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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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CAPITULO 3

A GENETICA TOXICOLOGICA E O BIOENSAIO Allium cepa

Schirley Costalonga
Instituto Estadual de Meio Ambiente e Recursos
Hidricos

Cariacica — Espirito Santo

Maria do Carmo Pimentel Batitucci
Universidade Federal do Espirito Santo —

Departamento de Ciéncias Biolégicas

Vitéria — Espirito Santo

RESUMO: A genética toxicologica € uma
ferramenta indispensavel na busca por
substancias potencialmente danosas aos
seres vivos e ao meio ambiente como um todo.
Atualmente é amplamente empregada em
estudos de impacto ambiental e na producao
de medicamentos; no entanto, sua utilizacéo na
analise dos metabdlitos secundarios vegetais
vem aumentando consideravelmente nas
ultimas décadas e um dos testes mais utilizados
€ 0 ensaio in vivo com raizes de cebola (Allium
cepa L.). O presente trabalho traz uma revisao
sobre as origens da genética toxicologica,
bem como seu uso no estudo dos produtos
produzidos pelo metabolismo vegetal.
PALAVRAS-CHAVE: Fitoquimicos.
Mutagenicidade. Teste do A. cepa.

ABSTRACT: Toxicological genetics is an
indispensable tool in the search for potentially
damaging substances to living beings and the

Conceitos Basicos da Genética

environment as a whole. Currently it is widely
employed in environmental impact studies and
in the production of medicines; however, its
use to analyze secondary metabolites plants is
increasing considerably in recent decades and
one of the most widely used tests is the in vivo
with roots of onion (Allium cepa L.). The present
work brings a review on toxicological genetics
origins, as well as your use to study the products
produced by plant.

KEYWORDS: Phytochemicals. Mutagenicity. A.
cepa System.

11 INTRODUCAO

Desde tempos imemoriais as espécies
que habitam o planeta séo irremediavelmente
expostas as substéncias que podem causar
danos e afetar sua sobrevivéncia e desde as
mais antigas civilizagbes ha relatos de estudos
sobre seus efeitos na saude humana e animal.

Comopassardaseraseodesenvolvimento
da humanidade, novas substancias foram
desenvolvidas, contaminando o ambiente e
colocando em risco a existéncia dos seres
vivos, principalmente do homem.

Neste contexto a genética vegetal
surge como ferramenta na investigacdo dos

potenciais tdxicos desses compostos, sejam de
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que origem forem, bem como no entendimento dos seus mecanismos de acao sobre
o material genético.

Assim, o presente trabalho objetivou fazer uma revisdo acerca das origens
deste ramo da genética e sua aplicacdo no estudo dos aleloquimicos produzidos
pelas plantas, especialmente aquelas utilizadas pelos seres humanos como fonte de
alimento e remédio.

21 O HISTORICO DA GENETICA TOXICOLOGICA

A exposicao a agentes potencialmente danosos ao organismo € uma condi¢céo
inerente aos seres vivos desde o advento da vida no planeta Terra; contudo, o
desenvolvimento tecnoldgico, especialmente a partir da Revolug¢ao Industrial, contribuiu
exacerbadamente para elevar tanto a quantidade dessas substancias quanto a
possibilidade de exposicao (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013). Segundo Bagatini,
Silva e Tedesco, (2007), tais agentes, cuja origem pode ser quimica, fisica ou biolégica,
induzem modificacbes tanto ao nivel celular quanto molecular, afetando processos
vitais como a duplicacdo e transcricao génica, bem como causando alteracbes
cromossémicas; essas alteracbes podem aumentar e/ou acelerar o aparecimento de
mutagdes, além de levar a morte celular (CARVALHO, 2004; ALMEIDA NETO et al.,
2005; SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013; SILVA et al., 2014).

Desde o antigo Egito ja havia registros sobre substancias que poderiam causar
maleficios a saude humana; na Grécia, Hipdcrates, considerado por muitos como o
criador da medicina moderna, descreveu instru¢des detalhadas sobre a acéo de varios
compostos toxicos aos seres humanos (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

A deteccdo e compreensdo dos mecanismos de acdo de tais substancias
potencialmente citotoxicas e genotdxicas, bem como a investigacdo de seus efeitos
sobre o0s organismos, é campo de atuagdo da Genética Toxicoldgica (FONSECA;
PEREIRA, 2004), cujos primoérdios remontam a Europa do inicio de 1900. Conforme
Wasson e outros (2010), a redescoberta do trabalho de Mendel levou ao rapido
desenvolvimento da Genética e com ela o interesse pela forma como fatores externos
sao capazes de afetar os processos génicos, selecionados evolutivamente para serem
precisos e corrigir suas proprias falhas. Todavia, sdo os trabalhos de Herman Joseph
Muller (1927) e de Auerbach et al. (1947) que sdo considerados o0 marco oficial do
inicio da Genética Toxicoldgica, uma vez que ambos — ao trabalharem com a inducéo
de mutacdes em células de Drosophila sp. - “[...] destacaram o conceito de mutacéo e
empreenderam esforcos na analise de como e por que agentes (fisicos, quimicos ou
biolégicos) induzem mudancas genéticas [...]” (WASSON et al, 2010, tradugcé@o nossa).

Ainda no inicio do século XX, o botanico De Vries, em sua obra “A teoria da
mutacdo’, ja advertia para a possibilidade de que, ao se aclarar os principios que
levavam a falha nos mecanismos de reparo, poder-se-ia “planejar” mutagdes a fim de

obter caracteristicas desejaveis. Para ele,
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[...] novas espécies ou variedades poderiam se formar em um Unico passo (com
saltos) a partir da espécie parental que continuaria existindo sem modificar-
se durante 0 processo. A essas novas espécies ou variedades ele chamou de
“mutantes” (MARTINS; BRITO, 20086).

No decorrer dos trinta primeiros anos do século XX, diversas descobertas na
area da Genética e o trabalho de Muller comprovando os efeitos da radiacdo na
mutagénese levantaram questdes acerca da inducéo artificial de mutag¢des, bem como
sobre a possibilidade de quimicos como alcool, morfina, aménia e diversos metais
alterarem o material genético; para Auerbach e colaboradores (apud WASSON et al.,
2010)

Se, como desconfiamos, a mutac&o é um processo quimico, entdo o conhecimento
dos reagentes capazes de iniciar esses processos poderé trazer luz a ndo somente
a reacdo em si, mas também sobre a natureza do gene, outro parceiro na reagcao
(traducéo nossa).

Na década de 1950, Barthelmess publicou um artigo sobre as substancias
guimicas utilizadas na medicina com efeitos comprovadamente citogenéticos; diversas
pesquisas foram ao encontro desse artigo durante os anos 1960 e comecgou-se a
pratica de realizar ensaios mutagénicos antes da liberacdo para venda de qualquer
droga.

Muller [foi um dos que] expressou preocupacado de que humanos estivessem
sendo expostos a um grande numero de substancias (como aditivos alimentares,
drogas, narcoéticos, antibidticos, pesticidas, cosméticos, contraceptivos, poluentes
do ar e da agua) nédo encontradas nas geracfes anteriores e para as quais o0s
individuos expostos n&o tinham sido especificamente adaptados pela selecéo
natural (WASSON et al., 2010, tradugéo nossa).

A obra de Rachel Carlson intitulada Primavera Silenciosa, em 1962, a qual
documentava o efeito de agrotoxicos sobre aves deu forca ao estudo da Toxicologia
Ambiental (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013) e com o langcamento do periddico
Mutation Research, em 1964, a Mutagénese Ambiental alcangou, de fato, relevancia na
comunidade académica, resultando na criacdo das Sociedades Americana e Europeia
de Mutagénese em 1969 e 1970, respectivamente (RIBEIRO et al., 2003).

Em 1970, as pesquisas de Ames e McCann apontaram para fortes semelhancas
entre o processo de mutagenicidade em Salmonella sp. com a carcinogénese em
humanos (MACGREGOR; CASCIANO; MULLER, 2000); segundo Wasson e outros
(2010), o teste com Salmonella gerou, a época, imenso entusiasmo pela possibilidade
de utilizar testes de baixo custo na identificacéo e controle de exposicao de quimicos
carcinogénicos e até hoje € um dos testes mais empregados na area da Mutagénese
Ambiental.

Em 1980, diversos paises incluiram a mutagenicidade entre a bateria de testes
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a serem realizados antes da liberacdo de novas substéncias no mercado (RIBEIRO
et al., 2003). Os avancos ocorridos no final daquele século, como o sequenciamento
gendmico de seres vivos e novas tecnologias empregadas na ciéncia, ampliou as
possibilidades de pesquisa no campo da mutagénese, tornando-a uma das areas mais
promissoras da genética na atualidade.

31 A APLICACAO DA GENETICA TOXICOLOGICA NO ESTUDO DOS
METABOLITOS SECUNDARIOS VEGETAIS

Embora a maior aplicacdo da genética toxicologica seja na area ambiental e nos
estudos de impactos ecoldgicos de substancias toxicas, é cada vez mais crescente
sua utilizacdo como ferramenta para a investigacao de fitoquimicos, especialmente
aqueles produzidos por plantas com uso consagrado na medicina popular.

Para a liberacdo de novos farmacos no mercado, diversos paises, incluindo o
Brasil, exigem que sejam efetuados testes de toxicidade; embora esta regra ndo inclua
obrigatoriamente os fitofarmacos, cada vez mais pesquisadores estao investigando os
possiveis efeitos adversos desses aleloquimicos sobre organismos-teste.

E fundamental saber se estas substancias originarias das plantas irdo causar
algum efeito direto ou indireto no material genético, levando a mutacdes, pois, caso
estas sejam transmitidas aos descendentes, poderéao afetar as geragdes seguintes
(FONSECA; PEREIRA, 2004).

Os testes mais empregados para o estudo da mutagenicidade s&o aqueles
feitos com microorganismos (Teste de Ames), utilizando células de medula 6ssea de
mamiferos in vitro ou in vivo e organismos-teste vegetais (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO,
2013). Destes, o bioensaio realizado com raizes de Allium cepa L. é o mais utilizado.

3.1 O Bioensaio Allium cepa como Ferramenta para Avaliacao Mutagénica

Para a real efetividade dos biotestes, € fundamental que o organismo escolhido
como bioindicador seja fenotipicamente mais sensivel a lesbes no material genético,
expressando em um curto espacgo de tempo, portanto, respostas a qualquer alteracao
externa a que séo submetidos (VIEIRA; DANTAS, 2015); além disso, deve ser capaz de
detectar os agentes toxicos em mais de um ambiente, bem como permitir a verificacéo
de diversas classes de danos em suas células. Desta forma, os bioindicadores sao
ferramentas importantes nos estudos ambientais uma vez que, segundo Arraes e
Longhin (2012), fornecem respostas mais precisas e rapidas sobre o cenario ao qual
se encontra o ecossistema estudado.

Além das caracteristicas supracitadas, para um organismo ser um indicador
bioldgico ideal, ele precisa

[...] ser taxonomicamente bem definido e facilmente reconhecivel pela sociedade
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comum; possuir distribuicdo geografica ampla; ser abundante ou de facil coleta;
ter baixa variabilidade genética e ecolodgica; [...]; ter curto ciclo de vida; dispor
de caracteristicas ecoldgicas bem conhecidas e poder ser usado em estudos
laboratoriais (JOHSON et al. apud ARRAES; LONGHIN, 2012).

Para Leme e Marin-Morales (2009), de acordo com o sistema empregado e a
caracteristica genética observada, podem-se dividir os sistemas-teste em dois grupos:
bioensaios com procariotos, no qual se identificam injarias primarias ao DNA, e
bioensaios com eucariotos, que permitem a analise de grandes danos, que variam de
mutacdes génicas a lesdes cromossémicas e aneuploidias.

Dentre os sistemas que utilizam organismos eucariotos, os vegetais superiores
constituem um importante modelo para identificacdo de substancias toxicas, uma
vez que os resultados obtidos sdo suficientes para alertar quanto aos riscos a outros
sistemas biolégicos, haja vista a universalidade do cédigo genético, alvo dessas
substancias (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009;
FIRBAS; AMON, 2013). De fato, a correlacao de biotestes vegetais com outros sistemas,
incluindo mamiferos, € superior a 80% (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007; ARRAES;
LONGHIN, 2012; TEDESCO et al., 2015), fazendo com que seu uso se fortaleca em
meio & comunidade cientifica como forma eficaz de avaliagcdo da genotoxicidade
e - especialmente - das aberragbes mitoticas em eucariontes (POHREN; COSTA;
VARGAS, 2013).

Para Leme e Marin-Morales (2009), Mohammed (2010) e Felicidade e
colaboradores (2014), as plantas se destacam nédo somente quanto a sensibilidade
a substancias genotoxicas, mas também ao potencial para manifestar mutacoes
pontuais, aberracdes cromossOmicas e formacao de micronucleos em células de
diferentes tecidos. Ademais,

As razbes para usar sistemas vegetais sdo muitas: Plantas sao faceis de armazenar,
geralmente os cromossomos estdo em boas condi¢des, baixo custo e, 0 mais
importante, possuem uma boa correlacdo para outros sistemas-teste (FISKESJO,
1985, traducéo nossa).

Conforme Fiskesjo (apud TEDESCO et al., 2015), apesar dos organismos de
plantas e animais apresentarem particularidades, os principios metabdlicos sé&o
similares, justificando a extrapolacdo dos resultados para animais e humanos. Além
disso, a presenca de enzimas oxidase no metabolismo vegetal permite que eles ativem
os pré-mutagenos em mutagenos sem necessitar da adicao dessas enzimas ao meio,
como ocorre nos testes com bactérias (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Dentre os vegetais superiores, o bioteste Allium cepa (cebola), introduzido em 1949
por Levan, € um dos testes in vivo mais empregados na avaliacéo do potencial citotoxico
e genotdxico/mutagénico de metabodlitos secundarios vegetais em suas diversas
concentragcdes e em diferentes tempos de exposicao (BAGATINI; SILVA; TEDESCO,
2007; TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012); devido ao baixo nimero cromossémico
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(2n = 16), rapido ciclo celular, facil manipulacao, alta sensibilidade a grande variedade
de substancias e excelente correlagdo com outros bioensaios, este sistema-teste
permite a deteccdo de danos tanto em paréametros macroscépicos, por alteragdes na
cor, tamanho e morfologia das raizes, quanto microscépicos, por meio de alteracoes
durante o processo mitético (LEME; MARIN-MORALES, 2009; MOHAMMED, 2010;
ARRAES; LONGHIN, 2012). Além disso, anomalias cromossOmicas espontaneas
sdo extremamente raras nesta espécie, tornando-o confiavel para associar os danos
ocorridos ao efeito da substancia testada (FIRBAS; AMON, 2013).

Também conhecido como teste de avaliacdo de altera¢cdes cromossdmicas, 0
bioensaio Allium cepa é mundialmente reconhecido pela comunidade cientifica como
eficaz para analise de genotoxicidade, tendo seu emprego validado pelo Programa
Internacional de Seguranca Quimica da Organizacdo Mundial da Saude (IPCS) e o
Programa Ambiental das Nagbes Unidas - UNEP (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007;
FIRBAS; AMON, 2013; TEDESCO et al., 2015). Constitui, segundo Charoenying,
Teerarak e Laosinwattana (2010), um dos melhores modelos biolégicos para avaliagdo
de danos em cromossomos e disturbios ocorridos no ciclo celular por quimicos
que penetraram na célula durante o processo, além de permitir a determinacéo do
mecanismo pelo qual essa interferéncia ocorre.

Em comparacdo a outros vegetais superiores, a espécie Allium cepa tem
demonstrado maior sensibilidade a substancias toxicas (ARRAES; LONGHIN, 2012)
e, diferentemente de outros testes, seu emprego permite a avaliagdo simultanea
e comparada de diversos parametros, como germinagédo, tamanho e morfologia
radicular, células mortas e aberrantes e indice mitotico (PATNAIK; ACHARY; PANDA,
2013; AHMED, 2014).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista o crescente nUmero de substancias a qual estamos expostos,
sejam de origem organica ou sintética, € primordial que hajam estudos concernentes
aos seus riscos a espécie humana e ao ambiente. Somos diretamente dependentes
das plantas para nossa sobrevivéncia, seja como fonte alimentar ou medicamentosa,
reforcando a necessidade de pesquisas com foco nos efeitos benéficos e maléficos dos
fitoquimicos; neste sentido, o bioteste do A. cepa é uma ferramenta importantissima
em um pais com poucos recursos financeiros dedicados as pesquisas cientificas, pois,
além de ser barato e de facil execucao, produz resultados confiaveis.
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