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RESUMO

O Spent Pot Liner (SPL) ¢ um residuo solido proveniente da industria de
mineragdo e processamento de aluminio que ¢ frequentemente descartado em
aterros industriais e pode sofrer lixiviagdo e contaminar o solo, fontes de agua
potavel e plantagdes, passando a representar riscos para a saude humana e para
os diversos ecossistemas. Sua composi¢do ¢é variavel, destacando-se a presenca
de sais de cianeto, fluoreto e aluminio, considerados altamente toxicos e
poluidores ambientais. O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos do SPL e
seus principais componentes sobre o crescimento radicular e ciclo celular de
Lactuca sativa investigando os mecanismos das alteragdes cromossOmicas e
celulares por meio da imunolocalizagdo. Para tanto, raizes recém-emergidas de
L. sativa foram expostas por 48h ao SPL e diferentes constituintes do SPL
(solugdes de cianeto, fluoreto e aluminio) e ao CaCl, (controle) e submetidas a
analise de ciclo celular por meio de técnicas de citogenética convencional e de
imunolocalizac¢do. Os resultados mostraram que houve inibi¢do de crescimento
radicular para os tratamentos com SPL e aluminio e a ocorréncia de
anormalidades cromossOmicas e nucleares para todos os tratamentos. Pela
imunolocalizagdo foram observadas células em divisdo normal com distribuigio
espago temporal regular da fosforilagdo da histona H3 na serinal0 (H3S10f).
Entretanto, foi verificado que o SPL e seus principais componentes inibiram a
fosforilagdo da histona H3 na serina 10, inativando regides pericentroméricas e
afetando a coesdo das cromatides irmas. Além disso, induziram a formacao de
SF na regido pericentromérica dos cromossomos.

Palavras-chave: H3S10f. Altera¢do celular. Anormalidades cromossomicas.
Micromicleos.



ABSTRACT

The Spent Pot Liner (SPL) is a solid residue originated from the mining
industry and aluminum processing and that is frequently discarded into industrial
dumps. This residue may undergo leaching and contaminate the soil, springs and
plantations, becoming hazardous to human health and many ecosystems. Its
composition varies, highlighting the presence of cyanide, fluoride and aluminum
salts, considered highly toxic and environmentally polluting. The objective of
this study was to evaluate the effects of the SPL and its main over root growth
and cell cycle Lactuca sativa investigating the mechanisms of chromosomal and
cellular changes by means of immunolocalization. For this purpose, newly
emerged seeds of L. sativa were exposed to SPL and its different components
(cyanide, fluoride and aluminum solutions), as well as to CaCl, (control), for
48h, and subjected to cell cycle analysis by means of conventional cytogenetic
and immunolocalization techniques. The results showed the inhibition of root
growth in the treatments with SPL and aluminum, in addition to the occurrence
of chromosomal and nuclear abnormalities in all treatments. With
immunolocalization, we observed cells in normal division with regular space-
temporal distribution of histone H3 in serine 10 phosphorylation (H3S10p).
However, we verified that the SPL and its main components inhibited the
phosphorylation of histone H3 in serine 10, inactivating the pericentromeric
regions and affecting the cohesion of sister chromatids. Furthermore, they
induced the formation of fragile sites in the pericentromeric region of the
chromosomes.

Keywords: H3S10p. Cellular change. Chromosomal abnormalities. Micronuclei.
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1 INTRODUCAO

A indastria de minera¢do e processamentode aluminio no Brasil ¢
responsavel pela produ¢do de um milhdo e meio de toneladas de aluminio por
ano. A cada 1.000 toneladas produzidas sdo geradasmais de 29.000 toneladas de
Spent Pot Liner (SPL), um residuo sélido que frequentemente é descartado em
aterros industriais (CONFEDERACAO NACIONAL DA INDUSTRIA, 2012).

O SPL ¢ formado por uma mistura de substancias tdxicas dentre elas,
sais de cianeto, fluoreto e aluminio, que sdo considerados altamente nocivos e
poluidores ambientais. Além disso, por ser descartado em aterros industriais sem
tratamento adequado, o SPL pode sofrer lixiviagdo e contaminar o solo, fontes
de agua potavel e plantacdes, passando a representar grandes riscos para a saude
humana e para os diversos ecossistemas (CHANDRA et al., 2005; ANDRADE;
CAMPOS; DAVIDE, 2008).

Neste sentido, a fim de determinar os efeitos toxicos do SPL nos seres
vivos, bioensaios vegetais com os modelos Lactuca sativa L.(alface), Allium
cepa L.(cebola) e Zeamays L. (milho) vém sendo conduzidos (ANDRADE;
CAMPOS; DAVIDE, 2008; ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010;
ANDRADE et al, 2011; ANDRADE-VIEIRA; CAMPO; DAVIDE, 2012;
PALMIERI et al., 2014). Esses bioensaios realizados com sistema teste de
vegetais superiores sdo amplamente utilizados em estudos de prospeccdo de
efeitos de poluentes ambientais visto que, além de serem rdpidos, baratos e
sensiveis, apresentam correlagdo com modelos animais (GRANT et al., 1994).

Essas espécies vegetais mostraram-se altamente sensiveis quando
expostas a diferentes tratamentos de SPL. Nos trabalhos realizados, foram
observadas redu¢@o nas taxas de germinacdo e crescimento radicular, reducdo
dos indices mitdticos e inducdo de anormalidades cromossomicas como pontes

cromossOmicas, c-metafases, cromossomos perdidos e cromossomos pegajosos,
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além de anormalidades nucleares, como a formagdo de micromicleos, nicleos
condensados e células polinucleadas (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE,
2010; ANDRADE et al., 2011; PALMIERI et al., 2014).

Dentre as espécies submetidas ao SPL, L. sativa mostrou-se altamente
eficiente para determinag¢do do efeito tédxico do residuo, além de apresentar
cromossomos grandes e em nimero pequeno (2n=18). Campos et al. (2008)
observaram caracteristicas que facilitam as analises citogenéticas ¢ Andrade-
Vieira, Campo e Davide (2012) observaram que este organismo teste apresenta
também rapida germinag@o e alta prolificidade.

Porém nesses trabalhos ndo foram avaliados os efeitos do SPL em nivel
da molécula de DNA e organizacdo molecular dos cromossomos. Logo ¢ de
grande valia, a utilizagdo de novos pardmetros de andlise que fornecam mais
subsidios para elucidar os mecanismos de ac@o desse residuo e seus principais
constituintes em células vegetais. Sendo assim, a imunolocalizag@o apresenta-se
como uma ferramenta nova e promissora a ser utilizada em testes de
citotoxicidade, fornecendo respostas sobre os mecanismos moleculares da
formagao das alteracdes observadas.

Diante do exposto, a imunolocalizacdo € vista como uma metodologia
adicional a ser aplicada em conjunto com os testes de aberra¢des cromossdmicas
para o melhor entendimento dos mecanismos de a¢do do SPL sobre as alteragdes
relacionadas ao ciclo celular e a progressdo da mitose. Dentre essas alteragdes,
observam-se problemas relacionados a orientacdo dos cromossomos para placa
metafasica e a segregacdo durante a anafase, os quais também podem ser
explicados via imunolocalizagio da histona H3 fosforilada na serina 10
(H3S101).

A fosforilagdo da serina 10 da histona H3 esta envolvida com a coesdo
das cromatides irmas (KASZAS; CANDE, 2000; SHIBATA; MURATA, 2004,
PAULA et al., 2013) e, segundo Houben et al. (1999), essa modifica¢do pds-
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traducional é uma caracteristica essencial na estrutura do centromero/cinetdcoro,
necessaria para garantir uma estabilidade mecanica ao centrémero durante o
movimento cromossomico. Andlises de cromossomos dicéntricos revelaram que
H3S10 hiperfosforilada ocorre apenas no centrdmero funcional (HOUBEN et
al., 1999; HAN; LAMB; BIRCHLER, 2006; FU et al., 2012), indicando que se
trata de uma marca epigenética para regides (peri)centroméricas ativas
(HOUBEN; DEMIDOV; KARIMI-ASHTIYANI, 2013).

Destarte, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do SPL e
de seus principais componentes sobre o crescimento radicular e ciclo celular de
L. sativa investigando os mecanismos de formacdo das alteracdes

cromossOmicas e nucleares por meio da imunolocalizago.



13

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Toxicidade do Spent Pot Liner (SPL) e seus principais componentes

O Spent Pot Liner (SPL) é um residuo proveniente da industria de
mineragdo e do processamento de aluminio, gerado pelo desgaste do
revestimento catodico das cubas de reducdo eletrolitica da alumina durante a
obtencdo do metal aluminio a partir de purificagdo e refino da bauxita
(SILVEIRA et al., 2002). Esse residuo ¢ classificado como toxico pela USEPA
(United States Environmental Protection Agency) e como perigoso de classe |
pela norma ABNT NBR10.004/04(SILVEIRA et al., 2003).

Palmieri et al. (2014), estudando o potencial toxico € a composi¢do
quimica do SPL, observaram a presen¢a de metais pesados como 6xido de ferro,
presente na forma de goethita e oxido de aluminio, compostos halogenados,
como o fluoreto, tragos de manganés, cromo, zinco e altas concentragdes de sais
de fluor e ferro no lixiviado. Além disso, evidenciou o carater inorganico do
residuo que também mostrou em condi¢des 4cidas, um alto potencial de lixiviar
em solos degradados (como os industriais).

A composi¢do do SPL ¢é bastante variavel com presenca de cianetos,
fluoretos, metais e materiais organicos, sendo os sais de cianeto, fluoreto e
aluminio apontados como o0s principais componentes responsaveis por sua
toxicidade (SILVEIRA et al., 2003). No ambiente, essas substancias, quando em
contato com a agua, podem sofrer lixiviagdo e contaminar fontes de agua
potavel, afetando plantacdes, diversos ecossistemas e até mesmo a saude
humana (CHANDRA et al., 2005).

O ion fluoreto ocorre em abundincia no ambiente em combinagdo com
outros elementos, normalmente constituindo rochas e solos (BARBIER;

MENDOZA; RASO, 2010). Esse elemento pode ser encontrado em alimentos,
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dgua fluorada, pastas de dente, mas principalmente, em lengdis subterraneos
contaminados por rejeitos de extracdo de material geologico. Em humanos, altas
taxas de fluoreto podem causar a fluorose, uma doenga em que os ions de
fluoreto atacam as células dsseas e geram sintomas, como manchas nos dentes e
deformidades esqueléticas (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2006).

A agdo do fluoreto nio ¢ bem conhecida em plantas. No entanto, seu
acaimulo pode causar alteragdes metabdlicas, redugdo no crescimento e
desenvolvimento da planta e¢ lesdes foliares que podem causar sua necrose
(ABDALLAH et al.,2006; FRANZARING; KLUMPP; FANGMEIER, 2007).
Além disso, o fluoreto impede a germinac¢do de sementes, provoca inibigdo do
crescimento radicular e altas taxas de anormalidades cromossomicas (presenga
de pontes e micronucleos), indicando assim sua agédo clastogénica, aneugénica e
potencial indutor de morte celular (PALMIERI et al., 2014).

O cianeto ¢ conhecido por ser toxico para todos os organismos por inibir
a respiragdo celular. E um contaminante ambiental de alguns sistemas aquéticos
e terrestres em decorréncia da sua presenca em efluentes das industrias de
poliacrilonitrilas, de processamento de farmacos e de corantes e da extracdo de
ouro ¢ prata (FURTADO et al., 2007). Em sua forma livre (CN"), ele é mais
toxico do que quando associado, e pode formar sais e compostos simples ou
complexos, quando associado com compostos organicos e metais. Suas formas
mais comuns s20 o cianeto de potassio, cianeto de hidrogénio e cianeto de sddio.
Todas as suas formas podem ser toxicas quando em altas quantidades, sendo o
cianeto de hidrogénio a mais perigosa, por ser altamente inflamavel
(ZIMMERMAN et al., 2007; DASH; GHAUR; BALOMAJUMDER, 2009). O
cianeto faz parte de diversas vias metabdlicas nas plantas. Estudos sugerem que
em plantas vasculares existam enzimas que degradam substincias toxicas,

agindo assim para reduzir contaminagdes por cianetos (EBBS et al., 2003).
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Avaliacdes feitas em L. sativa, em que sementes foram expostas em
solugdes de cianeto dissolvidas em CaCl, (0,001503g/L, 0,0031g/L e
0,004592¢/L) por um periodo de 48 horas a temperatura de 24°C, detectaram a
presenca de C-metafase no ciclo celular, mostrando o efeito aneugénico do
cianeto que pode levar a formagdo de células aneuploides (PALMIERI et al.,
2014).

O aluminio afeta diversos processos fisioldgicos e celulares nas plantas,
visto que pode se acumular nas suas c€lulas e formar aglomerados que impedem
as suas funcdes basicas. Ele interfere no crescimento radicular, podendo estar
relacionado com a interrupgdo da divisdo celular, afetar o desenvolvimento de
pelos nas raizes, diminuindo a aquisi¢do de nutrientes pela planta. A exposi¢do
prolongada de células vegetais e animais ao aluminio pode provocar danos ao
nucleo, atingindo a composi¢io do DNA, a estrutura da cromatina e suas
fungdes (SILVA et al., 2000; FRANTZIOS; GALATIS; APOSTOLAKOS,
2001; CTAMPORAVA, 2002).

Os efeitos do aluminio ja foram avaliados em espécies vegetais
cultivadas como feijdo, arroz, trigo ¢ milho, sendo observada redugdo do
crescimento e da frutificagdo (TASSIST et al., 2010). Campos et al. (2008)
verificaram forte inibi¢ao do crescimento e indice mitotico, além da presenca de
anormalidades cromossdmicas, em espécies de Z. mays e A. cepa tratadas com
aluminio. Em L. sativa, observou-se sua forte agdo clastogénica devido a
presenca de alteracdes cromossOmicas como pontes e microndicleos e sua
interferéncia no indice mitdtico provocado pela reducdo do crescimento
radicular (PALMIERI et al., 2014). Em humanos, a toxicidade com aluminio
pode estar associada a doengas neurodegenerativas graves, como Alzheimer,
Parkinson e esclerose lateral amiotréfica (GARRUNTO; YANAGIHARA;
GAJDUSEK, 1990; CHAPUIS; FAVIER, 1999).
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A relac@o que essas substancias possuem com o solo e sua atua¢io nos
organismos ¢ de grande interesse no estudo da toxicidade do SPL,
principalmente do seu lixiviado, que possui alto potencial toxico. Desta forma, é
de extrema importancia o cuidado com seu descarte, ja que depdsitos de SPL a
céu aberto, por exemplo, representam riscos tanto para a saude humana quanto
para os ecossistemas (PALMIERI et al., 2014).

A toxicidade do SPL ja foi comprovada em modelos vegetais, que
tiveram redugdo em seu enraizamento, crescimento radicular e indice mitdtico
quando expostas a diferentes concentracdes de SPL. Também foram observadas
anormalidades cromossomicas em todas as fases do ciclo celular e a presenca de
nucleos condensados, fragmentagio do DNA, condensacdo da cromatina e
distarbios enzimaticos, indicando morte celular programada (ANDRADE;
CAMPOS; DAVIDE, 2008; ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010;
ANDRADE et al., 2011; ANDRADE-VIEIRA; CAMPO; DAVIDE, 2012;
PALMIERI et al., 2014).

2.2 Bioensaios em vegetais

A necessidade de detectar os danos genéticos (seja em nivel de DNA,
cromossOmico ou gendmico) causados por compostos toxicos, tem gerado o
desenvolvimento de varios testes biologicos. Nesse contexto, os vegetais sdo
importantes bioindicadores de poluicdo, por apresentarem uma série de
alteragdes que podem ser avaliadas (alteragdes na estrutura dos cromossomos, na
ploidia e na estrutura do DNA) e alta sensibilidade a agentes mutagénicos
permitindo a analise de varios mecanismos de acdo, englobando mutagdes
pontuais e aberracdes cromossémicas em diferentes células (LEME; MARIN-

MORALES, 2009; KUMARI et al., 2011).
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Testes de germinacdo seguidos da avaliagdo do crescimento radicular
sdo comumente empregados para avaliar os efeitos fitotdxicos de contaminantes
ambientais nos organismos vegetais. Os efeitos desses compostos tdxicos sdo
avaliados durante os primeiros dias de crescimento e os testes considerados
simples, rapidos, confidveis e de baixo custo. A aplicacdo desses testes é de
grande valor, principalmente quando associada a testes citogenéticos, que
permitem respostas em nivel celular e de DNA (GOPALAN, 1999; ANDRADE;
DAVIDE; GEDRAITE, 2010).

Viarias espécies vegetais tém sido utilizadas em analises de
contaminagdo ambiental: L. sativa, Viciafaba, Z. mays, Tradescantia sp.,
Nicotiana tabacum e A. cepa, sendo esta ultima a mais utilizada (ANDRADE;
CAMPOS; DAVIDE, 2008). O modelo vegetal 4.cepa apresenta boas condigdes
para avaliagdo, por possuirem cromossomos grandes e em pequeno numero
(2n=2x=16), facilitando as analises do ciclo celular e visualizagdo das alteragdes
cromossOmicas. Além disso, ja foi observado que as plantas mostram-se
altamente sensiveis para a deteccdo de substancias quimicas, sendo comparada
aos testes feitos com linfécitos humanos (FISKESJO, 1993; LEME; MARIN-
MORALES, 2009).

Em estudos com SPL, a L. sativa mostrou ser um 6timo bioindicador,
apresentando alta sensibilidade, devido a inibicdo da germinagdo e do
crescimento de sementes, altas taxas de anormalidades cromossdémicas e baixos
valores de indice mitdticos das células. Além disso, assim como A. cepa, essa
espécie ¢ uma das mais utilizadas em bioensaios, pela facilidade das analises de
dados macro e microscopicos, por apresentar rapida germinagdo e por ser um
otimo indicador de toxicidade em solos (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE,
2010; PALMIERI et al., 2014).

Um pardmetro importante a ser estudado quando se trabalha com

bioindicadores, ¢ a determina¢do do ICsy (Inibi¢do de Crescimento 50%), que
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corresponde a avaliacdo da concentragdo de um dado agente que reduz em 50%
o tamanho das raizes do modelo testado em relacdo ao tratamento controle. Esse
valor ¢ altamente representativo por refletir o efeito toxico do agente testado sem
inibicdo severa do crescimento radicular, sendo um teste importante para se
obter raizes a serem utilizadas nas avaliagdes citogenéticas (LING; XING,
2007). Palmieri et al. (2014) determinaram a concentragdo de 26,5 g/L de SPL
(diluido em CaCl,) como sendo o ICsy em seus estudos de toxicidade do SPL em

L. sativa (alface).

2.3 Uso da citogenética para detecciio de agentes toxicos e mutagénicos

A citogenética ¢ uma area da ciéncia que estuda a hereditariedade com
bases citoldgicas, tendo como objetivo estudar a estrutura (nmimero e forma) e
comportamento (organizagdo ¢ movimentac¢ao) dos cromossomos/ cromatina no
contexto da célula. Além disso, preocupa-se com a fun¢do dos cromossomos e
suas implica¢des na transmissdo, recombinacéo e expressdo génica (SUMNER,
2003). Ela tem aplicagdes em estudos evolutivos, citotaxondmicos, medicina
clinica, melhoramento genético e em estudos de toxicidade ambiental. Neste
ultimo, a citogenética vem sendo bastante aplicada em avaliagdes de toxicidade
de diversos compostos através de andlises de ciclo celular e indice mitdtico de
organismos modelos (DHO et al., 2010; ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE,
2010; ANDRADE, 2011; KLANCNIK et al., 2011; KUMARI et al., 2011).

A analise do ciclo celular fornece informagdes sobre a organizacdo ¢ o
comportamento dos cromossomos durante a divisdo, e em analises de toxicidade,
permite a deteccdo de anormalidades, como as aberragdes cromossdmicas e
nucleares (GRANT, 1994, ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE, 2008;
ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010).
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O estudo de aberragdes cromossomicas ¢ um dos métodos mais antigos
utilizados em avaliagdes de efeitos mutagénicos (LEME; MARIN-MORALES,
2009). Aberragdes cromossdmicas s@o consideradas quaisquer altera¢des na
estrutura ou no numero dos cromossomos e¢ podem ser derivadas de quebras,
inibicdo da sintese ou replicagdo alterada do DNA de modo espontineo ou
induzidas por exposicdo a agentes quimicos (LEME; MARIN-MORALES,
2009).

As altera¢des provocadas por agentes quimicos e fisicos podem surgir
por efeitos clastogénicos, como as quebras e pontes cromossdmicas ou por
efeitos aneugénicos, que inativam ou alteram algumas estruturas celulares, como
os microtubulos e os centrdmeros. Desta forma, elas provocam mudangas no
ciclo celular que s@o responsaveis pela formagdo de células poliploides e
anomalias celulares. (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007,
LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Quebras no DNA podem causar alteragdes estruturais nos cromossomos,
como as deficiéncias, duplica¢des, inversdes e translocacdes. Ja os efeitos no
fuso mitdtico e nos centrdmeros afetam a segrega¢do dos cromossomos durante
a divisdo celular, que causam altera¢des numéricas, como as euploidias e
aneuploidias (SUMNER, 2003). Varias dessas alteracdes sdo altamente
prejudiciais as células, muitas vezes irreversiveis fazendo como que a célula
entre em processo de morte celular (PALMIERI et al., 2014).

Anadlises de anormalidades nucleares tém sido incluidas nos estudos da
toxicidade de agentes quimicos, sendo caracterizadas como alteragdes
morfoldgicas no nucleo interfisico, como nucleos lobulados, polintcleos e
minicélulas (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

A presenga de C-metafases indica agdo aneugénica porque ¢ resultante
de alteragdes no funcionamento do fuso mitético e divisdo celular anormal que

podem culminar com a formagio de células aneuploides (FENECH, 2000). Os
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cromossomos pegajosos ocorrem devido a mudangas na estrutura cromossémica
que promove a perda de caracteristicas normais de condensacgio e formagdo de
aglomerados. Eles podem ocasionar perdas cromossdmicas, visto que o processo
de divisdo fica alterado e alguns cromossomos nio se aderem ao aglomerado de
cromossomos sendo entdo perdidos durante o ciclo celular (SILVA; FONSECA,
2003). A presenca de pontes ¢ uma evidéncia de clastogenicidade, visto que ela
¢ o resultado de elimina¢@o ou perda de telomeros e podem produzir quebras nos
cromossomos e gerar fragmentos (PANDA; PANDA, 2002).

Os micronucleos (MN) sdo considerados excelentes indicadores de
toxicidade, e, por esse motivo, sdo as alteragdes mais estudadas. Os MNs sdo
estruturas presentes no citoplasma que contém cromatina, revestido por um
envoltorio nuclear e sem ligacdo com o nucleo principal. Essas estruturas podem
ser originadas pela eliminagdo de cromossomos inteiros (atividade aneugénica)
ou por fragmentos cromossdmicos (atividade clastogénica) durante o processo
de divisao celular (FENECH, 2000; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Trabalhos relacionados
com acdo citogenotoxica de SPL, como os de Andrade, Davide e¢ Gedraite
(2010) e Palmieri et al. (2014), mostraram alta taxa de MNs nas células de L.
sativa expostas em solugdes contendo o SPL e seus principais componentes.

Outro indicador de toxicidade € a morte celular programada (PCD). A
morte celular programada ¢ a capacidade que a planta possui de eliminar células
danificadas, sendo um processo geneticamente definido e associado com as
alteracdes morfologicas e bioquimicas das células (DANON et al., 2000;
XIONG; LI; LI, 2006). Os principais indicios de morte celular programada em
plantas sdo a condensagdo cromatidica, que pode ser evidenciada pela presenga

de cromossomos pegajosos ¢ a fragmentacdo celular (DANON et al., 2000).
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2.4 O emprego da imunolocalizacio em estudos de genotoxicidade

A imunodetec¢do ou imunolocalizagdo ¢ uma ferramenta importante nos
estudos de citogenética, visto que permite analisar modifica¢des nas proteinas
ligadas & cromatina durante a divisdo celular, fazendo uso de anticorpos
especificos para determinadas proteinas, tais como para fosforilagdo na serina 10
e 28 da H3, na serinal da H4, na serinal da H2A; acetilagdo na lisina 9 da H3,
na lisina 4 e 5 da H4 e metilagdo da lisina 5 da H3 (PAWLAK; DECKERT,
2007). Além disso, a imunolocalizacio pode fornecer elementos que
possibilitam o entendimento dos mecanismos de acdo celular de diversos
contaminantes sobre as células, constituindo mais um parametro a ser inserido
nos testes usados para monitoramento de toxicidade.

As proteinas histonicas podem sofrer inumeras alteracdes pods-
traducionais, que refletem significativamente sobre a estrutura e fungdo da
cromatina ¢ estdo correlacionadas com fungdes bioldgicas particulares que
regulam a expressdo génica, ativagdo ou silenciamento de genes (JIN et al.,
2008). Essas modificagdes sdo conhecidas como um dos mecanismos
epigenéticos, que podem alterar a fungdo do genoma sobre influéncia exdgena.
Investigagcdes em humanos e¢ animais identificaram que essas alteragdes podem
ser provocadas por varios estresses ambientais, como a presenca de metais
pesados, irradiagdo UV, proliferadores de peroxissomas, poluentes do ar e
salinidade (PAWLAK; DECKERT, 2007; BACARELLI; BOLLATI, 2009).

As modificagdes nas histonas ocorrem, predominantemente, nas caudas
N-terminais, as quais estdo sujeitas a mudangas dindmicas e covalentes, tais
como: metilagdo, acetilacdo, fosforilagdo, ubiquitinagdo, sumoilagdo, ADP-
ribosilagdo, deiminacdo e isomerizacdo de prolina, que geralmente estdo

associadas com fungdes distintas e que podem influenciar a estrutura da
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cromatina e a expressdo de genes (PAWLAK; DECKERT, 2007, BACARELLI,
BOLLATI, 2009).

Nas histonas, a metilagdo ocorre principalmente nas cadeias laterais da
lisina e arginina, e tem sido elucidada para as histonas H3 e H4. Segundo Chen
et al. (2006) e Pawlak e Deckert (2007),0 niquel influencia sobre o padrido da
histona em leveduras e células animais, mostrando que ele levou ao aumento de
dimetilagdo da lisina 9 da H3, a qual esta associada ao silenciamento do gene.

A acetilag@o das histonas desempenha um importante papel no processo
de transcricdo, visto que as acetilases conduzem a descondensacdo da cromatina
ativando o processo de iniciagdo e elongacdo da transcricdo. Nesse contexto,
metais pesados como o niquel e o cobre atuam inibindo a acetilagio e
provocando silenciamento da expressdo génica em leveduras e em células
animais (PAWLAK; DECKERT, 2007). Foram observadas em células
pulmonares de humanos expostas ao niquel perda de acetilagio das histonas
H2A, H2B, H3 e H4, bem como aumento da ubiquitinagdo da H2A ¢ H2B ¢
aumento de dimetilagdo da H3K9 (BACARELLI; BOLLATI, 2009).

A fosforilagao ¢ observada em residuos de serina e treonina para todas
as histonas e pode estar associada com a condensacdo e/ou segregacio
cromossOmica, transcricdo e reparo de danos ao DNA e ativagdo da apoptose.
Embora n3o tenha registros de inibicdo da fosforilacio da H3 em plantas,
causada por metais, a presenga de respectivo residuo de aminoacido na histona
de plantas (histidina 18 na histona H3) torna esse processo possivel (PAWLAK;
DECKERT, 2007).

A maioria dos estudos que relata a toxicidade de substancias quimicas
como mediadoras de alteragdes epigenéticas tem-se concentrado sobre a
metilagdo do DNA, enquanto algumas investiga¢des tém sido feita em relacdo as

modifica¢des de histona e microRNA (BACARELLI; BOLLATI, 2009).
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Trabalhos tém demonstrado que os metais podem alterar tanto a
transcricdo do DNA quanto a expressdo génica devido a alteragdo na
conformag@o das histonas, porém as informag¢des sobre o papel das histonas em

relacdo aos estresses ambientais sdo ainda insuficientes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e tratamentos com SPL

Sementes de L. sativa var. Lechuga Grandes Lagos da empresa ISLA
foram utilizadas como sistema teste modelo. O SPL utilizado para preparar as
solugdes teste foi proveniente de uma industria de mineragdo e processamento
de aluminio situado no Sul do Estado de Minas Gerais, Brasil. As concentragdes
de SPL e de seus principais componentes referente aos tratamentos apresentados
na Tabela 1 foram baseadas no ICs, (50% inibi¢do de crescimento) determinado
por Palmieri et al. (2014). As solugdes preparadas seguiram os métodos de

absor¢ao descritos também pelo mesmo autor.

Tabela 1 Tratamentos com SPL e seus principais componentes, aplicados em
sementes de Lactuca sativa

Controle negativo CaCl,

Tratamento 1 SPL na concentragéo do ICs, (26,5g/L)
Tratamento 2* Solug¢@o de aluminio (0,004588g/L)
Tratamento 3* Solugdo de cianeto (0,0031g/L)
Tratamento 4* Solugédo de fluoreto (0,3938g/L)

* Concentracdes dos tratamentos baseadas na quantidade do elemento encontrada na
concentragdo do ICsy (50% inibigdo de crescimento) de SPL segundo Palmieri et al.
(2014).

3.2 Analises do crescimento radicular

O experimento foi montado em DIC (delineamento inteiramente
casualizado) contendo dez placas de Petri de cada tratamento. Cada placa
continha trinta sementes de L. sativa colocadas primeiramente sobre papel de

germinacdo com 5mL de agua, totalizando 50 placas. Apos a germinagdo ¢
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emissdo de raiz de 1 a 2mm, foi feita a mensura¢do do comprimento das raizes,
utilizando um paquimetro digital, e as mesmas foram colocadas em outras placas
de Petri, contendo SmL das solugdes testes (Tabela 1). As placas de Petri com os
tratamentos foram mantidas por 48 horas em uma BOD a 24°C.

Nos periodos de 24 e 48 horas apds exposi¢do aos tratamentos, as raizes
de cada semente foram medidas para ser calculado o crescimento radicular
médio de cada placa pela diferenca do comprimento médio das raizes antes ¢

apds a exposi¢ido (de 24 ou 48h).

3.3 Analises do ciclo celular

Sementes de L. sativa germinadas em placas de Petri com papel filtro
umedecido em dgua destilada contendo raizes de 1 a 2mm foram submetidas aos
tratamentos (Tabela 1) por 48h em BOD, no escuro a uma temperatura de 24°C.

Apoés as 48h de exposicdo, as raizes foram coletadas e fixadas em
Carnoy (etanol/acido acético, 3:1) por um periodo minimo de 24 horas. Para
preparo da lamina, as raizes fixadas foram lavadas, hidrolisadas em HCI 1IN a
60°C por 10min, e esmagadas em orceina acética 2%.

Foram avaliadas 10 ldminas por tratamento e 500 células por lamina,
totalizando 5.000 células por tratamento. Foram observadas e anotadas as
diferentes fases da divisdo mitdtica bem como possiveis alteracdes
cromossOmicas e nucleares ¢ anotadas. Foram obtidos, conforme Andrade,
Campos e Davide (2008), os seguintes parametros: indice mitdtico (IM),
calculado pela razio do numero de células em divisdo (profase, metafase,
anafase e teldfase) pelo total de células avaliadas em cada tratamento e a
frequéncia de alteragdes cromossomicas (AC) e nucleares (AN), calculadas pela
razdo do nimero de alteragdo (cromossOmica e nuclear, respectivamente) pelo

numero total de células avaliadas.
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3.4 Analises Estatisticas

As médias de crescimento obtidas por placa, assim como os pardmetros
obtidos na analise de ciclo celular (IM, AC e AN), foram submetidas a analise
de variancia (ANOVA) seguida de teste de média de Kruskal Wallis no software
livre “R” (R Development Core Team, 2014).

3.5 Imunolocalizacao da Histona H3 fosforilada na serina 10

Apds os tratamentos realizados conforme descrito no item 4.3, as raizes
foram coletadas e submetidas a técnica de imunolocalizagdo, seguindo o
protocolo descrito por Manzanero et al. (2000), com algumas modificagdes
(PAULA et al., 2013).

A fixacdo foi realizada por 40 minutos em temperatura ambiente em
solucdo de para formaldeido 4% contendo PBS (Posphate Buffer Saline)lx.
Apos essa etapa, as raizes passaram por tratamento enzimatico (celulase:
pectinase (100U:200U) + pectoliase) durante uma hora e meia, a 37°C. As
laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento, sendo utilizado PBS 1x
como meio de montagem e para a realizacdo das lavagens.

Para evitar a marcagdo ndo especifica do anticorpo, as laminas foram
incubadas por 20 minutos em 50uL de PBS contendo solug@o bloqueadora BSA
(Albumina de soro bovino) 3% e Triton x-100 0,1%em temperatura ambiente.
Posteriormente foi aplicado sobre as laminas 25uL/lamina de solugdo contendo
anticorpo primario da H3S10f (Rabbit polyclonal IgG, Sta Cruz Biotechnology,
USA) e solug@o bloqueadora (1:100). As laminas foram mantidas em cdmara
umida por, no minimo, 16 horas a 4°C. A seguir, as laminas foram lavadas trés
vezes (5 minutos cada) em PBS 1x e aplicado sobre a preparagdo 25 pl/lamina

da mistura de anticorpo secunddrio (Goatanti-rabbit IgG-FITC, Sta Cruz
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Biotechnology, USA) e solugdo bloqueadora (1:100). As laminas foram
mantidas em cdmara Umida, por 3 horas em temperatura ambiente. Apds a
lavagem das laminas em tampao PBS 1x, as mesmas foram contra coradas e
montadas em uma solugdo de DAPI (4°, 6-diamidino-2-fenilindol)/Vectashield
H-1000 (1:100) e armazenadas em caixa escura.

A avaliagdo foi feita em microscopio de epifluorescéncia Olympus
BX60 nos comprimentos de onda de excitagdo/emissao de 358/461 para o DAPI
e 495/515 para a FITC (Fluorescéncia isocianetada). O padrdo de distribuicdo da
H3S10f foi determinado a partir das observacdes dos eventos de ocorréncia e
ndo ocorréncia da imunolocalizagdo, e contagem das anormalidades
cromossomicas. Nesta etapa, foram avaliadas cinco laminas por tratamento. A
imunolocalizagdo foi realizada para ratificar as observacdes feitas pela coloragéo
convencional e visando observar efeitos do SPL sobre a fosforilacdo da serina 10

na histona H3.
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4 RESULTADOS

4.1 Analises do crescimento radicular e ciclo celular

Os dados de crescimento radicular médio (CR), indice mitético (IM),
média de alteragdes cromossdmica (AC) e média de ntcleos condensados (NC)
estdo apresentados na Tabela 2. Para o CR, foi verificado que os tratamentos
com aluminio e SPL diferiram significativamente em comparagdo com o
controle, com redugdo do crescimento da raiz expresso em 32,92% e 39,64%,
respectivamente. Os tratamentos com cianeto e fluoreto ndo afetaram
significativamente o crescimento radicular. Entretanto, para o IM, o cianeto foi o
unico dos tratamentos com diferenga significativa.

Em comparacdo com o controle, os testes demonstraram que o SPL e
seus componentes isolados provocaram efeitos significativos. Entretanto, a
frequéncia de alteragdes cromossOmicas total foi significativamente igual para
todos os tratamentos (Tabela 2).

Em relagdo a presenga de NC, com exce¢do do aluminio, os demais
tratamentos diferiram do grupo controle, sendo mais expressivo para o SPL
(Tabela 2).

A analise detalhada das ACs mostrou que a metafase foi a fase do ciclo
celular mais afetada pela exposicdo ao SPL e seus principais componentes.
Foram observadas, em diferentes frequéncias, efeitos diversos tais como:
cromossomos pegajosos, c-metafases, fragmentos e cromossomos nao
orientados (Tabela 3). Nos tratamentos com aluminio e fluoreto, observou-se
frequéncia de cromossomos ndo orientados superior a observada para SPL e
cianeto (Tabela 3, Figura 1A). A ocorréncia de fragmentos cromossémicos foi
significativamente igual para todos os tratamentos (Tabela 3, Figura 1B). A

frequéncia de cromossomos pegajosos foi significativamente diferente em
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ralagdo ao controle para os tratamentos com SPL, cianeto e fluoreto, sendo
maior para células tratadas com o fluoreto (Tabela 3, Figura 1C), sendo maior
para o fluoreto e o cianeto. Entre todos os tratamentos, o SPL mostrou maior
efeito como indutor de C-metafases e o fluoreto para a formacdo de pontes
(Tabela 3, Figuras 1D; 1E). Todos os tratamentos induziram, de forma
semelhante, a formacdo de micronucleos, ndo diferindo significativamente ao

controle (Tabela 3, Figura 1F).

Tabela 2 Crescimento Radicular médio em mm (CR), Indice Mitético (IM),
média de Alteragdes Cromossdomicas (AC) e Nucleos Condensados
(NC) para cada tratamento

Tratamentos CR IM AC NC
Controle 12,18 £ (0,45)* 21,32+£4,70° 0,49+ 0,63" 0,0 £0,0°
Aluminio 8.174(0.52)° 207144410 2TELATT 000470

Cianeto 11,22+ (127)" 31,04+439  2,64+1,81° 0,58+ 1,00c
Fluoreto 12,21 +(0,30)* 22,19+6,10° 291+1,2° 1,85+ 1,10°
SPL 7,35+(0,81)° 19,44+4,87° 2,89+131°  3,77+1,19°

Meédias seguidas de desvio padrdo. Valores com letras diferentes na coluna diferem entre
si pelo Teste de Kruskall Wallis para significancia de p<0,05.
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Tabela 3 Médias das alteragdes cromossémicas observadas em relag@o ao total
de altera¢des encontradas para cada elemento, a cada mil células

Anormalidades Cianeto Aluminio  Fluoreto SPL Controle
Cromossomicas
Cromossomos nao 2,77 A 3,7B 451 B 22A 0,73 A
orientados
Fragmentos 1,14 A 20A 0,38 A 1,2 A 0,18 A
Cromossomos 12,8 BC 49 AB 13,01 C 9,83 BC 1,44 A
pegajosos
C-metafases 4,36 AB 4,8 BC 382AB 12,69C 0,94 A
Pontes 5,3 BC 478 B 6,56 C 3,82 B 1,84 A
Micronucleos 0,55B 0,43 B 0,60 B 0,61 B 0,13 A

*Valores seguidos de mesma letra na linha ndo diferem entre si para cada anormalidade
pelo teste de Kruskall Wallis para significancia de p<0,05.
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Figura 1 Exemplo das anormalidades cromossomicas observadas apds
exposicdo ao SPL e seus principais componentes por coloracio
convencional. a) Cromossomo ndo orientado (seta); b) Metafase com
fragmento, seta indicando o fragmento; ¢) Cromossomos pegajosos;
d) C-Metafase; e) Anafase com pontes f) Célula interfasica com
microntcleo (seta)

Nota: A barra representa 30 pm.
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4.2 Analise dos efeitos do SPL e seus principais componentes por meio da

imunolocalizacdo da fosforilaciio da serina 10 da Histona H3

As analises com imunolocalizagdo mostraram que, em todos os
tratamentos, existem células em divisdes normais, com padrdo de distribui¢ao
espago-temporal regular da histona H3fosforilada na serina 10 (H3S10f) (Tabela
4, Figura 2) com a localizag@o pericentromérica tipica. A marcagéo ¢ ausente em
intérfase (Figura 2A), aparecendo inicialmente em profase (Figura 2B),
prosseguindo na prometafase (Figura 2C) e permanecendo na metafase (Figura
2D). Na anafase, o sinal da H3S10f apresenta menor intensidade (Figura 2E) e

comeca a desaparecer, de forma gradual, na telofase (Figura2F).
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Figura 2 Ciclo mitdtico normal com padrdo de distribuicdo da H3S10f tipica.
a) célula em intérfase com auséncia de fosforilagio da H3S10; b)
Profase mostrando o inicio do aparecimento dos sinais; c¢)
Prometafase com sinais da H3S10f pericentroméricos caracteristicos;
d) Metafase mostrando os sinais na placa equatorial; e) Anafase com
sinal da H3S10f apresentando menor intensidade e f) Teléfase com
menor intensidade do sinal de fosforilagdo da H3S10

Nota: A barra representa 10 um.
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Para as células com AC, foi verificado que, em todos os tratamentos,
havia distribuicdo regular H3S10f, mas também ocorriam células com auséncia
ou numero reduzido de fosforilagdo da histona H3 na serina 10, em diferentes
frequéncias (Tabela 4). Nos tratamentos com cianeto e SPL, foram observadas
as maiores frequéncias de células com problemas sobre a fosforilagdo da H3 na
serina 10, as quais apresentavam auséncia ou numero reduzido de sinais
fosforilagdo (77,27% e 58,62%, respectivamente). O menor impacto foi

observado nas células tratadas com fluoreto.

Tabela 4 Porcentagem de células com alteragdes cromossomicas (AC) em
funcdo da fosforilacdo da serina 10 da histona H3

Tratamentos Total de células H3S10f H3S10f *
Cianeto 19 22,73% 77,27%
Aluminio 34 55,88% 44,12%
Fluoreto 12 83,33% 16,67%
SPL 29 41,38% 58,62%

*Auséncia ou namero reduzido de sinais da H3S10f.

Dentre as células com AC, observou-se que aquelas em que foram
encontrados cromossomos pegajosos (Figura 3A), os sinais de fosforilagdo da
H3S10 apareceram em menor numero e intensidade de fluorescéncia. Além
disso, estes sinais apareciam de forma difusa por toda a célula, diferindo do
comportamento tipico das marcagdes pericentroméricas dos cromossomos
orientados na placa equatorial como observado na metafase normal (Figura 2D).

As C-metafases, de modo geral, apresentavam 18 marcacdes
pericentroméricas de H3S10f, sendo essas consideradas normais, por
apresentarem o nimero de marcagdes esperado para a espécie que possui 18

cromossomos (Figura 3C).
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As metafases poliploides observadas em células tratadas com fluoreto,
cianeto e aluminio (Figura 3B) foram caracterizadas por apresentarem niimero
de marcagdes pericentroméricas da H3S10f acima de 18. Algumas metafases e
pré-metafases apresentavam cromossomos ou fragmentos com e sem sinais de
fosforilagdo (Figuras 3D; 4A e B e 4C). Além disso, foram observadas quebras
na regido pericentromérica em pro-metafases analisadas (Figura 4Ae 4B).
Cromossomos ndo orientados, apresentando sinal de fosforila¢ao, foram também
observados (Figura 4D).

Outra evidéncia dos efeitos dos tratamentos sobre essa modificagdo pds-
traducional foi observada nas andfases com cromossomos ou fragmentos
perdidos, sem os sinais pericentroméricos caracteristicos da fosforilagdo (Figura
3E). Além disso, foi observada anafase com fuso tripolar que apresentava, em
todos os polos, cromossomos com sinais da fosforilagdo (Figura 3F). Células
com micronucleos também foram observadas, e estes ndo apresentaram

marcacao de H3S10f (Figura 4E e 4F).



36

Figura3 Anormalidades do ciclo celular evidenciadas pela imunolocalizago
da H3S10f. a) Cromossomos pegajosos com sinais de fosforilacdo
difusos ¢ em menor nimero b) Célula poliploide com numero de
sinais de fosforilacdo superior a 18; ¢) C-metafase com 18 sinais
pericentroméricos; d)Metafases com fragmentos com e sem sinal de
fosforilagdo; e)Andfase com cromossomo ou fragmento perdido sem
sinal de fosforilagdo; f) Anafase multipolar com sinais de fosforilagdo
em todos os polos. Setas indicam fragmentos ou cromossomos sem
sinal e pontas de seta, fragmentos ou cromossomos com sinal de
fosforilagao

Nota: A barra representa 10 um.
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Figura4 Anormalidades do ciclo celular evidenciadas pela imunolocalizag@o
da H3S10f. a e b) Pro-metafase com cromossomo ou fragmento com
e sem sinal de fosforilagdo; ¢) Metafase com cromossomo nao
orientado e sem sinal de fosforilagdo d) Metafase com cromossomo
ndo orientado com sinal da fosforilagdo; e-f) Microntcleos com
auséncia de fosforilagdo. Setas indicam cromossomo/fragmento sem
sinal, pontas de seta indicam cromossomo/fragmento com sinal; setas
vermelhas indicam micronticleo. Asteriscos indicam locais de
quebras pericentroméricas. O zoom estd evidenciando a regido de
quebra pericentromérica

Nota: A barra representa 10 um.
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5 DISCUSSAO

As analises de CR mostraram que estd havendo inibi¢do de crescimento
para os tratamentos com SPL e aluminio, mesmo que, para ambos, o IM ndo
tenha diferido do controle. Essa observagéo se opde ao observado para o cianeto,
cujo IM foi altamente afetado e o CR manteve-se nos niveis observados para as
plantas do grupo controle. A redu¢do do crescimento radicular pode resultar de
mecanismos diferentes como morte celular, inibi¢ao da divisdo celular, inibigdo
do alongamento das células e inibicdo de absor¢do de nutrientes (DELHAIZE;
RYAN, 1995; KOCHIAN, 1995; RENGEL et al, 1996; IKEGAWA;
YAMANOTO; MATSUMOTO, 1998). Os resultados observados neste estudo
mostram, portanto, que os efeitos sobre a redu¢do do crescimento ndo devem
estar associado a inibicdo da divisdo celular, mas podem estar relacionados com
alguns fatores listados pelos autores supracitados, como a morte celular e o
alongamento das células.

O elevado IM observado em células tratadas com cianeto pode estar
relacionado com o aumento de C-metafases. Estas, por sua vez, estdo
intimamente ligadas aos problemas na formacdo do fuso mitético devido a
insuficiéncia energética. O cianeto pode estar envolvido com alteracdes na
fun¢do mitocondrial, roubando ou levando a uma producdo insuficiente de
energia ¢ afetando a polimerizacdo dos microtibulos. Devido a essa influéncia
do cianeto na atividade mitocondrial, ocorre morte celular que ¢ evidenciada
pela presenga de micleos condensados.

Também em células de L. sativa tratadas com SPL e seus principais
componentes, Palmieri et al. (2014) verificaram a redu¢do do CR e do IM em
todos os tratamentos. No entanto, esses autores observaram os efeitos das
substincias sobre a germinacdo (tratamento continuo) e revelaram o forte

impacto das mesmas sobre esse processo. Os resultados apresentados no
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presente trabalho foram obtidos a partir da andlise de sementes germinadas em
agua e que foram colocadas nos tratamentos quando suas raizes atingiram cerca
de 2 mm (tratamento descontinuo), logo, os efeitos observados sdo relacionados
exclusivamente com o processo de crescimento da raiz, refletindo as respostas
das células pos-germinacdo e justificando, portanto, as diferencas observadas
entre os dois estudos.

A presenga de anormalidades cromossomicas ¢ nicleos condensados em
todos os tratamentos ratifica o que j& foi descrito para os efeitos do SPL e seus
componentes em espécies vegetais por Palmieri et al. (2014) e Andrade, Campos
e Davide (2008) e Andrade, Davide e Gedraite (2010). As maiores médias de
nucleos condensados observadas nos tratamentos com SPL também foram
relatadas para células meristematicas de L. sativa por Palmieri et al. (2014). O
fato de o SPL apresentar um equilibrio entre a ocorréncia de AC clastogénica e
aneugénica e o grande numero de NC explicam seu efeito sinergistico em que
seus principais compostos contribuem de forma conjunta, sendo o dano genético
maior em células tratadas com SPL do que nos demais compostos testados
(ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE, 2008; PALMIERI et al., 2014).

Em menor grau, o fluoreto e o cianeto também induziram a formagéo de
NC nas condigdes testadas no presente trabalho. Os estudos sobre os efeitos do
fluoreto em células vegetais ainda sfo escassos. Altas concentra¢des desse
composto inibem totalmente o crescimento radicular, impedindo a germinagio
das sementes. A sua principal contribuicido no SPL ¢ a inducdo de MC
(PALMIERI et al., 2014). Segundo Palmieri et al. (2014), o cianeto induz a
formag¢do de NC em sementes de L. sativa. A presenca de NC ¢ a marca
citologica da ocorréncia de MC (morte celular), que visa eliminar células que
apresentam danos genéticos, sendo um eficiente mecanismo de autodefesa que
procura evitar a proliferacdo e heranca desses danos (DANONS et al., 2000).
Andrade et al. (2011) e Andrade-Vieira, Campo e Davide (2012) mostram que



40

altas doses de SPL pode causar mais de 50% de morte nas células meristematica
de Allium cepa.

A maior frequéncia de danos provocados em células em metafases pode
indicar uma agdo preferencial do SPL e seus principais componentes sobre os
constituintes da placa metafasica, evidenciadas pela observagdo de cromossomos
ndo orientados, fragmentos, cromossomos pegajosos e C-metafases. Com base
nesses resultados foram confirmadas, em graus diferenciados, as agdes
clastogénicas e aneugénicas do SPL e de seus componentes. Anteriormente,
Palmieri etal. (2014) ja haviam relatado para L. Sativa o efeito aneugénico do
cianeto, que resultou em um processo de divisdo celular anormal, o que pode
levar a formagdo de células com ploidias diferentes. Também foi relatada a agéo
clastogénica do aluminio e fluoreto devido a presenga de grande quantidade de
pontes e micronicleos. Além disso, determinou-se que o SPL tem aclo
aneugénica e clastogénica sobre as células e que seus principais componentes
agem sinergisticamente. Apesar dos trabalhos que avaliaram o efeito téxico do
SPL e seus componentes principais verificarem a presenga de AC, nenhum deles
apresentou resultados sobre os efeitos em nivel da molécula de DNA
(ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE, 2008; ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE,
2010; PALMIERI et al.,, 2014), sendo o presente trabalho, o primeiro a
apresentar essa abordagem molecular e de organizacido dos cromossomos.

O padrao regular de distribuigdo da fosforilagdo da histona H3 na serina
10, observado nas células que ndo apresentavam AC de L. sativa, submetidas
aos tratamentos com SPL, aluminio, fluoreto e cianeto, estd de acordo com o que
tem sido relatado para espécie de plantas com cromossomos monocéntricos
(KASZAS; CANDE, 2000; MANZANERO et al., 2000; MANZANERO et al.,
2002; PAULA et al., 2013). Estudos mostraram que os eventos de H3S10f estdo
mais relacionados com a manutencdo da coesdo entre as cromatides irmas e essa

modificacdo poés-traducional ocorre de maneira consistente enquanto as
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cromatides irmas mantém-se coesas, comecando em prdfase até o inicio da
anafase (MANZANERO et al., 2000; GERNAND; DEMIDOV; HOUBEN,
2003; TOPP; DAWE, 2006).

Dentre as células portadoras de AC, também foi verificado que algumas
delas apresentavam padrdo regular de H3S10f, porém outras células
apresentaram auséncia ou numero reduzido de H3S10f, sobretudo nos
tratamentos com o cianeto ¢ o SPL. Essa observagdo indica que ambos exercem
um maior efeito sobre essa modifica¢ao pos-traducional, comparado ao fluoreto
e aluminio.

O menor mimero de marcagdes pericentroméricas observadas em
algumas metafases anormais de todos os tratamentos evidencia que a serina 10
da histona H3 ndo apresentou fosforilagdo, indicando uma provavel inativagio
do centrémero, causada pela exposicdo a esses compostos, visto que esta é uma
marca epigenética relacionada com a atividade pericentromérica (HOUBEN;
DEMIDOV; KARIMI-ASHTIYANI, 2013). A ativagdo é necessaria para o
perfeito movimento dos cromossomos durante a divisio (SUMNER, 2003).
Esses resultados mostram que estd havendo um impacto desses compostos sobre
a funcionalidade do centrémero e a coesdo entre as cromatides irmds, que se
refletem na orientagdo dos cromossomos na placa equatorial e na segregagao.
Tais comportamentos podem explicar o efeito aneugénico observado.

A ocorréncia de C-metafases com atividade comprometida dos
centromeros observada para os tratamentos com SPL e cianeto pode resultar na
formagdo de células com nmiimero variaveis de cromossomos, refor¢cando a ideia
de efeito aneugénico destes compostos.

Para cromossomos pegajosos, de acordo com Silva ¢ Fonseca (2003),
El-Ghamery, El-Kholy e El-Yousser (2003) e¢ Andrade, Davide e Gedraite
(2010), a ocorréncia se deve a alteragdes na estrutura dos cromossomos que gera

a perda das caracteristicas normais da condensac¢do, causando a formagdo de
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aglomerado que ¢ irreversivel e pode levar & morte celular. A presenga de
Cromossomos pegajosos ¢ pontes na anafase podem ser decorrentes de agdo
clastogénica. Elas podem se expressar devido as quebras que resultam no ciclo
de quebra-fusdo-ponte descrito por McClintock (1941) em estudos classicos com
citogenética do milho.

A comprovacdo de agdo clastogénica ¢é feita também pela presenga de
quebras nas regides pericentroméricas, predominantemente nos tratamentos com
aluminio, cianeto e fluoreto, que foram claramente marcadas pela
imunolocalizacdo da H3S10f. Esses resultados indicam que se trata de uma
regido possivelmente com menor densidade de DNA e que pode ser
caracterizada como um sitio fragil, o qual esta associado com instabilidades
cromossOmicas. Sitios frageis (SFs) sdo amplamente descritos em humanos,
associados ao cancer (RICHARDS, 2001; HUEBNER; CROCE, 2001;
GLOVER, 2006), e, recentemente, foram relatados em espécies vegetais, tais
como Lolium perenne e L. multiflorum (HUANG et al., 2008; HUANG et al.,
2009; BUSTAMANTE et al., 2014; ROCHA et al., 2015) e Phleum echinatum
(GRABOWSKA-JOACHIMIAK et al., 2014).

Em Lolium, os SFs ocorrem, de forma espontianea, na regido do rDNA
45S, e estdo parcialmente colocalizados com regides pericentroméricas.
Entretanto, j& foram descritas formas de inducdo de SF empregando
actinomicina (ActD) e amphicolina em milho, arroz, cevada e sorgo (Huang et
al., 2012). Analises especificas em milho tratado com ActD mostraram que nos
SFs houve diminui¢do de histonas H3, consistente com a descondensagéo,
hipometilacdo de sequéncias C-G e presenca de histonas YH2AX, uma variante
da histona H2A fosforilada, que serve como uma marca para detectar quebras

dupla fita do DNA.
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Os SFs observados nas regides pericentroméricas dos cromossomos de
L. sativa tratados com SPL e com seus principais componentes podem também
ser responsaveis pela formagao de metafases com cromossomos pegajosos.

Uma das causas para a formag@o de metafases poliploides, observada no
tratamento com fluoreto, pode estar relacionada com o bloqueio da
polimerizac¢do dos microtibulos que geram alteragdes no funcionamento do fuso
mitdtico (CARPETA et al.,, 2006; CAMPOS et al.,, 2008). O efeito das
substancias estudadas sobre o fuso mitético ¢ confirmado pela presenga das C-
metafases que sdo resultantes de distlirbios na polimerizacio e despolimerizagdo
dos microtubulos. Tais distirbios levam a interrup¢do do ciclo celular em
metafase e os cromossomos sdo observados bem condensados e com os
centrémeros definidos (SHARMA; SEN, 2002).

Geralmente, como consequéncia da inativagdo dos centromeros, ja
relatada anteriormente, ocorre a eliminacdo do cromossomo ao término da
divisdo celular, levando a formacgdo de micronucleos. Os cromossomos nao
orientados que apresentam sinais da H3S10f e, portanto, (peri)centrdmeros
ativos, poderdo ainda ser incorporados nos nucleos filhos durante a divisdo,
dependendo da sua posigdo territorial na célula. Os fragmentos acéntricos ou
cromossomos com (peri)centromeros inativos tendem geralmente a serem
eliminados na forma de MN.

A presenca de anafases multipolares pode ser indicativa de problemas no
arranjo e organizacdo dos microtibulos causados pelo aluminio. Essa hipdtese €
reforcada pela presenca de C-metafases, cromossomos nédo orientados e células
poliploides, uma vez que as mesmas, em geral sdo causadas por alteracdes na
dindmica dos microtibulos (HARON; SHEHI, 2001). Provavelmente, o SPL ¢
seus constituintes, além de afetar a fosforilagdo da serina 10 da histona H3 que
interfere na orientacdo e na segregacdo cromossomica, podem estar interferindo

nos processos de polimerizacdo e despolimerizagdo dos microtibulos.
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Os distarbios no fuso foram descritos por Dho et al. (2010), que
verificaram, por meio de imunolocalizacdo da B-tubulina em células de Pisum
sativum, que o arsénio provoca alteragdes em cadeia no arranjo dos
microtubulos, observados nas bandas pré-préfase e fusos metafasicos alterados,
e que altas concentra¢des deste composto podem conduzir a perda completa
dessa estrutura. Fusconi, Gallo e Camusso (2007), avaliando o comportamento
de P. sativum também por imunolocalizagdo da [-tubulina, verificaram
alteracdes nos microtibulos, mas provocadas pelo cddmio e observaram que o
citoesqueleto microtubular € fortemente sensivel ao cadmio, ja que em pequenas
dosagens ele provoca alteragdes microtubulares que estdo, possivelmente,
envolvidas no atraso do progresso de células de G2 para a mitose.

Os resultados da avaliagdo da H3S10 indicam que o SPL e seus
principais componentes estdo promovendo a inibi¢do da fosforilagdo, cuja acéo
tem efeitos sobre a atividade dos (peri)centromeros ¢ a coesdo das cromatides
irmds, fatores estes relacionados com o surgimento das alteracdes
cromossOmicas observadas.

A avaliag@o do padrio de distribui¢do da fosforilagdo da histona H3 na
serina 10 realizada no presente estudo trouxe uma nova abordagem em relagdo
as analises anteriores de citotoxicidade, que permite o entendimento das
respostas em nivel funcional/molecular das células. Essa abordagem vai ao
encontro das afirmac¢des de Vandegehuchte e Jansen (2014), sobre o uso de
analises das caracteristicas epigenéticas de espécies vegetais e animais
submetidos a fatores de estresses ambientais. Esses estudos podem trazer
informagdes relevantes no campo da ecotoxicologia, derivadas de avaliagdes das

caracteristicas epigenéticas, sobretudo da metilacdo do DNA.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados observados em células de L. sativa, conclui-se

que o SPL e seus principais componentes:

a)

b)

¢)
d)

afetaram o crescimento radicular por mecanismos nao associados ao
aumento do niimero de células, mas por mecanismos relacionados
com a morte celular e alongamento das células;

induziram alteragdes aneugénicas e clastogénicas;

apresentaram efeito sinergistico sobre o ciclo celular;

inibiram a fosforilacdo da histona H3 na serina 10, inativando
regides pericentroméricas e afetando a coesdo das cromatides irmas
com reflexos sobre a orientagio dos cromossomos na placa
metafasica e segrega¢do das cromatides na anafase;

induziram quebras nas regides pericentroméricas dos cromossomos,

caracterizadas como sitios frageis.
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