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RESUMO: (Efeito citogenotdxico do contetido de atratores luminosos em células meristematicas radiculares de Allium cepa L.).
O uso de atratores quimioluminescentes na pesca comercial com espinhel tem levado ao acumulo destes dispositivos em praias
da regido da Costa dos Coqueiros, no estado da Bahia, e o conteudo desses dispositivos tem sido usado na pele por moradores
locais para fins supostamente cosméticos e medicamentosos. Com o objetivo de avaliar o efeito toxico do liquido existente no
interior desses dispositivos, bulbos de Allium cepa foram expostos a solu¢des aquosas de concentragdes 0,007%, 0,010% e
0,013% desse conteudo. Apds 72 horas de exposicdo, as extremidades das raizes crescidas nessas solu¢des foram coletadas,
fixadas e, sob microscopia, células meristematicas radiculares desses bulbos foram avaliadas quanto a parametros citotoxicos
e genotoxicos. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste exato de Fisher. Observou-se uma redugao significativa
do indice mitético nas células radiculares nas diferentes concentragdes da mistura testada (p <0,001). Além disso, registrou-se
um aumento significativo na frequéncia de anomalias nucleares interfasicas (p < 0,001). Nucleos fragmentados, vacuolados,
alongados, entalhados assim como brotos nucleares, células binucleadas e micronucleos foram algumas das anomalias nucleares
mais frequentes. Esses resultados sdo compativeis com a existéncia de efeitos citotoxicos e genotoxicos da mistura quimica
testada em células meristematicas radiculares de Allium cepa.

Palavras-chave: cebola, light stick, indice mitotico, anomalias nucleares interfasicas.

ABSTRACT: (Cytogenotoxic effect of glow stick content on meristematic root cells of Allium cepa L.). The use of chemilu-
minescent glow sticks in commercial longline fishing has led to an accumulation of these devices on beaches at the Costa dos
Coqueiros region, Bahia state, northeastern Brazil, and local residents thereat have been using the content of the sticks on their
skin, allegedly with cosmetic and medicinal purposes. Aiming to evaluate the toxic effects of the stick liquid content, we exposed
Allium cepa bulbs to aqueous solutions of such content at concentrations 0.007%, 0.010% and 0.013%. After a 72-h exposure,
root tips grown in these solutions were collected and fixed, and we then analyzed meristematic root cells under microscopy to
assess cytotoxic and genotoxic parameters. Data was analyzed by Fisher’s exact test. The mitotic index of root cells decreased
significantly at the tested concentrations (p <0.001), while the frequency of interphase nuclear abnormalities increased signifi-
cantly (p <0.001). The most frequent nuclear abnormalities included fragmented nuclei, vacuolated nuclei, elongated nuclei,
notched nuclei, nuclear buds, binucleated cells and micronuclei. Our results suggest that the glow stick chemical content has
cytotoxic and genotoxic effects on meristematic root cells of Allium cepa.

Keywords: onion, glow sticks, mitotic index, interphase nuclear abnormalities.

INTRODUCAO

Na pesca comercial, diferentes estratégias sdo adotadas
no sentido de aumentar a quantidade de peixes captu-
rados. A técnica de pesca com espinhel, por exemplo,
¢ particularmente util na pesca do espadarte (Xiphias
gladius) e do atum (Thunnus albacares e T. atlanticus)
(Aragjo et al. 2015). A pesca dessas espécies geralmente
¢ realizada a noite, de modo que o uso de atratores qui-
micos luminescentes, conhecidos como lightsticks (LS),
sdo presos a longa linha de pescaria com o objetivo de
atrair os peixes. Entretanto, essa pratica tem levado ao
acimulo de LS em aguas oceanicas e praias (Bechara et
al. 2009, Oliveira et al. 2014, Aratjo et al. 2015).

Cada LS corresponde a um tubo plastico transparente
e flexivel preenchido por liquido, no qual encontra-se
imersa uma ampola de vidro também repleta de fluido.
O liquido onde se encontra a ampola corresponde a uma
solucdo que contém perdxido de hidrogénio e um salici-

lato dissolvido em ftalato dimetilico. Por sua vez, o fluido
existente no interior da ampola contém um éster oxalico,
geralmente o CPPO (oxalato de bis(2-carbopentiloxi-
-3,5,6-triclorofenil)) ou o TCPO (oxalato de bis(2,4,6-
-triclorofenil)), dissolvido em ftalato de dibutila. Além
do éster oxalico, esse fluido também contém um hidro-
carboneto policiclico aromatico (HAP) (Bechara et al.
2009, Oliveira et al. 2014, Araujo et al. 2015).

Quando o tubo plastico do LS é dobrado com forga,
a ampola de vidro contida em seu interior ¢ quebrada e
libera seu conteudo, cuja interagao quimica com o fluido
externo, conhecida como sistema ou reagdo peroxioxala-
to, resulta em quimioluminescéncia (Oliveira ef al. 2014,
Aratjo et al. 2015). Oliveira et al. (2014) afirmam que
a exposicao prolongada ao sol dessa mistura quimica
contida em LS utilizados e descartados favorece a ocor-
réncia de reagdes secundarias que liberam eletrofilos
potencialmente genotoxicos, uma vez que sao capazes
de agir sobre 0 DNA e formar adutos.
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No Brasil, especialmente na regido nordeste, uma
grande quantidade de atratores quimioluminescentes ¢é
encontrada flutuando nas aguas marinhas, provenientes
da pesca com espinhel (Bechara et al. 2009, Ivar do Sul
et al. 2009, Oliveira et al. 2014). Um monitoramento
realizado pela organizagdo ndo-governamental (ONG)
Global Garbage registrou mais de 7.000 desses dispo-
sitivos coletados por voluntarios em praias ao norte do
estado da Bahia (Bechara et al. 2009).

Esse tipo de poluicao oceanica representa um risco em
potencial para a biota marinha, considerando a possibili-
dade de extravasamento do fluido dos LS para o ambiente
aquatico. Alguns estudos ja registraram os efeitos toxicos
de componentes desse fluido em crustaceos marinhos
e em embrides de ourigos-do-mar (Pinho ef al. 2009,
César-Ribeiro & Palanch-Hans 2010).

Na regido de Costa dos Coqueiros, no litoral norte da
Bahia, residentes de vilas locais tém usado o contetido
dos LS encontrados nas praias como bronzeador, 6leo de
massagem, repelente e no tratamento de dores musculares
e vitiligo (Ivar do Sul, 2005). Esse tipo de pratica causa
preocupacdo, pois, em contato com a pele, o conteudo
dos LS pode induzir a ocorréncia de reagdes inflamato-
rias (Bechara ef al. 2009, Ivar do Sul ef al. 2009), além
de ser potencialmente genotoxico (Oliveira et al. 2014).

O conhecimento a respeito dos efeitos toxicoldgicos da
exposicao ao contetido quimico dos LS ainda ¢ escasso.
Nao ha relatos consistentes na literatura sobre respostas
citologicas induzidas por esse contetildo. Muitos estudos
sobre citotoxicidade e genotoxicidade induzidas por con-
taminantes quimicos usam plantas como modelos experi-
mentais para avaliar os efeitos de tais contaminantes em
células individuais ou tecidos especificos (Fiskesjo 1985).
Allium cepa ¢ uma das plantas mais utilizadas, devido a
sua elevada sensibilidade a diversos poluentes quimicos.
O sistema-teste de Allium cepa é eficiente para avaliar
a ocorréncia de danos cromossdmicos e distirbios no
ciclo mitotico resultantes da agdo de tais contaminantes
(Leme & Marin-Morales 2009). Além disso, a estrutura
cromossomica de 4. cepa ¢ similar a de humanos e outros
animais (Evandri ef al. 2000).

Sendo assim, o presente estudo se propos a identificar
possiveis alteracdes citotoxicas e genotoxicas resultantes
da exposi¢ao a substancias provenientes dos LS por meio
do sistema-teste de A. cepa.

MATERIAL E METODOS

Solugoes de light sticks (LS)

Os atratores quimioluminescentes [/ight sticks (LS)]
a partir dos quais se obtiveram os conteudos quimicos
usados nos bioensaios foram coletados pela ONG Global
Garbage em praias da regido da Costa dos Coqueiros
(15°54°S, 38°20°0 a 11°34’S, 37°47°0), ao norte do
estado da Bahia. O conteudo quimico desses atratores
foi gentilmente cedido pelo Departamento de Analises
Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade de Sao Paulo.

A obtencdo das solucdes aquosas dos contetidos qui-
micos dos LS foi adaptada a partir da descrigao feita por
Pinho et al. (2009). Em resumo, a mistura quimica dos
LS foi vigorosamente misturada com agua de torneira
de modo a se obter as concentragdes almejadas. Toman-
do por base as concentracdes utilizadas por Oliveira et
al. (2014) em seus bioensaios, foram obtidas solugdes
aquosas dos contetidos de LS nas concentragdes de 0,007,
0,010 ¢ 0,013%.

Organismo modelo

Para a realizagdo dos bioensaios, bulbos frescos e
saudaveis de Allium cepa foram obtidos de um mesmo
fornecedor comercial de produtos vegetais na cidade de
Sdo Paulo. Os bulbos eram semelhantes em tamanho,
variando de 2,5 a 3,0 cm em didmetro. As raizes secas
presentes nesses bulbos foram raspadas para facilitar o
crescimento de novas raizes durante o tempo de exposi-
¢a0 as solugdes testadas.

Delineamento experimental

Os bulbos de Allium cepa foram colocados por 72h
para crescer raizes em contato com as solucdes testadas,
suspensos por palitos de madeira de modo a tocar a base,
onde se situa o meristema radicular, nas solu¢des dispos-
tas em copos de polietileno. Além de solugdes aquosas
dos conteudos de LS, os tratamentos também incluiram
agua de torneira como controle negativo (Nielsen & Rank
1994) e solugdo aquosa de paracetamol a 0,08% como
controle positivo (Sturbelle et al. 2010). Dois bulbos
foram expostos para cada tratamento e, apds o periodo
de exposigdo, as extremidades de duas raizes (cerca de
3 mm de comprimento) foram removidas de cada bulbo.

As extremidades radiculares coletadas foram fixadas
em solucdo de Carnoy (etanol e acido acético; 3:1 v/v),
por 24h. Posteriormente, a hidrolise dos meristemas
radiculares, normalmente efetuada em tubo de ensaio
com solucdo 4cida a 60 °C por 10 minutos (Roa et al.
2012), foi adaptada de modo que o aquecimento das
extremidades radiculares realizou-se pela passagem
repetida (dez vezes) de um vidro de reldgio, contendo
o material coletado em solugdo aquosa a 1 N de HCI,
sobre a chama de um bico de Bunsen. Apds essa etapa,
as extremidades radiculares foram transferidas para la-
minas e submetidas a técnica de esmagamento (squash)
em solu¢do aquosa a 1,5% de azul de toluidina e, entdo,
analisadas em microscopio Optico (nos aumentos totais
de 400X e 1000X).

Ao microscopio, determinou-se as porcentagens de
células em cada fase mitotica e as porcentagens de micro-
nucleos (MN) e anomalias nucleares interfasicas (ANI)
em um total de 1000 células analisadas por lamina. Em
virtude de dificuldades técnicas, o total de células ana-
lisadas em algumas laminas foi ligeiramente inferior a
1000. Nesses casos, isso foi levado em consideracdo na
estimativa das frequéncias. Anomalias cromossomicas
especificas ndo foram analisadas. O numero de células
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em mitose foi usado no calculo do indice mitético (IM),
correspondente a porcentagem de células em divisdo em
cada um dos tratamentos. Os dados foram analisados
estatisticamente pelo teste exato de Fisher, considerando
o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Os efeitos das diferentes concentragdes dos contetidos
de LS nas frequéncias de cada fase mitotica e no indice
mitotico podem ser observados na Tabela 1. Quando
comparadas com o controle negativo, as porcentagens
de células em profase mostraram-se significativamente
menores (p < 0,001), independente da concentragdo de
LS considerada. Além disso, houve um decréscimo dessa
porcentagem em fungdo do aumento da concentracao do
contaminante. A proporgao de células em metafase s6 foi
inferior na concentragdo de 0,013% de LS (p < 0,05).
A propor¢ao de células em anafase, em qualquer uma
das trés concentragdes analisadas, também foi inferior
(p < 0,001), embora, ao contrario do observado para
as profases, houve um aumento dessa propor¢do em
fun¢do do aumento da concentracdo do contaminante.
Ja as porcentagens de células em telofase s6 foram
significativamente inferiores nas concentragdes de
0,010% (p <0,05) e 0,013% (p <0,001) de LS.

Os valores de IM também foram inferiores aqueles do
controle negativo (p <0,001), e a redugao nesses valores
foi proporcional ao aumento na concentracao do LS. O
valor médio do IM para as células expostas a menor con-
centracdo do contaminante correspondeu a 54% daquele
registrado para o controle negativo, enquanto que nas
células expostas a maior concentracdo do contaminante
o IM foi equivalente a apenas 37,5% do registrado para
o controle negativo, compativel com o indice registrado
para o controle positivo.

Células com aparéncia necrotica (Fig. 1B, ICe 1D) e
apoptotica (Fig. 1E), bem como células fantasmas (Fig.
1F) foram identificadas nas raizes expostas as diferentes
concentragdoes de LS e também no controle positivo.
A ocorréncia de deformagdes nucleares foi alta (p <
0,001) nas células expostas as trés concentracdes de
LS analisadas (Fig. 2), sendo mais evidente nas células
expostas a concentragao de 0,010% de LS. Nucleos
extrudados (Fig. 1G), vacuolados (Fig. 1H), brotos

nucleares (Figs. 11 e 1J), células binucleadas (Fig. 1K),
ntcleos entalhados (Fig. 1L) e curvados ou lobados
(Figs. IM, 1IN e 10) foram observados. Micronucleos
(Fig. 1P), apesar de detectados, apresentaram frequéncia
significativa (p < 0,05) apenas na solugdo de menor
concentragdo do contaminante e no controle positivo

(Fig. 2).

DISCUSSAO

Produtos quimioluminescentes, tais como aqueles
presentes em atratores luminosos, ja foram considerados
inofensivos em estudos anteriores (Hoffman et al. 2002).
Entretanto, diversos outros estudos revelaram que o
contetido dos LS ¢ potencialmente danoso as pessoas e
ao ecossistema (Ivar do Sul 2005, Bechara et al. 2009,
Ivar do Sul ef al. 2009, Pinho ef al. 2009, César-Ribeiro
& Palanch-Hans 2010, Oliveira et al. 2014, Aragjo et
al. 2015). O presente estudo corrobora com essa ultima
observacao ao adicionar novos conhecimentos a respeito
dos efeitos celulares do contetido quimico dos LS.

As variacdes significativas nas frequéncias de células
nas diferentes fases da mitose revelam uma das a¢des do
contaminante, embora os resultados ndo apontem uma
mesma tendéncia de aumento ou diminuicao para todas
as fases. Enquanto a proporc¢ao de profases reduziu em
funcdo do aumento da concentracdo do contaminante,
a de anafases aumentou. Nao foi possivel estabelecer
uma explicag@o satisfatoria para essa dicotomia de re-
sultados observada. Diversos estudos que contabilizam
as frequéncias de células nas diferentes fases da mitose
ndo costumam incluir analises mais pormenorizadas
das variacdes encontradas especificamente em cada fase
(Fachinetto et al. 2007, Tiirkoglu 2007, Oliveira et al.
2011, Bezerra et al. 2016). Sendo assim, novos estudos
se fazem necessarios para se estabelecerem maiores es-
clarecimentos a respeito dessa variacdo aqui registrada.

Um dos efeitos mais notaveis foi a reducdo signifi-
cativa do indice mitdtico. Vdrios estudos atribuem a
ocorréncia de baixos valores de IM aos efeitos citotoxicos
provocados por contaminantes quimicos (Tiirkoglu 2007,
Leme & Marin-Morales 2008, Celik & Aslantiirk 2010,
Wang et al. 2014, Kumar & Pandey 2015). Os dados
obtidos no presente estudo revelaram que esse efeito
citotoxico foi significativo, mesmo nas células expostas

Tabela 1. Frequéncias porcentuais médias (+ desvios-padrdo) de cada estagio mitotico e valores do indice mitotico (IM) de células radiculares

de A. cepa expostas a solugdes de diferentes concentragdes de light stick (LS).

Total de células

Tratamento analisadas Profase Metafase Anafase Telofase M
Controle negativo' 3992 2,08 £ 0,85 0,80 £ 0,44 1,20 + 0,65 0,93 +£0,71 5,01 £2,38
LS: 0,007% 3999 0,98 + 0,40%** 0,63 + 0,30 0,38 £ 0,34%** 0,73 £ 0,34 2,70 £ 1,02%%*
LS: 0,010% 3999 0,80 + 0,35%** 0,83 £0,56 0,45 + 0,31%** 0,55 +0,38* 2,63 £ 1,50%**
LS:0,013% 4000 0,75 £ 0,53%** 0,40 £0,43* 0,53 + 0,46%** 0,20 £ 0,18%** 1,88 £ [,47%%*
Controle positivo’ 4000 0,33 £0,39%*%* (0,23 £ 0,26%** 0,15+ 0,19%%* 0,35 £ 0,44%** 1,08 £ 1,18%%**

1. Agua de torneira. 2.Solugdo aquosa de paracetamol a 0,08%.

Niveis de significancia no teste exato de Fisher: * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (comparados ao controle negativo).
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a menor concentragdo de LS testada. Esses dados sdo Muitas das alteragdes celulares aqui registradas sdo
compativeis com aqueles registrados por Oliveira et al.  indicativas de processos de morte celular, tanto necrose
(2014) ao submeterem células humanas, mantidas em  quanto apoptose, € sdo comumente descritas em estu-
meio de cultura, a diferentes concentra¢des de LS. dos similares. Por exemplo, altera¢cdes como células

ol
Figura 1. Aspectos celulares observados em células radiculares de 4. cepa expostas a solucdes de diferentes concentragdes de light stick (LS).
A. Normal. B. Picnose. C. Necrose. D. Rompimento celular. E. Apoptose. F. Célula fantasma. G. Dissolugdo nuclear. H. Nucleo vacuolado. I-J.
Brotos nucleares. K. Ponte nucleoplasmatica. L. Nucleo entalhado. M-N. Nucleos com formato alongado. O. Nucleo lobado. P. Microntcleo.
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Frequéncia (%)

CN 0,007%

0,010%

0,013% cP

Tratamento

Figura 2. Frequéncias médias de micronticleos (MN) e de anomalias nucleares interfasicas (ANI) em células radiculares de A. cepa expostas a

solugdes de diferentes concentragdes de light stick (LS). Barra vertical: erro-padrdo. Tratamentos: solu¢des de LS nas concentragdes 0,007%,

0,010% e 0,013%, controle negativo (CN) e controle positivo (CP). *p < 0,05 e ***p < 0,001 (comparado ao controle negativo).

fantasmas, que mantém os contornos celulares mesmo
sofrendo caridlise, sdo associadas a morte celular provo-
cada por contaminantes ambientais (Celik & Aslantiirk
2010, Nefic et al. 2013). Ruptura celular com remogao
de nucleo periférico (Fig. 1D) também leva a formagao
de células fantasmas.

Extrusdo de material nuclear também ¢ evidéncia de
morte celular. O material extrudado observado nas cé-
lulas analisadas no presente estudo (Fig. 1G) apresenta
a mesma coloracdo do nucleo celular, e, portanto, pro-
vavelmente corresponde a cromatina. Campos & Vicini
(2003) também observaram a extrusdo de cromatina
em células de A. cepa contaminadas com aluminio, um
fendmeno denominado dissolug@o nuclear. A presenga
de nucleos vacuolados (Fig. 1H) parece estar associada
a um fendmeno similar, chamado extrusdo nucleolar.
Esse fenomeno foi igualmente observado em células
de A. cepa e de A. sativum expostas a contaminagao
por aluminio e cobre (Fiskesjo 1983, Liu ef al.. 2009)
e também em outros sistemas-teste vegetais (Zhang et
al. 2009, Zhang et al. 2014). Tanto a dissolu¢do nuclear
quanto a nucleolar estdo relacionadas a morte celular
(Campos & Viccini 2003), e tém sido associadas a um
efeito inibitorio da sintese de DNA durante a fase S da
intérfase (Sutan et al. 2014).

A morte de células expostas a contaminantes quimicos
também pode ser decorrente de estresse oxidativo, um
fenomeno que resulta da formagdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Matringe et al. 1992). Ja se sabe,
por exemplo, que em células radiculares de 4. cepa,
alguns pesticidas induzem a produgdo de EROs que
provocam peroxidacdo de biomoléculas tais como pro-
teinas e lipidios de membrana, provocando, com isso, a

ruptura seguida de morte celular (Bianchi et al. 2016).
Um fenomeno similar foi relatado por Oliveira et al.
(2014) em células humanas da linhagem HepG2 expostas
a solugdes de LS.

A presenga de ftalatos no conteudo dos LS ¢ outro
fator que pode provocar morte celular. A citotoxicidade
do di-n-butilftalato, por exemplo, foi observada em cé-
lulas humanas mantidas em meio de cultura (Mankidy
et al. 2013). Esse mesmo composto parece promover
uma interrupg¢do do ciclo celular no periodo G1 e inibir
a expressdao de genes que controlam vias apoptéticas
(Craig et al. 2013).

Areduc¢do no indice mitotico é também associada com
a inibicdo da sintese de DNA, o que impediria a célula
de entrar em mitose (Celik & Aslantiirk 2010, Kumar &
Pandey 2015). Essa inibi¢@o pode resultar da agdo direta
do contaminante na sintese do DNA (Campos & Viccini
2003), ou indiretamente pela reducdo da sintese de ATP
(Kumar & Pandey 2015, Obute et al. 2016). Consideran-
do que o conteudo dos LS interfere na cadeia respiratoria
(Oliveira et al. 2014), é possivel que essa inibi¢ao indireta
da sintese de DNA também seja um dos efeitos celulares
do conteudo quimico presente nos LS.

A frequéncia elevada de micronticleos e de alteracdes
nucleares interfasicas registradas no presente estudo
sugerem efeito genotoxico da mistura quimica presen-
te nos LS. Oliveira et al. (2014) ja haviam sugerido
a ocorréncia desse tipo de efeito em células humanas
mantidas em meio de cultura, possivelmente resultante
da presenga no contetdo dos LS, de substincias como
2,4,6-triclorofenol, formado pela reagdo entre TCPO e
peroxido de hidrogénio. A essa mesma substancia ja foi
também atribuida a formag¢do de aberragdes cromos-
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sOmicas e microntcleos em outros estudos (Jansson
& Jansson 1992, Liu et al. 2013), e uma das possiveis
causas dessas alteragdes ¢ a formagao de adutos de DNA
(Fenech et al. 2011).

E importante frisar que a frequéncia de MN
contabilizada nos resultados do presente estudo teve
significancia estatistica apenas na solucdo de menor
concentrag@o de LS. O mesmo tipo de resultado foi obtido
por outros autores em células de A/lium cepa expostas
a diferentes contaminantes (Roa et al. 2012, Bianchi
et al. 2016). Esse fendmeno pode ocorrer em algumas
condi¢des de estresse oxidativo, quando elevadas concen-
tracdes do contaminante induz as células a produzirem
grandes quantidade de enzimas antioxidantes, as quais
seriam responsaveis por reduzir a ocorréncia de danos
genotoxicos responsaveis pela formagao de MN (Bianchi
etal. 2016). Outra possivel explicag@o para esse fendme-
no talvez seja a ocorréncia de um efeito citotoxico mais
intenso nessas células, o que reduziria a frequéncia de
mitoses nas raizes. A forma¢ao de MN depende da ocor-
réncia de divisdo celular nas células parentais expostas
ao contaminante, uma vez que, apos a divisdo celular,
fragmentos cromossomicos acéntricos ou cromossomos
inteiros que ndo tenham se ligado aos fusos durante a
segregagdo mitdtica sao empacotados em micronucleos
nas células-filhas (Leme & Marin-Morales 2009).

A elevada porcentagem de altera¢des nucleares inter-
fasicas (ANI) nas células expostas as diversas concen-
tracdes de LS excederam inclusive os valores registrados
para o controle positivo. Assim como no caso dos MN,
a ocorréncia de certas anomalias em nucleos interfasi-
cos resulta da exposicdo a agentes genotoxicos (Cavas
& Ergene-Goziikara 2005). Essa porcentagem elevada
de ANI ¢ também compativel com efeitos induzidos
por estresse oxidativo. Ohshima (2008) observou que
fibroblastos humanos expostos a peroxido de hidrogénio
apresentam reducdo no ritmo de divisdes celulares e
aumento na quantidade de aberragdes morfologicas do
nucleo interfasico, algumas delas associadas a poliploi-
dia. Vale destacar que o perdxido de hidrogénio ¢ uma
das substancias encontradas na mistura quimica presente
no interior dos LS.

A poliploidia é uma condi¢do que pode originar brotos
nucleares (Figs. 11 e 1J), uma vez que, nessa situagao,
o material genético excessivo eventualmente resultante
da acdo do agente contaminante no ciclo celular tende
a ser eliminado do ntcleo (Leme & Marin-Morales
2008). Outras deformagdes nucleares, tais como nucleos
entalhados (Fig. 1L), tém sido associadas a ocorréncia
de aneuploidias (Carrasco et al. 1990). A ocorréncia de
nucleos lobados (Fig. 10), por sua vez, sugere morte
celular (Leme & Marin-Morales 2008). A presenga de c¢-
lulas binucleadas, de outro modo, pode indicar supressao
da origem do fragmoplasto durante a telofase de células
vegetais, o que levaria a auséncia de formagdo da placa
celular (Oyedare et al. 2009).

A presenga de pontes nucleoplasmaticas nas células
analisadas (Fig. 1K) ¢ uma consequéncia de pontes

cromossdmicas formadas durante a anafase, quando os
centromeros de um cromossomo dicéntrico sdo puxados
para polos opostos durante a mitose (Fenech ez al. 2011),
como parte de um fendmeno chamado ciclo de quebra-
-fusdo-ponte (QFP). Quando as pontes sdo quebradas,
uma das células-filhas recebe um cromossomo com uma
coOpia extra de certos genes que estardo ausentes na outra
célula-filha. Os cromossomos quebrados nao apresentam
telomero em uma de suas extremidades, o que levara a
fusdo das cromatides-irmas nessa extremidade apds a
sintese de DNA, originando, assim, um novo ciclo QFP.
A perpetuagao desse ciclo por varias geragoes de células-
filhas resultara, em longo prazo, na amplificacao de genes
localizados proximos ao ponto de fusdo cromossdmica.
Por meio de mecanismos de recombinagao, esses genes
amplificados seriam eliminados do nucleo celular, o
que seria uma das explicagdes para a origem de brotos
nucleares e MN (Fenech et al. 2011).

Nas células analisadas verificou-se a presenga de varias
delas contendo nucleos alongados, muitos deles com
formato curvo (Figs. IM e 1N). Esse tipo de anomalia
também foi registrado por outros autores em células
radiculares de A. cepa expostas a extratos de taboa
(Gallardo-Williams et al. 2002) ou tratadas com cafeina
e hidroxiureia (Zabka et al. 2010). Nesse ultimo caso,
os autores afirmam que o tratamento induz a formagao
de células multinucleadas alongadas, uma vez que a
cafeina inibiria a formacao da placa celular e a hidroxiu-
reia interromperia a replicagdo do DNA e aumentaria o
comprimento celular.

Micronucleos e deformagdes morfologicas nucleares
sugerem instabilidade cromossomica, responsavel pela
alteracdo na dosagem de certos genes, o que resultaria em
sérias consequéncias negativas para as células (Fenech
et al. 2011). Nesse sentido, os resultados do presente
estudo reforcam a existéncia de riscos associados a
manipulacdo incorreta de LS. Embora os bioensaios
relatados no presente estudo tenham empregado um
sistema-teste vegetal, os registros aqui descritos sao
condizentes com conclusdes prévias, apresentadas por
Oliveira et al. (2014) em estudo realizado com células
humanas em meio de cultura, de que o conteudo dos LS
tem potencial citotoxico e genotoxico. Obviamente, 0s
achados do presente trabalho requerem analises futuras
mais aprofundadas, mas, somados aos achados anterio-
res, apontam para a necessidade de atencdo, por parte
de autoridades sanitarias, aos potenciais efeitos lesivos
resultantes da aplicacdo de tais substancias sobre a pele
por parte de pessoas desinformadas.
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