem de danos nas células parentais, sendo facilmente observados
em células filhas.

Ensaio Grupo Tratado (Sulfato de Cobre) Grupo Controle (H,0)
Red Creole i ULEE Red Creole White Creole Texas Early
Creola Early
Micrond- 3¢, 3782 13+1016 42 503c 044084 = 01+032° 0°
cleos
Broto  07+067¢ 17+134°c 1/ £195 0fd 0° 0°
Quebra 05+0539 13+125" 0,1+032" 0,1+0,329 0,1+0,32" Of

25+25 20+1,7
j k

Ponte ]

23+1,49' 11+1,2i™" 0,14+£0,32%™ 0,1+0,32""

Perda 09+057° 09+1,107 12+123¢ 0,2+0,42° 0,1+0,32° 0,1+0,32¢

Tabela 1. Distribuicéo das atividades mutagénicas e genotdxicas observadas em células
meristematicas das variedades Red creole (RC), White creole (WC) e Texas early (TE) de Allium
cepa L., expostas a mesma concentragéo de sulfato de cobre*, em comparagéo ao controle

*(0,001 g/L). Teste t Student. Letras iguais na mesma linha apresentam diferencas estatisticas, a, d, h= p< 0,001;
I=p<0,01;b,c,e,fg,i,j,m n,o,p,q=p<0,05.

Conceituando, os MNs originam-se de cromossomos inteiros ou partes
fragmentadas durante o processo de divisdo celular anormais. Sendo evidenciado
apos a reconstituicao da carioteca que se dar ao redor do material nuclear principal;
evidenciando a falha do processo mitético através do dano estrutural e/ou numérico
pela perda da cromatina (FENECH, 1997).

Segundo Aurora et al. (1969) e Fenech (1997), tende-se a reduzir a quantidade
de MNs nas regibes meristematicas classificadas como F1 (regido mais externa
do apice radicular), havendo maior incidéncia nos niveis de F2, afetando o ciclo de
divisdo ja que a geracao F1 é derivada da F2, essa com tais alteracbes n&o consegue
dar prosseguimento ao processo mitético ou meidtico acarretando na tendéncia a
degenerar-se.
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Corroborando Krishna e Hayashi (2000) menciona que a sintese de MN advém
de quebras cromossdmicas por clastogénese ou devido a disfuncédo da mitose por
aneugénese; como no fuso que leva a aneuploidia na fase de diviséo celular seguinte,
em geral, a anafase, perdendo-se cromossomos e gerando MNs, sendo faciimente
visualizados no citoplasma depois da tel6fase (KRISHNA; HAYASHI, 2000; BONASSI
et al., 2006; SAMANTA; DEY, 2012; CIMINI et al., 2002). Essas e outras alteracdes
podem ser identificadas na Figura 1.

Quanto ao grupo tratado com sulfato de cobre, ndo houve diferencas significativas,
demostrando que as variedades respondem de forma semelhante ao agente agressor.
Porém, comparando-se as variedades do grupo controle, percebe-se distingdes
estatisticas concernente a incidéncia de pontes nas variedades Red creole com a
White creole; bem como entre a Red creole com a Texas early.

Ao analisarmos o grupo tratado com o controle fica evidente a diferenca entre os
grupos, para todas as alteragdes cromossOmicas evidenciadas, isso se deve a agao
citogenotdxica comprovada do sulfato de cobre (CAMPQOS; OLIVEIRA; SCHEVEITZE,
2017; GUECHEVA, 2002; KNAPIK; MORGANA, 2013).

Ao compararmos as variedades do grupo controle (Tabela 2) percebe-se que
houve diferengas entre as variedades Red creole e Texas early e entre as variedades
White creole e Texas early, sendo a diferenca mais significativa entre as duas primeiras,
isso se justifica porque existe diferencas entre as variedades que séo inerentes as
caracteristicas as quais foram destinadas porque respondem de forma diferente
as especificidades das situagbes de cultivo como condi¢cbes climaticas, edéficas,
patogénicas, manejo agrondmico, entre outras.

Varios autores tém concordado que os niveis de citotoxicidade podem ser
determinados pelo aumento ou diminuicdo do indice mitotico (IM) (AKINBORO;
BAKARE 2007; CHUKWUJEKWU; VAN STADEN, 2014). Todos concordam que a
citotoxicidade é prejudicial a célula podendo conduzir a uma proliferagédo desordenada
sendo essas alteracbes decorrentes da agcao quimica no crescimento e desenvolvimento
de organismos expostos a determinados compostos quimicos. Segundo Grant (1978)
concentracOes elevadas desses compostos, pode interromper totalmente a divisao
celular. Ainda segundo ele, esses compostos embora n&o necessariamente afetem o
DNA diretamente, inibem a formacéao e funcao do fuso mitético.

Em relagdo ao grupo tratado, ndo foram evidenciadas diferencas entre as
variedades investigadas, contudo sabe-se que o Sulfato de cobre & um agente
aneugénico e clastogénico (KRISHNA;HAYASHI, 2000; BONASSI et al, 2006;
SAMANTA; DEY, 2012; CIMINI et al., 2002) e portanto, a similaridade quanto a
suscetibilidade deste agente toxico era um resultado esperado, contudo ao analisarmos
0s grupos tratados com o controle verifica-se como esperado que houve diferenca
entre os grupos, comprovando mais uma vez que o sulfato de cobre € um agente
causador de danos celulares.
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Tratamento

Variedade Grupo Tratado (Sulfato de Cobre) Grupo Controle (H,0)
Red Creole 6,64 + 4,92 9,18 +4,152¢
White Creole 4,18 +2,39° 14,36 + 8,88 ¢
Texas Early 4,98 +4,05° 31,56 + 14,04 de

Tabela 2. indice mitotico em células meristematicas das variedades Red creole (RC), White
creole (WC) e Texas early (TE) Allium cepa, expostas, a mesma concentracdo de sulfato de
cobre*, em comparacéo ao controle

*(0,001 g/L). Teste t Student. Letras iguais na mesma linha ou coluna apresentam diferencas estatisticas, a=
p<0,05; b= p< 0,01; c= p< 0,001.

Todavia, ao comparar-se as Tabelas 1 e 2 referente a variedade Red creole
identifica-se que a mesma apresenta uma maior resisténcia ao sulfato de cobre, uma
vez que seu indice mitdtico foi superior as outras duas variedades (Tabela 1) e a
ocorréncia de alteragdes citogenotdxicas foi menor (Tabela 2), possivelmente por ser
a variedade Red creole menos suscetivel ao sulfato de cobre, apesar dessa diferenca
néo ter sido estatisticamente significativo.

Ainda analisando ambas tabelas, que a variedade Texas early expressa ser mais
sensivel a agdo do sulfato de cobre, uma vez que dentre as variedades submetidas ao
tratamento foi a que mais sofreu, afetando o indice mitdético com maior incidéncia de
alteragdes citogenotoxicas.

Para Schneiderman et al. (1971), a redugao do IM pode ser atribuida a inibicao da
sintese de DNA, devido ao bloqueio da fase G1 ou bloqueio em G2, evitando a entrada
da célula em mitose ou ainda, segundo Mercykutty; Stephen (1980), pelo bloqueio
da sintese de nucleoproteinas, as diferentes fases da mitose sdo demonstradas na
Figura 2.

Kirsch-Volders (1984), substancias com esses efeitos sdo menos documentadas
do que mutagenos que interagem diretamente com o DNA o fato de que chamando
a atencao para o fato de que o efeito na divisao celular é similar ao promovido pela
colchicina, que promove a destruicdo dos microtubulos do ciclo celular bem como, os
metais (e.g. chumbo, zinco, organomercuriais) podem inibir a sintese de microtubulos
e/ou destruir microtubulos pré-formados, bem como agir sobre enzimas necessarias
para um processo normal de divisao celular.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo, confirmam que o sulfato de cobre
apresenta potencial citogenotoxico atuando de forma diferenciada entre as variedades
analisadas. Contudo, é imprescindivel aprofundar os estudos nessa perspectiva
almejando compreender melhor os niveis de suscetibilidade das variedades de A.
cepa L., além de averiguar se o diferencial de sensibilidade desempenhado seguira




um padrao independentemente das substéncias quimicas aplicadas.

Portanto, a investigacao da sensibilidade das variedades deve ser considerada a
fim de estabelecer padrbes de suscetibilidade no que se refere a avaliagdo dos efeitos
toxicos. Consequentemente, resultados positivos ou ndo encontrados em bioteste
utilizando Allium cepa devem ser considerados com cautela, uma vez que dependendo
davariedade escolhida, os resultados podem ser tendenciosos para refutar ou confirmar
uma acao de um agente estudado. Portanto, o aprofundamento torna-se primordial
almejando averiguar como essa multiplicidade pode afetar resultados de pesquisas
que admitem a mesma metodologia em variedades distintas de Allium cepa L.
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