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RESUMO

O teste de Allium cepa L. tem sido rotineiramente empregado para a avaliacdo de
ecotoxicologia e prospeccdo de efeitos biologicos. A estratégia mais comum
associada ao teste € a analise de parametros citogenéticos, tais como indice mitotico
e percentual de alteracbes cromossémicas. O uso da citometria de fluxo para a
analise de citogenotoxidade e mutagénese em A. cepa ainda € um aspecto pouco
explorado. Diante disto, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer
parametros de citometria de fluxo para a andlise de citogenotoxidade em A. cepa,
utiizando como agente mutagénico o cloreto de sodio. Bulbos de A. cepa foram
expostos em agua destilada por um periodo minimo de 24 horas e em seguida
submetidos as concentracdes de cloreto de sodio (0; 31,25; 62,5; 125; 250 e
500mM) por 2, 4, 8, 12 e 24 horas. O cloreto de sadio foi utilizado por ser conhecido
na literatura como indutor de morte celular em plantas. Os parametros considerados
na citometria de fluxo foram: intensidade de fluorescéncia, FSC (tamanho nuclear) e
SSC (complexidade nuclear). Ja na analise citogenética, os parametros avaliados
foram indice mitdtico (IM) e alteragdes cromossOmicas. Foi realizado ensaio cometa
nos tratamentos expostos por 24 horas para a averiguacdo de fragmentacdo do
DNA. Células controle foram caracterizadas quanto ao tamanho nuclear, por meio de
técnicas citogenéticas e pela citometria de fluxo. Houve reducdo no IM com o
aumento da concentracéo e tempo de exposi¢cao aos tratamentos. Da mesma forma,
os resultados de citometria de fluxo indicaram uma diminuicdo gradual significativa
no percentual de células em G1, S e S + G2. Nos tratamentos com indice mitotico
préximo ou igual a zero foram observadas caracteristicas de morte celular, como
condensacdo do nucleo (diminuicdo do FSC e intensidade de fluorescéncia) e
fragmentacdo do material genético (aumento de sub-G1 e coeficiente de variacdo);
esta fragmentacdo também foi observada no ensaio cometa. Os resultados da
analise de complexidade interna (SSC) foram inversamente proporcionais aos dados
de tamanho nuclear (FSC), indicando que a condensacdo da cromatina ocorre de
maneira irregular. Diante dos resultados, pode-se identificar que estes parametros de
citometria de fluxo podem ser utilizados com seguranca na avaliagdo de morte
celular em A. cepa, considerando as caracteristicas de condensacdo do nucleo e
fragmentacdo do DNA. Curiosamente, em todas as analises a concentracdo 62,5mM
de NaCl se destacou por apresentar um elevado percentual de c-metafases e
algumas metafases poliploidizadas. Esta mesma concentracdo foi testada quanto a
capacidade de induzir c-metafases em células de alface e tomate e os resultados
sugerem o cloreto de s6dio como potencial agente antimitético.

Palavras-chave: cloreto de soédio; indice mitdtico; morte celular; condensacgéo
nuclear.



ABSTRACT

Allium cepa L. assay has been routinely used for the evaluation of ecotoxicology and
prospecting of biological effects. The most common strategy associated with this test
is the analysis of cytogenetic parameters such as mitotic index and percentage of
chromosomal abnormalities. The use of flow cytometry for cytogenotoxicity and
mutagenesis analysis in A. cepa is still an unexplored aspect. The present work aims
to establish parameters from flow cytometry for cytogenotoxicity analysis in the Allium
cepa test using with mutagen, sodium chloride. A. cepa bulbs were exposed in
distilled water for a minimum of 24 hours and then exposed to the concentrations of
sodium chloride (0, 31.25, 62.5, 125, 250, and 500mM) for 2, 4, 8, 12 and 24 hours.
The sodium chloride was used because it is known in the literature as an inducer of
cell death in plants. The parameters considered in flow cytometry were: fluorescence
intensity, FSC (nuclear diameter) and SSC (nuclear complexity). In the cytogenetic
analysis, the parameters evaluated were: mitotic index (MI) and chromosomal
alterations. Comet assay was carried out in treatments exposed for 24 hours to the
investigation of DNA fragmentation. Control cells were characterized by nuclear size,
either by cytogenetic as by flow cytometry. A decrease in the percentage of dividing
cells was observed in a dose-time dependent. Likewise, the results of flow cytometry
showed significant decrease in the percentage of cells in G1, S and S + G2. In the
treatments with mitotic index equal or close to zero features of cell death were
observed as nuclei condensation (decrease of the FSC and fluorescence intensity)
and fragmentation of genetic material (increased sub-G1 and coefficient of variation);
this fragmentation was also viewed by comet assay. The results of analysis of
internal complexity (SSC) were inversely proportional to the FSC data indicating that
chromatin condensation occurs irregularly in the nuclear membrane. From the
results, you can identify those parameters that flow cytometry can be used safely in
assessing cell death in A. cepa, considering the characteristics of the nucleus
condensation and DNA fragmentation. Interestingly, in all analyzes the NacCl
concentration 62,5mM stood out with a high percentage of c-metaphase and some
polyploid metaphase. This same concentration was tested for ability to induce c-
metaphases lettuce and tomato cells and the results suggest the potential sodium
chloride as antimitotic agent.

Keywords: sodium chloride; mitotic index; cell death; nuclei condensation.
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1 INTRODUCAO

Testes mutagénicos, utilizando modelos vegetais, tém sido rotineiramente
empregados para a avaliacdo de ecotoxicologia e prospeccéo de efeitos bioldgicos
(PESNYA e ROMANOVSKY, 2013; RADIC et al., 2014). Dentre os modelos
utilizados nos ensaios de citogenotoxidade destaca-se Allium cepa L. (cebola),
bastante empregado por apresentar peqgueno numero cromossémico (2n=16),
cromossomos de tamanhos relativamente grandes e ser um teste de baixo custo e
facil execucdo. Além disso, os efeitos observados nas células de A. cepa
demonstram boa correlagdo com aqueles observados em células de mamiferos
(FISKESJO, 1985; GRANT, 1982).

O teste de A. cepa pode ser empregado para a avaliacao de diversos agentes
como metais pesados, pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, residuos
industriais e domésticos, extratos biolégicos, entre outros (LEME e MARIN-
MORALES, 2009).

A estratégia mais comum associada ao teste é a analise de parametros
citogenéticos, tais como indice mitético e percentual de alteracdes cromossdmicas
numeéricas ou estruturais (YILDIZ et al., 2009; KURAS et al., 2009; TEERARAK et al.,
2009; LEME e MARIN-MORALES, 2009; SOUSA et al., 2009). De modo geral, os
percentuais de células em divisdo (indice mitético) e as alteragcdes cromossémicas
sdo calculados como uma resposta a tratamentos diferenciados. O decréscimo ou
aumento dos percentuais de células em divisdo podem ser considerados parametros
seguros para determinar a presenca de agentes citotoxicos (SMALA-KINCL et al.,
1996). A analise de alteracdes cromossdmicas em todas as fases da divisdo celular,
como proposto inicialmente por Fiskesjo (1985), torna a avaliacdo dos efeitos mais
compreensiva, uma vez que promove uma melhor investigacdo dos mecanismos de
acdo dos agentes testes. Varias alteracdes podem ser detectadas, podendo-se citar:
pontes e fragmentos em anéfase, segregacdo desigual ou tardia de cromossomos,
ascensao precoce de cromossomos, perda de cromossomos, anafase/teléfase
multipolar, c-metafases, cromossomos aderentes, etc (FERNANDES et al., 2009;
LEME e MARIN-MORALES, 2009). Alteracbes como pontes e fragmentos sao



17

indicativos de efeitos clastogénicos, enquanto que perda de cromossomos,
segregacao tardia, ascensdo precoce, multipolaridade e c-metafases sdo indicativos
de efeitos aneugénicos (LEME e MARIN-MORALES, 2009). Adicionalmente ao uso
desses parametros, Ma et al. (1995) descreveram a avaliacdo de micronucleos em
células meristematicas F1 (primeira geracdo de divisdo) como um dos indicadores
mais simples de citogenotoxidade.

Apesar de os parametros citogenéticos serem bastante difundidos neste
ensaio, o uso da citometria de fluxo para a analise de citogenotoxidade e
mutagénese em A. cepa ainda é um aspecto pouco explorado. Mesmo que a técnica
ja tenha sido utilizada em alguns trabalhos, atualmente a sua utilizacdo ainda se
encontra bastante restrita. Para conhecimento, foram revisados 172 artigos,
publicados desde o ano de 2010 até marco de 2015, que utilizaram o ensaio de A.
cepa (ANEXO A).

De todos os trabalhos, apenas um (ANDRADE-VIEIRA et al., 2012) utilizou a
citometria de fluxo para determinar os efeitos do agente testado sobre as células
meristematicas de cebola. Estes autores avaliaram o efeito de um residuo solido
gerado na fabricagdo do aluminio sobre células meristeméticas de A. cepa e a
citometria de fluxo foi utilizada para avaliar o efeito sobre o ciclo celular.

Dos trabalhos restantes, quatro despertam interesse. Turkoglu (2013) e
Tarkoglu (2012) estimaram o conteudo de DNA por citofotometria. Nesta técnica,
nacleos interfasicos sdo corados com Feulgen e as laminas sédo preparadas e
analisadas em microscépios acoplados com microespectrofotbmetros. Os valores de
DNA sdo obtidos com base na densidade éptica e convertidos em picogramas,
utilizando um valor 2C de uma espécie padrdo. Eles também calcularam o volume
interfasico nuclear medindo o diametro dos nucleos corados e aplicando a férmula
4/31r3, onde r € o raio do nucleo. Todavia, estas estimativas podem ser feitas com
rapidez e precisao por citometria de fluxo.

Ja Leme et al. (2012) e Ghosh et al. (2012) realizaram o ensaio de
citogenotoxidade tanto em células de A. cepa como em modelos animais e aplicaram
a citometria de fluxo somente para as células animais. Isto pode ser explicado pelo
fato de haver varios kits e protocolos bem estabelecidos para o estudo de células
animais (AVLASEVICH et al., 2011). No trabalho de Leme et al. (2012), por exemplo,
foi utilizado o kit “In Vitro MicroFlow Kit” (Litron) para a deteccdo de micronucleo
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(MN) em células de ovario de hamster chinés (CHO). O método utiliza coloracao
sequencial para diferenciar MN de fragmentos de cromatina derivados de células em
apoptose ou necrose e, segundo 0s proprios autores, permite quantificar um grande
namero de células em curto periodo de tempo. Ghosh et al. (2012), por sua vez,
realizaram a citometria de fluxo de células sanguineas humanas tratadas com
nanoparticulas de prata e correlacionaram os dados de aumento da dispersao frontal
e lateral da luz com a presenca da nanoparticula dentro das células.

Apesar do conhecimento que se tem sobre as possibilidades da técnica de
citometria de fluxo, os dados ainda sao incipientes na pesquisa com plantas.
Portanto, o aprofundamento dessa abordagem representa a introducao/consolidacao
de uma ferramenta rapida e confidvel na deteccéo de irregularidades cromossdémicas
e de ciclo celular no ensaio de A. cepa, além de contribuir na elucidacdo dos
mecanismos de morte celular associados a exposicdo a extratos/substancias

biol6gicas ou agentes fisicos e quimicos ambientais neste modelo de estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica incialmente desenvolvida para a contagem
e andlise de células sanguineas (CORTE-REAL et al., 2002). No entanto, 0 uso
desta tecnologia generalizou-se para outras areas e tem se expandido nos estudos
com células vegetais (DOLEZEL, 1997, DOLEZEL et al., 2007).

Inmeras aplicacdes da citometria de fluxo ja estdo bem estabelecidas em
plantas, como a determinacdo de quantidade de DNA e tamanho de genoma
(GSCHWEND et al., 2013), determinacao de ploidia (NADLER et al., 2012), estudos
envolvendo hibridos (CAMPOS et al., 2009), analise de ciclo celular (SANDOVAL et
al., 2003), determinacdo de mixoploidia e aneuploidias (ROUX et al.,, 2003),
deteccéo de polissomatia (DOLEZEL, 1997), andlise de estabilidade gendmica em
materiais in vitro (MALLON et al., 2010) e avalia¢do de pélen (KRON et al., 2014).

O principio do método se baseia na deteccdo da dispersdo da luz e/ou
fluorescéncia de particulas que fluem numa suspenséo liquida. Por analisar
particulas suspensas, a técnica permite analises com muita rapidez e grande
namero amostral e garante que as particulas analisadas (nucleos ou organelas, por
exemplo) sejam lidas aleatoriamente, sem subjetividade (DOLEZEL, 1997).

A suspensao liquida, que contém as particulas a serem analisadas, é corada
com um fluorocromo e submetida a um aparelho denominado citdmetro de fluxo, que
contém uma camara de fluxo preenchida por um liquido envolvente (“sheath fluid”).
Este liquido apresenta uma velocidade de fluidez muito maior que a suspenséo
liquida e, através de um fendmeno fisico denominado focagem hidrodinamica, as
particulas sdo forcadas a moverem-se, uma a uma, no centro do fluxo (DOLEZEL,
1997).

No momento em que as particulas movem-se uma a uma elas intersectam um
feixe de luz e a dispersédo de luz ou intensidade de fluorescéncia de cada particula é
captada por receptores. Os fétons dispersos frontalmente sdo analisados por um

detector da dispersao frontal (FSC) e os que sao dispersos ortogonalmente (90°) sao
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analisados pelos detectores de dispersao lateral (SSC) (CORTE-REAL et al., 2002).

A analise por citometria de fluxo do contelddo de DNA nuclear baseia-se na
intensidade de fluorescéncia relativa de nucleos corados com um fluorocromo
especifico para o DNA. Os dados sédo apresentados na forma de histogramas, onde
a intensidade de fluorescéncia é proporcional & quantidade de DNA (DOLEZEL,
1997). E importante ressaltar que as células encontram-se em ciclicas divisdes
celulares. No modelo de ciclo celular apresentado por HOWARD e PELC (1986), o
tempo entre cada mitose encontra-se dividido em trés fases: G1, S e G2. Durante o
periodo de crescimento celular (fase G1) uma célula diploide apresenta um contetdo
2C (C — conteudo de um conjunto haploide de cromossomos). Durante a fase S
ocorre a duplicagdo do genoma nuclear e na fase seguinte (fase G2) o contetdo de
DNA nuclear é mantido no nivel 4C, até ocorrer a mitose (fase M) durante a qual a
célula se divide formando duas células filhas, cada uma com um contetdo 2C.

A leitura da fluorescéncia emitida por cada nucleo é plotada em um histograma
que se forma em tempo real em um computador acoplado ao citbmetro de fluxo. O
eixo horizontal do gréfico representa a intensidade de fluorescéncia relativa que é
diretamente proporcional a quantidade de DNA. E o eixo vertical representa a
frequéncia de ndcleos com cada intensidade de fluorescéncia (ou quantidade de
DNA — 2C, 4C e em duplicacéo). Todavia, as medi¢cdes do contetdo de DNA sempre
apresentam variacfes. As variacdes observadas sdo expressas em coeficientes de
variacdo (CV = desvio padréo dividido pela média) (DOLEZEL et al., 2007).

2.2 Algumas aplicagfes da citometria de fluxo na avaliacdo de mutagénese

Apesar de nos ultimos anos o uso da citometria de fluxo ser bastante restrito
no teste de A. cepa, alguns estudos envolvendo a técnica em ensaios de
mutagénese que utilizam modelos vegetais ja foram relatados. Rayburn e Wetzel
(2002) analisaram a variacdo no conteutdo de DNA nuclear induzida por
cromossomos aderentes em células de milho. Monteiro et al. (2010) analisaram a
genotoxidade do cadmio em trés plantas e correlacionaram o aumento do coeficiente
de variacdo do pico GO/G1 ao efeito clastogénico desse metal. Biradar et al. (1994)

verificaram alteracdes na quantidade de DNA em nucleos de milho, induzidas pela



21

exposicao ao fungicida Triticonazole. Efeito de sincronizacdo sobre as células de
Vicia faba foi verificado por citometria de fluxo apdés a exposicdo ao acido 2-
aminoindano-2-fosfénico (AIP) (CVIKROVA et al., 2003). Retardo no ciclo celular em
células meristeméticas de alface (Lactuca sativa) foi relatado apds a exposicao ao
composto Benzoxazolina-2(3H)-1 (BOA) utilizando a citometria como ferramenta de
andlise (SANCHES-MOREIRAS et al., 2008).

Kuras et al. (2006) descreveram mudangas na estrutura cromossomica,
atividade mitotica e conteddo de DNA nuclear em células de A. cepa expostas a
extratos aquosos da planta Uncaria tomentosa. A citometria de fluxo foi uma das
estratégias utilizadas na elucidacdo dos mecanismos de acdo do extrato dessa
espécie, demonstrando inibicao do ciclo celular na transicdo de G2 para mitose.

Faisal et al. (2013) analisaram os mecanismos de morte celular em tomate
apos exposicao a nanoparticulas de NiO e verificaram um aumento de subparticulas
G1 nos graficos de citometria de fluxo que correspondiam a ocorréncia de morte
célular.

Os mutagénicos fisicos também sado indutores de alteracdes cromossémicas
que, por sua vez, podem levar a alteracbes na quantidade de DNA. Selvan e
Thomas (1995) verificaram, por citometria de fluxo, a presenca de alteracdes na
guantidade de DNA em células meristeméaticas de bulbos de A. cepa que haviam
sido tratados com radia¢do gama.

Andrade-Vieira et al. (2012) analisaram o efeito do “Spent Pot Liner’ (SPL)
sobre a atividade mitética e conteido de DNA nuclear em células meristematicas de
A. cepa. Eles avaliaram a frequéncia de células nas fases G1, S e G2, as particulas
em sub-G1, o tamanho nuclear pelos dados de dispersdo de luz frontal (FSC) e a
fragmentacdo do DNA pelo teste de TUNEL e concluiram que este residuo da
indUstria do aluminio induz morte celular semelhante a apoptose em células de

cebola.

2.3 Morte celular e sua deteccéao por citometria de fluxo

A investigagdo sobre o processo de morte celular em plantas tem crescido
consideravelmente nos ultimos anos, dada a importancia da morte celular para o

desenvolvimento e defesa das plantas (DOORN et al., 2011). Grande parte do
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conhecimento que se tem sobre morte celular advém de estudos com células
animais. No entanto, em muitos aspectos, 0S processos em plantas se mostram
diferentes, gerando controvérsias na classificacdo dos tipos de morte celular em
plantas (DOORN et al., 2011).

A apoptose ou morte celular programada (PCD — Programmed Cell Death) é
um dos trés principais tipos de morte celular em animais. Comparado com 0s outros
dois (morte celular por autofagia e necrose), a apoptose ou PCD € o processo de
morte celular mais bem conhecido, tanto citologicamente, quanto bioquimicamente
(KROEMER et al., 2009). A apoptose é acompanhada por uma reducao do volume
celular, condensacdo da cromatina, segmentacdo nuclear e poucas modificacbes
estruturais das organelas citoplasmaticas (DOORN et al.,, 2011). Seu principal
marcador morfolégico € o fato de a membrana plasmatica permanecer intacta até os
estagios finais, em que ocorre a fragmentacdo da célula em pequenas vesiculas
revestidas por membrana (0s corpos apoptoéticos) (SHABALA, 2009; DOORN et al.,
2011). Finalmente, estes corpos sao fagocitados e degradados por enzimas
lisossomais ou células especializadas. Embora, frequentemente, a apoptose esteja
associada com a ativacdo de caspases e a fragmentacdo oligonucleossomal de
DNA, estes processos podem também acontecer em mortes celulares néo
apoptoéticas, sendo assim critérios insuficientes para sua classificacdo (DOORN et
al., 2011; KROEMER et al., 2009).

Um consideravel numero de artigos descrevem a “apoptose em plantas” ou
entdo o que se chama de “morte celular programada semelhante a apoptose”
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2012; JOSEPH e JINI, 2010; REAZEI et al., 2013). Doorn
et al. (2011) sugerem gque haja o uso incorreto do termo apoptose em plantas.
Primeiro, a condensacdo de cromatina e a fragmentacdo do DNA sé&o
frequentemente apontadas como caracteristicas da apoptose, mas elas podem
também ser observadas durante a morte celular por autofagia ou necrose (LEE et
al., 2001; FINK e COOKSON et al., 2005; HOYER-HANSEN et al., 2005). Segundo,
os tratamentos frequentemente induzem a uma condensacéo do protoplasto vegetal,
mas nao da célula em si, que pode morfologicamente se assemelhar & condensacao
celular apoptodtica. Contudo, as células animais que se condensam durante a
apoptose permanecem com a sua membrana plasmatica intacta até a formacgéo dos

corpos apoptéticos (NUNEZ et al.,, 2010), enquanto que o0s protoplastos que
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condensam em resposta ao estresse usualmente possuem membrana plasmatica
danificada e ndo fragmentam em corpos apoptoéticos (HEATH, 2005).

A confusdo aqui percebida nas classificagbes de morte celular denota a
necessidade de investigacdo destes processos em plantas.

Apesar das controvérsias, a citometria de fluxo representa uma técnica util na
investigacdo destes processos. Pela citometria de fluxo, algumas caracteristicas
morfolégicas da morte celular podem ser investigadas pela anélise de parametros
morfométricos (FSC e SSC) (ORMEROD et al., 1995). A disperséo da luz frontal ou
FSC (Forward Scatter) permite analisar o diametro ou tamanho celular/nuclear e a
disperséo lateral da luz (SSC — Side Scatter) , por sua vez, a granulosidade e/ou
densidade celular/nuclear.

A estimativa da quantidade de DNA com o uso de corantes, como o iodeto de
propideo, também permite a deteccdo de alguns parametros de morte celular por
citometria de fluxo. A condensacédo do DNA nuclear tem sido apontada como uma
das etapas dos processos de morte celular. Essa condensacgao geralmente dificulta a
ligacdo do iodeto ao DNA, o que pode ser identificado como uma diminuicdo na
intensidade de fluorescéncia e detectado como um deslocamento do pico G1 para a
esquerda na andlise de um histograma por citometria de fluxo (O'BRIEN et al.,
1998). A clivagem do DNA por endonucleases tem sido apontada como um evento
posterior a condensacdo do DNA em alguns casos. Como consequéncia, as células
em estagios de morte celular perdem fragmentos de DNA e a analise desses nlcleos
por citometria evidencia uma populacao de células, designadas como sub-G1, com
intensidade de fluorescéncia para DNA reduzida (ORMEROQOD et al., 1995).

2.4 Cloreto de sodio (NaCl) e efeitos citogenotoxicos

A morte celular desempenha um papel importante na adaptacdo de plantas
expostas a salinidade (REZAEI et al., 2013; JOSEPH e JINI 2010). Um dos efeitos
conhecidos do estresse salino em plantas é a indugcédo de morte celular. Sabe-se que
o cloreto de sodio (NaCl) induz este processo por gerar desequilibrio ibnico em
Arabidopsis (HUH et al., 2002) e em tabaco (SHABALA et al., 2007; SHABALA,
2009).

Rezaei et al. (2013) utilizou a concentragdo 500mM de NaCl para induzir PCD
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em células de trigo em suspensdo. O tratamento destas células durante 12 horas
induziu mudangas na morfologia nuclear e clivagem internucleosomal no DNA.

Lin et al. (2006) realizaram citometria de fluxo de protoplastos de tabaco
submetidos ao NaCl para avaliar a0 mesmo tempo 0s niveis de espécies reativas de
oxigénio (ROS), estado de transicdo de permeabilidade do poro mitocondrial (PTP) e
morte celular. A morte celular foi detectada considerando como parametro o aumento
de particulas antes de G1 (sub-G1). O aumento e diminuicdo de ROS e PTP foram
observados antes do aparecimento do processo de morte celular, indicando que o
mesmo induzido por estresse salino em tabaco € mediado por espécies reativas de
oxigénio e reducdo no potencial de membrana mitocondrial.

Estudos sobre os efeitos do cloreto de sodio sobre o indice mitdtico e
percentual de aberracbes cromossdOmicas sdo escassos. Hossain et al. (2004)
relataram a inibicdo do indice mitético e o aumento do percentual de alteracGes
cromossbmicas em raizes de Chrysanthemum morifolium R. submetidas a
concentracdes crescentes de NaCl, sendo que a aberragcdo mais frequente foi ponte
em anafase. Tabur e Demir (2009) relataram que sementes de cevada cultivadas em
diferentes concentracdes de NaCl mostraram uma diminuicao significativa do indice
mitético e maior numero de anormalidades cromoss6micas. Radic' et al. (2005)
sugeriram que altas concentracdes de sal (300, 450 e 600 mM de NaCl) causam a
inibicdo total de atividade mitdtica e anomalias cromossémicas em células
meristematicas de Centaurea ragusina L.

Katsuhara e Kawasaki (1996) relataram que houve deformacdo nuclear de
células meristematicas de cevada expostas por 12 horas a 500mM de NaCl. A
degradacéao nuclear foi observada quando as raizes foram expostas a concentracoes
de NaCl superiores a 300mM durante 24 horas, sendo acompanhada por
fragmentacao do DNA testada em gel de agarose por eletroforese. Katsuhara (1997)
identificou marcacdo TUNEL-positivo de células de cevada expostas ao NaCl e
propds, juntamente com os dados de Katsuhara e Kawasaki (1996), que a inibicao
do indice mitético e as caracteristicas morfolégicas observadas estavam associadas

a inducéo de morte celular nestas células.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estabelecer parametros de citometria de fluxo para a andlise de
citogenotoxidade no teste de Allium cepa, utilizando como agente mutagénico o

cloreto de sodio.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar parametros de citometria de fluxo para a andlise de populacdes

celulares de Allium cepa e relacionar com dados citogenéticos destas células.
- Utilizar o NaCl como agente citogenotoxico e testar a eficiéncia da citometria de
fluxo como método de deteccdo das alteracbes evidenciadas pela andlise

citogenética.

- Contribuir para o conhecimento dos efeitos citogenotéxicos do NaCl.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Modelo biologico

Para a conducédo dos experimentos, Allium cepa (cebola) (2n=2x=16) foi
utilizada como modelo biolégico. Em todos os ensaios foram utilizados bulbos

sadios, de tamanhos similares e obtidos comercialmente.

4.2 Delineamento

Cento e vinte bulbos de cebola foram lavados em &agua corrente e as
camadas de tecido morto, descartadas. Para a obtencdo das raizes, os mesmos
foram expostos em agua destilada por um periodo minimo de 24 horas (ou até
emitirem raizes). Os bulbos com quantidade de raizes inferior a sete foram

descartados. Noventa e trés bulbos foram selecionados para 0s experimentos.

4.2.1 Citometria de fluxo

Para cada tratamento investigado por citometria de fluxo foram utilizados trés
bulbos. De cada bulbo foram coletadas seis raizes, sendo estas utilizadas para o
preparo de uma amostra. Ou seja, para cada amostra de citometriaforam utilizadas
seis raizes provenientes do mesmo bulbo. Foram analisadas trés amostras por
tratamento (delineamento inteiramente ao acaso composto por trés repeticdes).

As suspensfes nucleares foram obtidas segundo o método descrito por
Galbraith et al (1983). Resumidamente, os seis meristemas de cada amostra foram
seccionados, com o auxilio de uma lamina, em uma placa de Petri contendo 1mL do
tampéo de lise LBO1, sobre o gelo. Apdés o isolamento dos ndcleos, a suspenséo
nuclear foi filirada por uma rede de nylon com cerca de 45um, de forma a eliminar a
maior parte dos residuos obtidos. Esta suspensao foi entdo corada com 50uL de
iodeto de propideo (1mg/mL) e analisada no citdbmetro de fluxo BD FACSCanto II.



27

4.2.2 Anélise citogenética

Para a andlise citogenética, foram utilizados os mesmos bulbos da citometria.
De cada bulbo, foi utilizada uma raiz para a confeccdo de uma lamina. Foram
analisadas trés laminas por tratamento (delineamento inteiramente ao acaso
composto de trés repeticoes).

As raizes coletadas foram fixadas em etanol: acido acético (3:1) e mantidas
no freezer por um periodo minimo de 24 horas. Para confec¢do das laminas, as
raizes foram hidrolisadas em &cido cloridrico (HCI) 5N por 20 minutos e
posteriormente lavadas em agua destilada. A regido meristematica foi separada do
restante da raiz e colocada sobre uma lamina em uma gota de &cido acético 45%
sendo posteriormente esmagada entre lamina e laminula. A laminula foi retirada com
auxilio de nitrogénio liquido e as células coradas com Giemsa 10% (por 4 minutos),

procedendo-se entdo a analise das laminas ao microscoépio de luz.

4.3 Caracterizacdo das células meristematicas de A. cepa por analise
citogenética e citometria de fluxo

Para a caracterizacdo das células, trés bulbos tratados apenas com agua
destilada foram utilizados. Foram analisadas trés amostras por citometria de fluxo,
de acordo com o item 4.2.1. Os seguintes parametros foram analisados: Intensidade
de fluorescéncia, FSC (tamanho nuclear) e SSC (complexidade nuclear). O FSC dos
ndcleos analisados foi determinado por comparagdo com beads (CaliBRITE Beads,
Becton Dickinson, tamanho de 6uM).

Destes mesmos bulbos, também foi feita andlise citogenética conforme o item
4.2.2. Em cada lamina foram caracterizados aleatoriamente 50 nucleos (interfasicos
e com caracteristica de condensacdo nuclear) quanto ao diametro nuclear. O
diametro (em um) de cada nucleo foi medido com auxilio do programa Image-Pro

Plus (Media Cybernetics).
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4.4 Aplicacao da citometria de fluxo na avaliacdo de citogenotoxidade de NacCl
e comparacdo com os dados de analise citogenética

Seis concentracdes de NaCl (0; 31,25; 62,5; 125; 250 e 500mM) e cinco
tempos de exposicao (2, 4, 8, 12 e 24 horas) foram investigados. Agua destilada foi
utilizada como controle negativo.

Para analise citogenética, as raizes foram coletadas, fixadas e as laminas
obtidas pelos mesmos procedimentos descritos no item 4.2.2. Os parametros
analisados foram IM e alteracdes cromossdmicas. As analises do indice mitético
foram feitas contando-se seis campos por lamina, na objetiva de 40x, somando-se
um total aproximado de 1500-2000 células analisadas por lamina. O IM foi calculado
dividindo-se o numero de células em divisdo pelo nimero total de células analisadas
e multiplicando-se por 100. Todas as células em divisdo das trés laminas foram
guantificadas e analisadas quanto a presenca de alteracbes cromossdémicas. O
percentual total de alteracdes foi calculado dividindo-se o total de alteracbes
encontradas pelo niamero de células em divisdo. Em tratamentos onde foi possivel
verificar um efeito de condensacéo e/ou fragmentacao nuclear, foram analisados 150
ndcleos (3 repeticdes de 50 ndcleos) quanto ao diametro nuclear.

A andlise dos tratamentos por citometria de fluxo foi realizada conforme o item
4.2.1. Os parametros avaliados foram: Intensidade de fluorescéncia, FSC (tamanho
nuclear) e SSC (complexidade nuclear).

4.5 Ensaio Cometa

Uma vez que caracteristicas de morte celular foram detectadas apos
exposicdo ao NaCl, o ensaio cometa foi realizado na tentativa de identificar
fragmentacdo de DNA. Para a realizagdo do ensaio, raizes de cebola foram tratadas
com as cinco concentracdes de NaCl e o controle em agua destilada pelo periodo de
exposicdo de 24 horas. Ap0Os este periodo, as raizes foram coletadas e fixadas em
etanol: acido acético (3:1). Aproximadamente 20 meristemas para cada tratamento
foram macerados em 300uL de tampéao de lise Tris.MgCl, (0,2M Tris, pH 7,5; 4mM
MgCl,—6H,0; 0,5% wi/v Triton X-100). A suspensao nuclear obtida foi filtrada por uma

rede de nylon com cerca de 45 pym. As laminas foram previamente revestidas com
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uma camada de agarose 1%. Posteriormente, 50uL da suspensdo nuclear foi
misturado a 50uL de agarose 1% aplicado sobre a lamina e coberto com laminula
plastica. Apés 5 minutos no gelo as laminulas foram retiradas. As laminas foram
mergulhadas em tampéo de lise (1M NaCl; 30mM NaOH, 0,5% w/v SDS, pH 12.3)
por 1 hora, na geladeira e, em seguida, colocadas na cuba eletroforética com
tampéo de eletroforese gelado (30mM NaOH e 1,5mM EDTA, pH>12,3) por um
periodo de repouso de 1 hora. ApGs o repouso, a corrente elétrica foi ligada a 25V
(1V cm™) por 20 minutos. As laminas foram lavadas trés vezes em agua destilada.
Cada lamina foi corada com 60uL de iodeto de propideo (20ug/mL) e analisada em
microscépio de fluorescéncia. Para cada tratamento, 25 nucleos (aqui denominados
cometas) foram analisados através de andlise visual. Nesta andlise, as imagens
foram capturadas no aumento de 400x e os cometas obtidos foram classificados em
cinco classes de dano, denominadas de classe 0 a classe 4 (0 — sem dano; 1 — dano
minimo; 2 — dano médio; 3 — dano intenso e 4 — dano méaximo). O indice de danos
(ID) de cada tratamento foi calculado pelo somatério dos produtos da multiplicacéo
do nimero de cometas de cada classe pelo digito denominador da classe (0, 1, 2, 3
e 4). O valor maximo de ID possivel € 100, considerando que os 25 cometas

analisados sejam classe 4.

4.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) e pelo teste de
Tukey, com nivel de significancia de 5%, com o auxilio do software de criacdo de

planilhas e analise de dados (Microsoft Excel).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao das células meristematicas de A. cepa por citogenética e
citometria de fluxo

Os resultados obtidos na analise por citometria de fluxo das células
meristematicas de A. cepa sdo mostrados na figura 1. Na analise de intensidade de
fluorescéncia dos nucleos corados com iodeto de propideo, o pico G1 foi ajustado
para o canal 100 (figura la) e este padrdo foi mantido em todas as analises
realizadas neste trabalho. A linearidade do citbmetro foi checada pela posi¢do do
pico G2 que esteve no canal 201,03+0,04, podendo-se assim considerar esta
medida como adequada para as analises.

Na andlise de uma populacao controle de células meristeméticas de A. cepa,
0S nucleos em G1 representam 43,44+2,01% dos nucleos; S 19,43+1,89%;
G2/Préfase 27,11+1,78 e sub-G1, 10,02+3,21 (figura 1a).

Os nucleos em G1 apresentaram uma média de diametro 1,97 vezes maior do
gue as beads analisadas (6um), portanto, um diametro de 11,82um (figura 1b). Para
0s nucleos em G1, a variacdo observada foi de 7,50um a 14,32um (figura 1e). Os
nacleos em S mostraram-se em média 2,66 vezes maiores do que as beads
(diametro de 15,96um) (figura 1c) e a variacado observada de 13,04um a 20,60um
(figura 1le). Os nucleos em G2/préfase foram 3,35 vezes maiores (20,10um) (figura
1d) com variacdo entre 17,43um a 25,32um (figura 1e).

Com estes resultados é possivel perceber que alguns didametros nucleares
ndo permitem distinguir os maiores nucleos em G1 dos nucleos no inicio da fase S.
O mesmo é valido para nucleos no final da fase S e inicio de G2/Pr6fase (regides de
sobreposicdo). Excluindo estas regides de sobreposicdo, podemos perceber
tamanhos nucleares caracteristicos dos nucleos em G1 (entre 7,5 e 13,03uM), S
(entre 14,33 e 17,42uM) e G2/Proéfase (entre 20,61 e 25,32uM). (figura 1e).

Diante destes resultados, a analise citogenética foi realizada objetivando-se
identificar estes nucleos.

Um histograma representativo dos diametros nucleares das células

meristematicas de Allium cepa, obtidos pela andlise citogenética, € mostrado na
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figura 2. Nesta mesma figura sdo demonstradas as regides de tamanhos nucleares
determinadas pelas analises de citometria de fluxo. E possivel notar que a maioria
dos nucleos esta na faixa considerada como diagndstico para os nucleos em G1, o
gue se espera para uma populacdo normal, seguido de nacleos em S e G2/profase.

Tais resultados corroboram a analise por citometria de fluxo.

A B
100
o Beads
O o M
g sub-G:1-10,02% g
Hatoesee s, —
Intensidade de fluorescéncia 11,97XI| FSC
C D
Beads Beads
@) &
) (7))
7)) 7))
| 2,66X | FSC | 3,35X | FSC
Gl 7,50uM| | |14,32uM c
S 13,04uM | | | 20,60uM
G2/Préfase  17,43uM | | |25,32uM
RN IR
1 5 10 15 20 25 30

Diametros nucleares

Figura 1: Analise por citometria de fluxo do tamanho dos nucleos de células meristematicas de Allium
cepa numa situacdo controle. (a) Intensidade de fluorescéncia dos nucleos; o pico G1 foi ajustado
para o canal 100; sdo mostrados os percentuais de nicleos em cada fase do ciclo celular. (b) Andlise
de FSC dos nucleos em G1; eles sdo 1,97X maiores do que as beads. (c) Analise de FSC dos
nacleos em S; eles sao 2,66X maiores do que as beads. (d) Analise de FSC dos nlcleos em
G2/préfase; eles sdo 3,35X maiores do que as beads. (e) Variagdo nos didametros dos ndcleos em G1,
S e G2/préfase. A linha em vermelho indica a média de diametro destas populagdes (11,82um para
G1; 15,96um para S e 20,10um para G2/Profase). Na escala de 1 a 30 é possivel identificar as
regies onde os diametros nucleares nao se sobrep8em; G1 pode ser caracterizado como possuindo
um diametro entre 7,5um a 13,03um; S entre 14,33um e 17,42um e G2/Préfase entre 20,61um e
25,32um.
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Figura 2: Histograma de frequéncias dos didametros nucleares, de células meristematicas de A. cepa,
estimados por andlise citogenética. Segundo a analise por citometria de fluxo, os nucleos
considerados condensados teriam didmetros menores do que 7,50uM, em G1 entre 7,50um e
13,03um (retangulo amarelo); em S entre 14,33um e 17,42um (retangulo azul) e em G2/Préfase entre
20,61um e 25,32um (retangulo verde). Este parametro foi utilizado como padréo para detectar efeitos
sobre o ciclo celular nos experimentos conduzidos posteriormente.

5.2 Aplicacdo da citometria de fluxo na avaliacédo de citogenotoxidade de NaCl
e comparacdo com os dados de analise citogenética

5.2.1 Anédlise citogenética

Os resultados da analise de indice mitético das células meristematicas de A.
cepa, tratadas com diferentes solucdes de cloreto de sédio e controle, séo
apresentados na figura 3.

Foi observado que as maiores concentracbes de NaCl utilizadas (250 e
500mM) reduziram o indice mitético desde o menor tempo de exposicado (2 horas)
chegando a inibi-lo completamente apos 12 e 24 horas de exposicao (figura 3). Com
0 maior tempo de exposicado (24 horas), todas as concentracdes (exceto 31,25mM)
reduziram o indice mitdtico em comparagédo com o controle negativo (figura 3).
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Os tratamentos com indice mitotico proximo ou igual a zero apresentaram

caracteristicas morfolégicas semelhantes as descritas para morte celular. O aspecto

das células nesta condicdo variou com a intensidade dos tratamentos. As

caracteristicas observadas foram condensac¢do nuclear, membrana nuclear irregular

(nucleos disformes), alto indice de fragmentacéo nuclear e, em casos extremos, nao

foram observados nucleos individualizados (figura 4).
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Figura 4: Diferentes niveis de degradacdo celular, em comparacdo ao controle, observados nos
tratamentos que apresentaram indice mitético proximo ou igual a zero. A — Controle 12 horas; B —
500mM de NaCl 4 horas; C — 500mM de NaCl 8 horas; D — 500mM de NaCl 12 horas; E — 250mM de
NaCl 24 horas; F — 500mM de NaCl 24 horas. Barra 5pm.

Os resultados das andlises citogenéticas de diametro nuclear mostrados nas
figuras 5, 6, 7, 8 e 9, referem-se respectivamente aos tempos de exposicao de 2, 4,
8, 12 e 24 horas. No caso de fragmentacdo, as estimativas correspondem aos
remanescentes de ndcleos, picnéticos, observados.

Apoés 2 horas de exposicdo, percebe-se uma diminuicdo dos diametros dos
nacleos expostos a concentracdo de 500mM (figura 5). Essa reducgéo foi, em média,
de 21,98% em comparagao com o controle (figura 5).

Apbs 4 horas de exposicdo, percebe-se uma diminuicdo dos didmetros dos
nacleos expostos as concentracdes de 250 e 500mM (figura 6). Apds exposicdo a
concentracédo de 250mM os didametros nucleares foram, em média, 19,53% menores
do que no controle (figura 6). Essa mesma reducéao foi percebida apds exposicéo ao
tratamento com 500mM (ndcleos 13,86% menores em relacdo ao controle).
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Figura 5: Andlise citogenética dos nlcleos meristematicos de A. cepa. Histograma de frequéncias
dos didmetros nucleares apds 2 horas de exposicdo. (a) Controle (média dos diametros — 15,58uM);
b) 500mM (média dos didmetros — 12,17uM). Linha em vermelho demonstra a posi¢cdo das médias.
Nucleos condensados - didametros menores do que 7,50uM; em G1 entre 7,50um e 13,03um

(retangulo amarelo); em S entre 14,33um e 17,42um (retangulo azul) e em G2/Préfase entre 20,61um
e 25,32um (retangulo verde).

a b
Condensados G1 S G2/Pro Condensados G1 S G2/Pro
35 35
30 30
é 25 ;\5\ 25
g 20 § 20
C 15 z 5
3 @
<10 O 1
L )
B . L .
0 - 0
5 K
Tamanho nuclear c Tamanho nuclear

20

10

Percentual (%)

O % o > ) < O o ne) > 2 v \a A

I ST S RS A A g S
5 > D D 5
O’ v Q O @ ‘ga 13 > [ ,\’\4 )
A %y 2 o £ N Ry

N » >
SR P & & o
LA LA S SIS

Tamanho nuclear

Figura 6: Analise citogenética dos nlcleos meristematicos de A. cepa. Histograma de frequéncias
dos didmetros nucleares apés 4 horas de exposicao. (a) Controle (média dos diametros — 13,938uM);
b) 250mM (média dos diametros — 11,21uM); c) 500mM (média dos diametros — 12uM). Linha em
vermelho demonstra a posicdo das médias. Nucleos condensados - didmetros menores do que
7,50uM; em G1 entre 7,50um e 13,03um (retangulo amarelo); em S entre 14,33um e 17,42um
(retédngulo azul) e em G2/Préfase entre 20,61um e 25,32um (retangulo verde).
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Apoés 8 horas de exposicdo, percebe-se uma diminuicdo dos diametros dos
ndcleos expostos as concentracfes de 250 e 500mM (figura 7). A concentracdo de
250mM reduziu os diametros nucleares em 22,88% em relagédo ao controle (figura

7). Essa reducdo também foi percebida apos exposicdo ao tratamento com 500mM
(nucleos 25,21% menores em relacéo ao controle).
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Figura 7: Andlise citogenética dos nlcleos meristematicos de A. cepa. Histograma de frequéncias
dos didmetros nucleares ap0ds 8 horas de exposicao. (a) Controle (média dos diametros — 14,60uM);
b) 250mM (média dos diametros — 11,26uM); c) 500mM (média dos didmetros — 10,92uM). Linha em
vermelho demonstra a posicdo das médias. Nucleos condensados - didmetros menores do que
7,50uM; em G1 entre 7,50um e 13,03um (retangulo amarelo); em S entre 14,33um e 17,42um
(retdngulo azul) e em G2/Préfase entre 20,61um e 25,32um (retangulo verde).

Apos 12 horas de exposicéo, foi detectada uma diminuigdo dos diametros dos
nacleos expostos as concentragdes 125, 250 e 500mM (figura 8). ApOs exposicéo a
concentracédo de 125mM os didmetros nucleares foram 14,31% menores do que no
controle (figura 8). Essa reducéo foi percebida apds exposi¢cdo aos tratamentos com
250 e 500mM (nucleos 25,11% e 52,16% menores em relagdo ao controle,

respectivamente). Percebe-se nos tratamentos com 250 e 500mM, pela primeira vez,
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a presenca de nucleos condensados (de acordo com os valores determinados pela
citometria), representando 4,98% e 4253% dos ndcleos analisados,
respectivamente. No tratamento com 500mM né&o foi possivel identificar nacleos na

fase S e em G2/profase, evidenciando auséncia de divisédo celular.
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Figura 8: Andlise citogenética dos nlcleos meristematicos de A. cepa. Histograma de frequéncias
dos didmetros nucleares apés 12 horas de exposicdo. (a) Controle (média dos didmetros — 14,82uM);
b) 125mM (média dos didmetros — 12,70uM); c) 250mM (média dos didmetros — 11,10uM); d) 500mM
(média dos diametros — 7,09uM). Linha em vermelho demonstra a posicdo das médias. Nucleos
condensados - didmetros menores do que 7,50uM; em G1 entre 7,50um e 13,03um (retédngulo

amarelo); em S entre 14,33um e 17,42um (retangulo azul) e em G2/Préfase entre 20,61um e
25,32um (reténgulo verde).

ApoOs 24 horas de exposicao, percebe-se uma diminuicdo dos diametros dos
nacleos expostos as concentracdes de 62,5 a 250mM (figura 9). Para o tratamento
com 500mM néo foi possivel detectar nucleos intactos, tornando a analise inviavel.
Apés exposicdo a concentracdo de 62,5mM os didmetros nucleares foram 4,70%
menores do que no controle (figura 9). Essa mesma reducédo foi percebida apods

exposicao aos tratamentos com 125 e 250mM (nucleos 4,97% e 39,17% menores
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em relacdo ao controle, respectivamente). Neste Ultimo, percebe-se um percentual

quase nulo de nucleos entrando em divisdo (apenas 3,57%).
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Figura 9: Andlise citogenética dos nlcleos meristematicos de A. cepa. Histograma de frequéncias
dos didmetros nucleares apds 24 horas de exposi¢cdo. (a) Controle (média dos didmetros —
15,322uM); b) 62,5mM (média dos didmetros — 14,60uM); c) 125mM (média dos didmetros —
14,58uM); d) 250mM (média dos didmetros — 9,32uM). Linha em vermelho demonstra a posicdo das
médias. Nucleos condensados - diametros menores do que 7,50uM; em G1 entre 7,50um e 13,03um
(retdngulo amarelo); em S entre 14,33um e 17,42um (retangulo azul) e em G2/Préfase entre 20,61um

e 25,32um (retangulo verde).

O numero de brotos, micronucleos e pontes nucleoplasmaticas e o percentual

de alteracbes cromossOmicas estdo apresentados nas tabelas 1 (2 horas de

exposicao), 2 (4 horas de exposicdo), 3 (8 horas de exposi¢céo), 4 (12 horas de
exposicao) e 5 (24 horas de exposic¢ao).
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Tabela 1 — Numero de brotos, micronudcleos, ponte nucleoplasmatica e percentual de alteracdes
cromossémicas em células meristematicas de A. cepa tratadas com cinco concentracdes de NaCl e
controle em agua destilada por 2 horas de exposicéo.

Controle 31,25mM 62,5mM 125mM 250mM 500mM

Brotos 4 0 0 2 5,67 5,67
Micronucleo 1 0,33 0 0,33 2,67 2
Ponte nucleoplasmética 0 0 0 0 6,67 5
Quebra em metafase 0 0 0 0 0 0
Quebra em anafase 0 0,85 0 0 0 0
Quebra em teléfase 0 0 0,34 0,42 0 0
Perda em metafase 0 0,22 0,29 0 0 0
Perda em anafase 0 0 0 0 0 0
Perda em telofase 0 0 0,61 0 0,35 0
Ponte em anafase 0 0 1,46 3,74 13,08 0
Ponte em tel6fase 1,88 0,94 2,01 0,80 14,23 6,94
Multipolaridade 0 0 0 0 0 0
Aderentes 0,70 2,32 1,27 4,52 58,43 86,62
C-metéfase 0 0,42 1,28 0,38 0 0
Poliploidia 0 0 0 0 0 0
Tardio em metafase 0 0,08 0 0,19 0 0
Tardio em anafase 0,56 6,44 4,37 6,16 8,46 0
Tardio em tel6fase 1,42 0,52 1,59 2,02 4,95 0
Segregacao desigual 0 0 0 0 0 0
TOTAL DE ALTERAQC)ES 1,00 1,94 1,88 3,38 33,21* 40,62*

* Total de alteracdes significativamente diferente do controle pelo teste de Tukey 5%.

Diferencas significativas nos percentuais

totais de alteragcbes foram

observadas nos tratamentos com 250 e 500mM de NaCl ja ap6s 2 horas de

exposicdo (tabela 1). Para o tratamento com 250mM o percentual total de alteragdes

foi em média 33,21 vezes maior do que o controle e 40,62 vezes maior para 0

tratamento com 500mM. As principais alteracdes que contribuiram, neste caso, para

0S aumentos nos percentuais foram: brotos, pontes nucleoplasmaticas, pontes

cromossOmicas, cromossomos aderentes e segregacao tardia.
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Tabela 2 — Numero de brotos, micronicleo, ponte nucleoplasmatica e percentual de alteracdes
cromossémicas em células meristematicas de A. cepa tratadas com cinco concentracdes de NaCl e
controle em agua destilada por 4 horas de exposicéo.

Controle 31,25mM 62,5mM 125mM 250mM 500mM

Brotos 0,33 0 0,33 5,67 15,33 2,33
Micronucleo 0 0,33 0 0 0 0,67
Ponte nucleoplamatica 0 0 0 0,67 5,67 1,67
Quebra em metéafase 0 0 0 0 0 0
Quebra em anafase 0 0 0 0 0 0
Quebra em telo6fase 0,37 0 0 0 0 0
Perda em metéafase 0 0,53 0,15 0 0 0
Perda em anafase 0 0 0 5,19 0 0
Perda em tel6fase 0 0 2,70 0 0 0
Ponte em anafase 1,09 1,88 3,03 2,71 0 0
Ponte em tel6fase 0,24 1,11 1,80 3,58 55,56 0
Multipolaridade 0 0 0 0 0 0
Aderentes 0,77 2,57 2,17 2,51 77,32 93,94
C-metéfase 0,44 16,02 14,53 14,12 0 0
Poliploidia 0 0,23 0,15 0,14 0 0
Tardio em metafase 0 0,23 0,44 0,14 0 0
Tardio em anéafase 1,62 1,28 4,42 3,62 0 0
Tardio em tel6fase 0 2,56 1,80 1,11 0 0
Segregacao desigual 0 0 1,28 0 0 0
TOTAL DE ALTERACOES 0,84 9,55 9,14 12,41 36,45 24,29*

* Total de alterag@es significativamente diferente do controle pelo teste de Tukey 5%.

Foram observadas diferencas significativas no percentual total de alteragbes
nos tratamentos com 250 e 500mM de NaCl por 4 horas de exposi¢ao. Para o
tratamento com 250mM o percentual total de alterac6es foi em média 43,39 vezes
maior do que o controle enquanto que o tratamento com 500mM foi 28,92 vezes
maior. As principais alteracfes que contribuiram, neste caso, para 0s aumentos nos
percentuais foram: brotos, pontes nucleoplasmaticas, pontes cromossOémicas e
cromossomos aderentes (tabela 2).

Ainda em 4 horas de exposicdo, percebe-se aumentos nos percentuais de
perda em anafase (125mM de NaCl) e c-metafase (31,25 a 125mM).
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Tabela 3 — Numero de brotos, micronicleo, ponte nucleoplasmatica e percentual de alteracdes
cromossémicas em células meristematicas de A. cepa tratadas com cinco concentracdes de NaCl e
controle em agua destilada por 8 horas de exposicéo.

Controle 31,25mM 62,5mM 125mM 250mM 500mM

Brotos 2 5,67 6,33 12 7 #
Micronucleo 0,33 2 2 1 0 #
Ponte nucleoplamatica 0 1 0 1 6 #
Quebra em metéafase 0 0 0 0 0 #
Quebra em anafase 0 0 0 0 0 #
Quebra em telo6fase 0 0 0 0 0 #
Perda em metéafase 0 0 0,33 0,31 0 #
Perda em anafase 0 2,22 4,47 0 0 #
Perda em tel6fase 0 0,72 17,39 11,90 0 #
Ponte em anafase 0 0 1,39 15,00 0 #
Ponte em tel6fase 3,45 1,21 0,98 6,83 16,67 #
Multipolaridade 0 0 1,15 0 0 #
Aderentes 0 1,46 1,36 3,49 72,22 #
C-metéfase 0,50 7,53 16,80 8,19 0 #
Poliploidia 0 0 0,22 0 0 #
Tardio em metafase 0,46 0,11 0 0,16 0 #
Tardio em anéafase 1,37 4,60 13,71 11,11 0 #
Tardio em tel6fase 1,31 0 13,68 9,21 0 #
Segregacao desigual 0 0,60 2,29 2,22 0 #
TOTAL DE ALTERACOES 1,48 3,97 11,26 7,28 11,39 #

* diferente do controle pelo teste de Tukey 5%. # Tratamentos sem células em diviséo.

Embora com 8 e 12 horas de exposicdo ndo tenham sido observados

aumentos significativos nos percentuais totais de alteracdes cromossémicas,

percebe-se aumentos em perdas cromossOmicas, pontes, cromossomos aderentes,

c-metéfases, poliploidia, segregacdo tardia e desigual (andlise estatistica nédo

realizada), em algumas concentracdes (tabelas 3 e 4).
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Tabela 4 — Numero de brotos, micronicleo, ponte nucleoplasmatica e percentual de alteracdes
cromossémicas em células meristematicas de A. cepa tratadas com cinco concentracdes de NaCl e

controle em agua destilada por 12 horas de exposicéao.

Controle 31,25mM 62,5mM 125mM 250mM 500mM

Brotos 1,33 2 9,33 3,33 # #
Micronucleo 0,33 0,33 1,33 0,33 # #
Ponte nucleoplamética 0 1 0,33 0,33 # #
Quebra em metafase 0 0 0 0 # #
Quebra em anafase 0 0 0 0 # #
Quebra em teléfase 0 0 0 0 # #
Perda em metafase 0 0,50 0,47 0 # #
Perda em anafase 0,49 13,33 20 0 # #
Perda em telofase 0 7,02 31,29 0 # #
Ponte em anafase 0 0,62 0 0 # #
Ponte em tel6fase 1,21 9,08 0 0 # #
Multipolaridade 0 0 0 0 # #
Aderentes 0,15 1,30 0,77 12,30 # #
C-metéfase 0 8,04 8,60 0 # #
Poliploidia 0 0,25 5,99 0 # #
Tardio em metafase 0,24 0 0,19 0 # #
Tardio em anafase 1,84 6,17 8,33 0 # #
Tardio em tel6fase 1,29 1,61 10,83 0 # #
Segregacao desigual 0 1,15 12,27 0 # #
TOTAL DE ALTERACOES 0,69 4,36 9,05 4,90 # #

* Total de alterac¢des significativamente diferente do controle pelo teste de Tukey 5%. # Tratamentos
sem células em diviséao.
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Tabela 5 — Numero de brotos, micronlcleo, ponte nucleoplasmatica e percentual de alteracdes
cromossémicas em células meristematicas de A. cepa tratadas com cinco concentracdes de NaCl e

controle em agua destilada por 24 horas de exposicéao.

Controle 31,25mM 62,5mM 125mM 250mM 500mM

Brotos 4,33 2 1 2,67 # #
Micronucleo 0,33 0 0,67 1 # #
Ponte nucleoplamética 0 0 0 0 # #
Quebra em metafase 0 0 0 0 # #
Quebra em anafase 0 0 0 0 # #
Quebra em teléfase 0 0 0 0 # #
Perda em metafase 0 0 1,11 0,78 # #
Perda em anafase 0 0 0 0 # #
Perda em telofase 0 0 0 16,67 # #
Ponte em anafase 0 0 0 0 # #
Ponte em tel6fase 0,32 0 0 42,26 # #
Multipolaridade 0 0 0 0 # #
Aderentes 1,40 2,07 75,75 91,90 # #
C-metéfase 0 0,32 4,44 0 # #
Poliploidia 0 0,24 0 0 # #
Tardio em metafase 0 0,07 0 0 # #
Tardio em anafase 0,79 2,25 0 0 # #
Tardio em tel6fase 0 0 0 4,76 # #
Segregacao desigual 0 0,38 0 0 # #
TOTAL DE ALTERAQC)ES 0,66 1,46 30,54* 36,89* # #

* Total de alteracdes significativamente diferente do controle pelo teste de Tukey 5%. # Tratamentos
sem células em divisao.

Com 24 horas de exposi¢do, tanto o tratamento com 62,5mM como o

tratamento com 125mM aumentaram significativamente os percentuais totais de

alteracdes cromossdmicas, principalmente devido a perdas cromossémicas, pontes

cromossOmicas e cromossomos aderentes (tabela 5).

Algumas das principais alteracdes encontradas estéo ilustradas na figura 10.
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Figura 10: Principais alteragfes encontradas nas células meristeméaticas de A. cepa submetidas a
concentracdes de NaCl.. A — segregacéo tardia em teléfase; B — segregacgédo desigual; C — broto; D —
aderente; E — c-metéafase; F — célula poliploide; G — perda de cromossomo em teléfase; H — ponte
nucleoplasmaética; | — ponte em teléfase. Barra 5 pum.

5.2.2 Analise por citometria de fluxo

Na tabela 6 sdo apresentados os percentuais de células nas diferentes fases
do ciclo celular e de subparticulas-G1 apo0s exposicdo ao NaCl nas diferentes
concentragcdes e tempos de exposi¢cdo. Onde: G1 é a fase da intérfase na qual os
nucleos possuem contetdo 2C de DNA; S € a fase de sintese do DNA; G2 é a fase
qgue os nucleos possuem contetdo 4C e Sub-G1 sdo particulas com quantidade de
DNA inferior a 2C.
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Tabela 6: Percentuais de células nas diferentes fases do ciclo celular e de subparticulas-G1 apos
exposicdo ao NaCl em diferentes concentracdes e tempos de exposicéo.

Concentracdo Tempo de G1 (%) S (%) G2 (%) S+G2 Sub-G1
exposicao (%) (%)
Controle (OmM) 42,00 19,12 26,34 45,46 12,54
31,25 mM 43,72 17,18 23,56 40,74 15,54
62,5 mM 2h 44,79 15,67* 20,78* 36,45* 18,76*
125 mM 46,47 15,11* 20,53* 35,64* 17,89*
250 mM 40,01 12,34* 15,67* 28,01* 31,98*
500 mM 39,29 10,34* 4,75* 15,09* 45,67*
Controle (OmM) 42,50 18,78 27,45 46,32 11,27
31,25 mM 42,78 17,65 24,67 42,32 14,90
62,5 mM 4h 40,23 22,45* 24,67 47,12 12,65
125 mM 48,75* 13,24* 18,78* 32,02* 19,23*
250 mM 42,34 10,34* 12,67* 23,01* 34,65*
500 mM 24,57* 7,54* 2,11* 9,65* 65,78*
Controle (OmM) 44,35 18,99 26,56 44,45 10,10
31,25 mM 44,23 18,00 25,68 43,68 12,09
62,5 mM 8h 38,78* 23,45* 28,78* 52,23* 8,99
125 mM 49,14 11,76* 14,56* 26,32* 24,54*
250 mM 34,67 8,74* 7,89* 16,63* 48,70*
500 mM 22,56* 4,32* 0,78* 5,10* 72,34*
Controle (OmM) 43,78 19,89 25,56 45,45 10,77
31,25 mM 45,78 18,78 26,01 44,79 9,43
62,5 mM 12h 39,89* 24.56* 27,89 52,45* 7,66
125 mM 50,30* 8,93* 10,32* 19,25* 30,45*
250 mM 32,10* 5,43* 5,78* 11,21* 56,69*
500 mM 10,54* 1,23* 0,34* 1,57* 87,89*
Controle (OmM) 42,78 19,64 26,67 46,31 10,91
31,25 mM 40,72 17,98 22,34* 40,32* 18,96*
62,5 mM 24h 37,64* 25,21* 28,90 54,11* 8,25
125 mM 50,92* 4,56* 9,09* 13,65* 35,43*
250 mM 20,78* 2,45* 4,67* 7,12* 72,10*
500 mM 0,37* 2,76* 0,11* 2,87* 96,76*

G1 é a fase da intérfase na qual os nlcleos possuem conteddo 2C de DNA; S é a fase de sintese do
DNA; G2 ¢é a fase que os nucleos possuem contetdo 4C e Sub-G1 sao particulas com quantidade de
DNA inferior a 2C. * Médias estatisticamente diferentes em relagédo ao controle (Tukey, p<0,05).

Pode-se observar que a partir de 2 horas de exposicdo a concentragdes
iguais ou superiores a 62,5mM ha uma reducdo significativa nos percentuais de
células entrando em divisédo (indicado pelos nucleos em S e G2 ou pelo somatorio
S+G2). Paralelamente, o percentual de sub-G1 aumenta significativamente a partir
de 62,5mM (incluindo este) (tabela 6). De modo geral, este efeito € observado a
medida que se aumenta a concentracdo de NaCl utilizada ou o tempo de exposicéo
(reducéo de células entrando em divisdo e aumento de sub-G1) (tabela 6). Apos 24
de exposicédo, por exemplo, a maior concentracdo analisada (500mM de NaCl)

apresentou um somatorio de S e G2 (indicativo de células entrando divisdo) 16,13
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vezes menor do que o controle. No maior tempo de exposicédo (24 horas), mesmo a
menor concentracéo testada (31,25mM) apresentou efeito significativo em diminuir o
percentual de células em S e S+G2 e aumentar o percentual de subparticulas G1.

Contrariando esta expectativa, o tratamento com 62,5mM de NaCl apés 4
horas de exposicdo induziu um aumento significativo no percentual de nucleos na
fase S. Ap6s 8 horas de exposicdo, 0 mesmo tratamento induziu aumentos
significativos nos percentuais de nucleos na fase S, G2 e no somatério S+G2, sendo
0 mesmo comportamento percebido apds 12 e 24 horas de exposicdo, exceto para
0s nucleos na fase G2.

Na figura 11 sdo mostrados histogramas representativos destas analises. O
tratamento controle apresentou em média um baixo percentual de sub-G1 e alto
percentual de células entrando em divisdo (S + G2) (figura 11a). ApOs exposicdo a
concentracdo de 62,5mM por 8 horas percebe-se um aumento nas frequéncias de
ndcleos na fase S e G2 (figura 11b). J& apds exposicdo as maiores concentracées
(250mM por 4 horas; figura 11c) (500mM por 24 horas; figura 11d) percebe-se um

aumento das subparticulas-G1 e diminuicdo dos nucleos entrando divisdo (S e G2).
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Figura 11: Histograma de frequéncia dos nucleos nas diferentes fases do ciclo celular. (a) Controle;
(b); 62,5mM 8h; (c) 250 mM 4h; (d) 500mM 24h

Na tabela 7, sdo apresentados os dados de intensidade de fluorescéncia,
FSC, SSC e coeficiente de variacdo dos nucleos em G1. FSC sao os dados de
tamanho relativo dos nucleos em G1 identificados pelo detector de fluorescéncia
frontal. SSC sao os dados de complexidade dos nucleos em G1 identificados pelos
detectores de fluorescéncia laterais.

Com relacao a intensidade de fluorescéncia dos nacleos em G1 percebe-se
uma reducdo da mesma com o aumento do tempo de exposicado ou concentracdo de
NaCl investigada (tabela 7). Este efeito é primeiramente percebido pelo tratamento
com 500mM apos 4 horas de exposicdo. Neste tratamento, os ndcleos em Gl
apresentaram uma reducdo na sua intensidade de fluorescéncia de 6,79% em
comparacdo com o controle. Apos 24 horas de exposicdo, o mesmo efeito é
percebido para todas as concentragfes testadas, exceto a concentracdo de
31,25mM, sendo a reducdo média de intensidade de fluorescéncia para estes

tratamentos de 12,29% (tabela 7).
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Tabela 7: Intensidade de fluorescéncia, FSC, SSC e coeficiente de variagcdo dos nucleos em G1 de
células meristematicas de A. cepa ap6s exposicao ao cloreto de sédio em diferentes concentracdes e
tempos de exposicao.

Concentraco Zf&g?ggg IF? G1 FSC SSsC cv
Controle (OmM) 100,00 100,00 100,00 211
31,25 mM 101,23 99,87 99,89 2,89
62,5 mM 2h 98,78 99,23 99,76 2,90
125 mM 99,75 98,76 96,78 3,11
250 mM 100,23 98,76 96,45 3,45*
500 mM 97,38 100,45 92,34 3,67*
Controle (OmM) 100,00 100,00 100,00 2,22
31,25 mM 98,78 100,01 99,87 278
62,5 mM 4h 99,43 99,87 102,34 3,12
125 mM 99,29 99,42 101,23 4,56*
250 mM 100,12 87,65* 108,98* 5,67
500 mM 93,21* 82,34* 111,34* 5,80+
Controle (OmM) 100,00 100,00 100,00 221
31,25 mM 101,45 98,43 99,89 2,98
62,5 mM gh 100,23 97,54 98,76 3,45+
125 mM 99,83 98,99 104,56 4,78*
250 mM 82,34* 79,40* 113,45* 6,23
500 mM 89,85* 70,54* 124,89* 6,78
Controle (OmM) 100,00 100,00 100,00 2,56
31,25 mM 99,83 99,64 102,34 2,23
62,5 mM 12h 96,52 92,34 102,38 3,56*
125 mM 94,32* 85,67* 97,56 4,78*
250 mM 90,74* 74,34 124,56* 5,11*
500 mM 85,43* 70,01* 135,67* 6,78
Controle (OmM) 100,00 100,00 100,00 234
31,25 mM 94,56 96,56 98,78 2,90
62,5 mM 24h 92,34* 84,58+ 107,89* 4,11%
125 mM 90,76* 69,80* 121,34* 5,67
250 mM 85,78* 64,56* 128,90* 6,12*
500 mM 81,98* 59,87* 139,89* 5,08+

IF* G1 s&o os dados de intensidade de fluorescéncia dos nicleos em G1. FSC s&o os dados de
tamanho relativo dos nucleos em G1, identificados pelo detector de fluorescéncia frontal. SSC sdo os
dados de complexidade dos nucleos em G1, identificados pelos detectores de fluorescéncia laterais.
CV é o coeficiente de variagdo do pico G1. * Médias estatisticamente diferentes em relacdo ao
controle (Tukey, p<0,05).

Efeito similar ao observado para intensidade de fluorescéncia, reducdo dos
valores com o aumento do tempo de exposicdo e concentracdo de NaCl, foi
observado para o FSC (diametro nuclear). A reducdo deste parametro foi
primariamente detectada apds exposi¢cdo a 250mM de NaCl por 4 horas (nucleos
1,21 vezes menores do que o controle) chegando a um valor méximo de reducéo
apos exposicao ao tratamento de 500mM de NaCl por 24 horas (nucleos 1,67 vezes
menores do que o controle) (tabela 7).

Ja 0 SSC dos nucleos demonstrou um efeito antagdnico, aumentando com a
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intensificacdo do tempo de exposicao e concentracdo de NaCl utilizada, chegando a
valores 1,39 vezes maiores do que o controle apds exposicdo a 500mM de NacCl por
24 horas.

Com relacdo ao coeficiente de variacdo (CV), este aumenta com a
intensificacdo do tempo de exposicdo e concentracdo de NaCl utilizada.
Comparando, por exemplo, o maior tempo de exposi¢cado (24 horas) com a maior
concentragdo utilizada (500mM) com o tratamento controle ocorreu um aumento de
aproximadamente 155% no CV.

Histogramas representativos destas analises sdo mostrados na figura 12.
ApoOs exposicdo as concentracdes de NaCl percebe-se uma diminuicdo nas
intensidades de fluorescéncia dos nucleos G1. Isso pode ser percebido por um
deslocamento da posi¢cdo do pico G1 nestes tratamentos em comparacdo com 0S
tratamentos controle (figura 12 a, c, e). Percebe-se também uma reducdo do FSC

(didmetro nuclear) apés exposicao ao NaCl e aumento do SSC (figuras 12 b, d, f).

5.2.3 Ensaio Cometa

Os valores do indice de danos encontrado foram: O para o controle; 2 para
31,25mM de NaCl; 7 para 62,5mM de NaCl; 16 para 125mM de NaCl; 85 para
250mM de NaCl e 72 para 500mM de NaCl. Os valores sao apresentados em
unidade arbitraria.

A figura 13 (b e c) ilustra um cometa classe 4, obtido com o tratamento de
250mM de NaCl por 24 horas. As células do controle permaneceram intactas
enquanto que este tratamento formou uma imagem semelhante a um cometa, que é
devido a fragmentacdo do DNA. Os fragmentos menores de DNA migram na lamina
coberta com agarose em uma velocidade maior que os fragmentos grandes,
formando um rastro.

Os cometas obtidos com 500mM de NaCl, por 24 horas de exposicéo,
apresentaram difusdo radial ao invés de uma cauda (e por isso o dano foi

classificado com classe 3).
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Figura 12: Andlise de intensidade de fluorescéncia, FSC (didametro nuclear) e SSC (complexidade
nuclear) apos os tratamentos com NaCl. Em (a), (c) e (e) sdo mostrados, respectivamente, as
intensidades de fluorescéncia dos nucleos controle, 250mM por 4 horas e 500mM por 24 horas. A
linha em vermelho marca a posi¢do do pico G1 do controle. A linha em azul marca a posi¢ao do pico
G1 do tratamento de 250mM por 4 horas. Em (b), (d) e (f) sdo mostrados, respectivamente, o FSC e
SSC dos nucleos controle, 250mM por 4 horas e 500mM por 24 horas.
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Figura 13: Ensaio cometa realizado em células de Allium cepa tratadas com soluc¢des de cloreto de
sédio (NaCl). A: Controle (agua destilada) por 24 horas, nucleos normais. B e C: células tratadas com

250mM de NaCl (24 horas), nlcleos assemelham-se a figura de um cometa comprovando
fragmentagcdo do DNA. D; células tratadas com 500mM de NaCl (24 horas) mostrando degradacao.
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6 DISCUSSAO

A caracterizacdo das células meristematicas de A. cepa, por analise
citogenética e citometria de fluxo, permitiu estimar o didmetro dos nucleos em
diferentes fases do ciclo celular, em uma situagéo controle, e esses dados foram
utilizados posteriormente na identificacdo de condensagdo nuclear. E importante
salientar que, com a utilizacdo de beads, a citometria de fluxo demonstra-se uma
metodologia Uutil na determinacdo de diametros nucleares. Esta medida, raramente
utilizada em ensaios de citogenotoxidade, pode ser adotada como uma estratégia Util
na identificagdo de efeitos relacionados ao aumento ou redugédo de FSC. Além do
diametro nuclear, a citometria permite ainda amostrar dados de complexidade
nuclear da populacéo de células analisadas, além de informacdes de intensidade de
fluorescéncia relacionadas a quantidade de DNA presente nestes ndcleos. Como
vantagem, a citometria permite ainda a analise rapida de um grande namero
amostral (LEME et al., 2012). No presente trabalho, por exemplo, foram analisados
10 mil ntcleos em aproximadamente 2 minutos, sendo esta andlise limitada quando
se utiliza ferramentas da citogenética.

O NacCl foi utilizado neste trabalho como um agente teste na procura de
parametros de citometria de fluxo que pudessem ser ajustados na analise de
citogenotoxidade. Sua escolha baseou-se na ampla disponibilidade na literatura de
efeitos relacionados a inibicdo da divisdo celular, inducdo de anormalidades
cromossbmicas e caracteristicas citomorfolégicas associadas a morte celular
(HOSSAIN et al., 2004; KATSUHARA e KAWASAKI, 1996; KATSUHARA, 1997,
RADIC et al., 2005; REZAEI et al., 2013; TABUR e DEMIR, 2009). Estes parametros
foram investigados pela analise citogenética no ensaio de A. cepa e correlacionados
aos dados obtidos por citometria de fluxo para o ajuste da técnica neste tipo de
analise.

Neste trabalho, a analise citogenética das células expostas a diferentes
concentracbes e tempos de exposicdo ao NaCl revelou uma diminuicdo do indice
mitotico (em uma resposta dose-tempo-dependente). A reducéo do indice mitético e

a inducdo de aberracbes cromossomicas em células meristematicas ja foram
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relatadas em outras plantas submetidas a concentracdes crescentes de NacCl.
Hossain et al. (2004) expuseram raizes de Chrysanthemum morifolium R. a 0, 50, 75
e 100 mM de NaCl por 1 e 2 semanas e relataram inibicdo do indice mitético
dependente da dose e do tempo. Também relataram que as principais alteracdes
encontradas foram: pontes, viscosidade, quebras, separacdo precoce, Cromossomos
perdidos e tardios, anafase anormal e micronucleos. Radic et al. (2005) investigaram
o efeito citogenotoxico do cloreto de sodio em plantulas de Centaurea ragusina L.
expostas a 150, 300, 450 e 600 mM de NaCl por 10 dias. Foi observado aumento do
indice mitético com a concentracdo de 150mM e inibicdo do IM em concentracbes
maiores. Com 450 e 600mM foram observados efeitos danosos a membrana
plasmatica e ao nucleo. Dentre as alteracbes cromossémicas encontradas por estes
autores, destacam-se quebras cromossomicas, distiurbios de cromatina (pontes em
anafase e viscosidade) e falhas de fuso (anafases anormais, multipolaridade,
cromossomas tardios, aneuploidia e poliploidia).

De acordo com Anuradha e Rao (2001) a inibicdo da divisao celular por
estresse salino pode estar relacionada com efeitos osmaticos, inibicdo de DNA, RNA
e sintese de proteina. O acumulo de ions Na e Cl, em tecidos vegetais, acarreta em
toxicidade ionica devido a mudancas nas relacdes Na/K, Na/Ca e CI/NO, provocando
desde reducdes no desenvolvimento até morte das plantas.

O efeito de inibicdo do indice mitético, confirmado no presente trabalho pela
analise citogenética, pode ser detectado pela citometria de fluxo, mais uma vez
demonstrando a utilidade da técnica em detectar parametros celulares de
citogenotoxidade. Embora a citometria de fluxo ndo permita avaliar as células em
divisdo, quando se trabalha com uma populacdo de nucleos, os percentuais de
células na fase S e G2/Profase podem ser utilizados como um parametro
correspondente de divisdo celular. Usando, portanto, o somatorio (S + G2/Préfase)
como um parametro de células em divisdo, notam-se efeitos significativos para
quase todos os tratamentos investigados, exceto o tratamento de 31,25mM que
apresenta efeito somente ap0s 24 horas de exposi¢cdo. Nota-se, por conseguinte,
gue este parametro avaliado pela citometria de fluxo pode representar uma medida
mais sensivel ao efeito de agentes testados do que a medida de indice mitotico
calculada pela analise citogenética.

Com relagédo as alteracdes cromossémicas observadas neste trabalho, as
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mais frequentes foram: brotos, pontes nucleoplasmaticas, pontes cromossdmicas,
cromossomos aderentes e segregacao tardia, corroborando com os dados
apresentados na literatura como efeito do NacCl.

A formacdo de brotos e, posteriormente micronucleos, € consequéncia de
cromossomos perdidos e fragmentos (BRIAND e KAPOOR, 1989). Tais alteracoes
poderiam ser responsaveis pela deteccao de células com variagcdo na quantidade de
DNA, manifestado na citometria de fluxo pelo aumento do CV dos picos G1. Do
mesmo modo, como explicado para brotos e micronucleos, a ocorréncia de quebras
e pontes conduziria a perda de DNA e aumento de CVs, fatos evidenciados nos
resultados deste trabalho.

A formacdo de pontes nucleoplasméticas e cromossGmicas acontece
geralmente através da ocorréncia de rearranjos cromossémicos com a formacédo de
cromossomos dicéntricos, ou através da ocorréncia de quebras terminais nos
cromossomos conduzindo a fusdo de crométides (SINGH, 2003). Neste caso, as
pontes sao classificadas como alteracbes clastogénicas, que sao aquelas
relacionadas a ocorréncia de quebras no DNA (LEME e MARIN-MORALES, 2009).
Entretanto, de acordo com Marcano et al. (2004) a aderéncia da cromatina também
pode determinar pontes cromossdmicas, uma vez que 0S cromossomos tendem a
permanecer unidos. Giacomelli (1999) salienta que as pontes formadas por
aderéncia podem ser multiplas e ainda persistir até a fase de tel6fase. Nos nossos
resultados, pontes em teléfase foram relatadas. Sendo assim, as pontes
cromossémicas também poderiam ocorrer em manifestacdo a um efeito toxico sobre
a cromatina. Deste modo, a distincdo entre a ocorréncia de pontes por um efeito
clastogénico ou toxico ndo € facil. A ocorréncia de um alto percentual de
cromossomos aderentes neste trabalho, e o relato de viscosidade como efeito em
outras plantas submetidas ao NaCl, representa uma evidéncia a favor do efeito
toxico.

A presenca de cromossomos aderentes foi a alteracdo com maior frequéncia
relatada neste estudo. Segundo Fiskesjo e Levan (1993) a viscosidade reflete efeito
altamente toxico na cromatina, sendo considerada uma alteracdo irreversivel que
pode levar a morte celular. Rayburn e Wetzel (2002) utilizaram a citometria de fluxo
para avaliar células de milho com alta frequéncia de cromossomos aderentes.

Segundo estes autores, esta alteracdo surge de um empacotamento errado do DNA
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durante a formacdo dos cromossomos, no qual os cromossomos podem se aderir
uns aos outros através de pontes cromatidicas. Durante a progressao do ciclo
celular para anafase, a deteccdo de pontes anafasicas pode ocorrer e algumas
vezes esta ponte persiste até teléfase e o final da divisédo celular, assim constituindo
as pontes nucleoplasmaticas (FENECH et al.,, 2011). Quando estas pontes se
rompem, muitas alteragdes cromossdmicas podem acontecer: a distribuigcao desigual
de material genético pode resultar em duplicacdes ou dele¢cdes ou mesmo na perda
de fragmentos cromossdmicos. A citometria de fluxo, segundo estes autores pode
ser uma ferramenta util na deteccdo destes efeitos (RAYBURN e WETZEL, 2002).
Os nossos resultados corroboram o fato de que tais altera¢cdes contribuem para o
aumento do CV do pico G1 em um histograma por citometria.

Ao contrario do efeito téxico geralmente relatado, o tratamento com 62,5mM
de NaCl evidenciou inumeras alteracfes relacionadas a falhas no fuso mitético,
como c-metéafases e poliploidia. Interessante notar que esta mesma concentracao,
por 4, 8 e 12 horas, induziu aumentos significativos nos percentuais de células em S,
G2 e S+G2 pela analise por citometria de fluxo. Ao observar o tratamento com
62,5mM de NaCl por 8 horas, pela analise citogenética, verificamos que o indice
mitoético foi similar ao controle enquanto que a menor concentracdo (31,25mM) pelo
mesmo tempo de exposicao apresentou resultado significativo de inibicdo da divisao
celular. Experimentos adicionais com esta concentracdo foram realizados na
tentativa de explorar este efeito caracteristico e os resultados sao descritos no item 7
(Uma utilizagéo pratica do NaCl — experimentos extras).

Katsuhara e Kawasaki (1996) e Katsuhara (1997) relataram que determinadas
concentracbes de NaCl (acima de 300mM) induziram inibicdo do indice mitético,
bem como deformacdo nuclear e fragmentacdo do DNA em células de cevada.
Rezaei et al. (2013) também relataram que 500mM de NaCl induziu mudancas na
morfologia nuclear e clivagem internucleosomal no DNA de células de trigo. Em
ambos os trabalhos, as caracteristicas morfologicas observadas foram associadas a
inducao de morte celular.

Os nossos resultados também sugerem que células de A. cepa expostas as
maiores concentracdes de NaCl testadas apresentaram caracteristicas morfolégicas
semelhantes de morte celular. As caracteristicas observadas foram: condensacéo

nuclear, membrana nuclear irregular (nucleos disformes), alto indice de
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fragmentacdo nuclear e, em casos extremos, ndo foram observados nucleos
individualizados.

A condensacdo da cromatina/nicleo e a fragmentacdo do DNA séo
frequentemente citadas como caracteristicas apoptéticas. No entanto, ndo séao
especificas para apoptose, uma vez que também podem ser observadas durante a
necrose e a morte celular autofagica (FINK e COOKSON, 2005). Muitas vezes,
erroneamente, estes dois marcadores sado utilizados como diagnosticos para a
ocorréncia de apoptose ou morte celular programada semelhante a apoptose em
plantas (DOORN et al., 2011).

Se uma célula morre por necrose ou apoptose depende em parte da natureza
do sinal, o tipo de tecido, o estagio de desenvolvimento do tecido e do meio
fisiolégico (ZEISS, 2003). Parece que em doses baixas, agentes toxicos
preferencialmente induzem vias de morte celular programada e apenas doses muito
elevadas levam a necrose (LENNON et al., 1991, GOMEZ-LECHON et al., 2002).
Por vezes, estes processos podem ocorrer simultaneamente (ZEISS, 2003).

Considerando as caracteristicas citomorfologicas, nem sempre € possivel
distinguir a apoptose de necrose. Cotran et al. (1999) compararam algumas das
principais caracteristicas citomorfolégicas de apoptose e necrose e consideraram a
picnose e a cariorréxis como caracteristicas comuns a ambos 0S processos,
engquanto que caridlise é restrita a necrose. Entende-se por picnose a condensacao
da cromatina, estagio no qual o nucleo apresenta volume reduzido e aspecto
hipercorado. Na cariorréxis ocorre perda dos limites nucleares e fragmentacao do
nacleo picnético. JA na caridlise, ocorre a dissolugdo da cromatina e a perda da
coloracdo do nucleo, o qual desaparece completamente.

A condensacdo nuclear e da cromatina percebida pela analise citogenética
também foi observada pela analise de FSC por citometria de fluxo neste trabalho.
Todos os tratamentos que demonstraram reducéo significativa dos diametros
nucleares pela analise citogenética, demonstraram o mesmo efeito pela analise por
citometria de fluxo e, de modo geral, os percentuais de reducdo observados em
ambas as ferramentas sao semelhantes.

Alguns autores, afirmam ainda que a condensacao do DNA dificulta 0 acesso
dos fluorocromos ao nucleo na metodologia de citometria de fluxo (O BRIEN et al.,
1998; ANDRADE-VEIRA et al., 2012). Este efeito poderia ser detectado por uma
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diminuicdo nas intensidades de fluorescéncia dos nudcleos G1, caracterizado pelo
deslocamento deste pico para a esquerda (O'BRIEN et al., 1998; ANDRADE-VEIRA
et al., 2012). Este efeito foi observado neste trabalho na andlise por citometria de
fluxo. Na maioria dos casos, a reducdo de FSC esta relacionada com a diminuicédo
nas intensidades de fluorescéncia, exceto para os menores tempos de exposicao.

Em uma etapa posterior a condensacgéo da cromatina/nucleo, no processo de
morte celular, o DNA é fragmentado. A fragmentacdo do DNA, demonstrada pela
analise citogenética e pelo ensaio cometa, também foi observada pela citometria de
fluxo com o aumento do coeficiente de variacdo do pico G1 e a frequéncia elevada
de particulas antes de G1 (sub-G1). Nos tratamentos mais elevados nédo foi possivel
identificar ndcleos individualizados pela analise citogenética (figura 4 — f), os picos
G1, S e G2 nao foram observados nitidamente e a frequéncia de sub-G1 encontrada
foi elevada. Este pode ser um indicativo da identificacdo de caridlise por citometria
de fluxo. Os cometas obtidos com a maior concentracdo pelo maior tempo de
exposicdo apresentaram difusdo radial ao invés de uma cauda. Segundo Faisal et al.
(2013) a difusao radial pode aparecer em células onde ocorreu degradacao nuclear
necrotica.

Segundo Elmore (2007), durante a condensacdo da cromatina, o material
nuclear pode se agregar perifericamente sob a membrana nuclear ou também pode
haver nucleos uniformemente densos. Os dados de SSC, deste trabalho, revelam
gue quanto maior o nivel de condensacéo (valores de FSC baixos) maiores 0s niveis
de complexidade interna dos nucleos, indicando que a cromatina adquire uma
distribuicao irregular, podendo se acumular em granulos na membrana nuclear.

Como ja citado, a analise citogenética também evidencia a presenca de
ndcleos irregulares (nucleos disformes) e alto indice de fragmentacdo nuclear. Na
citometria de fluxo estas alteragGes poderiam ser entendidas como um aumento da
complexidade dos nucleos (aumento de SSC). Este efeito foi observado no presente
trabalho.

Diante dos resultados, discutimos que tanto a apoptose como a necrose
podem ocorrer em resposta ao estresse salino, variando de acordo com a

concentracédo/tempo de exposicao testados.
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7 UMA UTILIZACAO PRATICA DO NaCl - EXPERIMENTOS EXTRAS

7.1 Introducéao

Em todas as analises anteriores, a concentracdo de 62,5mM de NaCl se
destacou por apresentar um resultado caracteristico: elevado percentual de c-
metéfases com condensacdo dos cromossomos (figura 14). Também foram
observadas metafases poliploidizadas. Ao repetir os tratamentos de 62,5mM de NaCl
por 4 e 8 horas, com novos bulbos, a porcentagem de c-metafases encontrada foi de
aproximadamente 27% (tabela 8), um valor consideravel se comparado a outros
antimitéticos comumente utilizados. Estes resultados abrem caminho para o estudo

e a utilizacdo de NaCl na obtencdo de c-metafases em plantas.
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Figura 14: C-metéafases induzidas em células de cebola com o tratamento de 62,5mM de NaCl por 8

horas de exposicao.

Tabela 8: Porcentagem de c-metafases em células meristematicas de A. cepa tratadas com 62,5mM
de NacCl por 4 e 8 horas.

Tratamentos 4 horas 8 horas
Controle 0,83 0,27
NaCl 62,5mM 26,73* 27,03*

(*) valores significativamente diferentes do controle (p<0,05).
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O que se pode encontrar na literatura a este respeito é que a endopoliploidia
ja foi observada em tecidos de plantas que tinham sido expostas a salinidade.
Entende-se endopoliploidia como sinteses sucessivas de DNA ndo seguidas por
mitose, 0 que gera nucleos com contetdo de DNA maior que 4C.

CATARINO (1965; 1968) verificou que a agua do mar induziu endopoliploidia
em Lobularia maritima e Bryophyllum crenatum. CECCARELLI et al (2006)
descreveram a endoreduplicacdo dos cromossomos em células de Sorghum bicolor
cv. 610 que haviam sido tratadas com nivel sub letal de salinidade (150mM de NaCl)
durante seu desenvolvimento precoce. Todavia, outra variedade da mesma espécie
(S. bicolor; DK 34-Alabama) ndo sobreviveu a exposicdo com a mesma
concentracéo de NacCl.

ANDREA et al (2008) avaliaram o conteuddo de DNA nuclear de células de
raizes de Allium cepa e calos de Nicotiana bigelovii expostas ao cloreto de sédio e
adicionaram evidéncias de que a endoreduplicacdo dos cromossomos ocorre em
plantas como uma resposta adaptativa a salinidade.

No nosso trabalho, foi possivel observar que a concentracéo 62,5mM de NacCl
por 12 horas de exposicdo induziu um percentual consideravel de metafases
poliploidizadas e que esta mesma concentracdo por 8 horas de exposi¢cao induziu
um elevado percentual de c-metafases. Desta forma, pode-se inferir que o cloreto de
sédio induz a endopoliploidizacdo por afetar o funcionamento do fuso mitético e
bloquear o ciclo celular em metafase. O progresso do ciclo celular € impedido,
porque ndo ha o funcionamento normal do fuso, ndo ocorre separacdo das
croméatides irmas e a célula retorna para G1 com o dobro de cromossomos.

Se, conforme relatado, a endopoliploidizacdo € uma resposta adaptativa
comum de plantas a salinidade e, no nosso trabalho, na concentracdo que induziu
poliploidia, por um tempo menor de exposicdo, foi possivel encontrar metafases
bloqueadas. Seria possivel utilizar o NaCl como antimitético nos estudos de
citogenética em plantas? Seria ele um agente com potencial similar a colchicina e 8-
hidroxiquinoleina (HQ), porém menos toxico aos seres humanos?

Para responder a estas perguntas, sementes de alface (Lactuca sativa) e
tomate (Solanum lycopersicum) foram expostas a concentragdo 62,5mM de NaCl por
diferentes tempos de exposicdo e o percentual de c-metafases foi calculado em

comparacdo ao controle negativo (dgua destilada) e positivo (tratamento com 8-
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hidroxiquinoleina ja citado na literatura para cada espécie).

7.2 Material e métodos

7.2.1 Lactuca sativa

Sementes de alface, da marca Feltrin, foram germinadas em placa de Petri
contendo agua destilada, por 24 horas. Algumas raizes foram coletadas da placa de
Petri e imediatamente fixadas e analisadas como controle negativo. As outras
sementes foram imersas em solucdo de 62,5mM de NaCl por 3, 4,5, 6, 7 e 8 horas e
também em solucédo de 3mM de 8-hidroxiquinoleina (HQ), na geladeira, por 3 horas.
ApOs os tempos de exposicao, as raizes foram coletadas e fixadas em etanol: &cido
acético (3:1) e mantidas no freezer por um periodo minimo de 24 horas. Para
confeccdo das laminas, as raizes foram hidrolisadas em acido cloridrico 1N por 15
minutos a temperatura de 60°C. As raizes foram lavadas em agua destilada e a
regido meristematica foi separada do restante da raiz e colocada sobre uma lamina
em uma gota de acido acético 45% sendo posteriormente esmagada entre lamina e
laminula. A laminula foi retirada com auxilio de nitrogénio liquido e as células
coradas com Giemsa 10% (por 4 minutos), procedendo-se entdo a andlise das
laminas ao microscopio de luz. Foram analisadas cinco laminas por tratamento, cada
lamina constituida por um meristema. Foi avaliado o percentual de c-metafases em

relacdo ao total de metafases encontrado nas laminas.

7.2.2 Solanum lycopersicum

Sementes de tomate, da marca Topseed Garden, foram germinadas em placa
de Petri contendo agua destilada, por cinco dias. Algumas raizes foram coletadas da
placa de Petri e imediatamente fixadas e analisadas como controle negativo. As
outras sementes foram imersas em solucdo de 62,5mM de NaCl por 4,5, 6, 7 e 8
horas e também em solucdo de 3mM de 8-hidroxiquinoleina (HQ), na geladeira, por
4 horas. ApoOs os tempos de exposicdo, as raizes foram coletadas e fixadas em
etanol: acido acético (3:1) e mantidas no freezer por um periodo minimo de 24

horas. Para confeccéo das laminas, as raizes foram digeridas com 4% (v/v) celulase
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Onozuka R10 (Serva) e 40% (v/v) pectinase (Sigma) por 30 minutos a 37°C e, em
seguida, hidrolisadas em &cido cloridrico 5N por 20 minutos a temperatura ambiente.
As raizes foram lavadas em agua destilada e a regido meristematica foi separada do
restante da raiz e colocada sobre uma lamina em uma gota de acido acético 45%
sendo entdo esmagada entre lamina e laminula. A laminula foi retirada com auxilio
de nitrogénio liquido e as células coradas com Giemsa 10% (por 4 minutos),
procedendo-se entdo a andlise das laminas ao microscopio de luz. Foram analisadas
cinco laminas por tratamento, cada lamina constituida por um meristema. O
parametro analisado foi o percentual de c-metadfases em relacdo ao total de

metafases encontrado nas laminas.

7.3 Resultados

7.3.1 Lactuca sativa

O percentual de c-metafases esta apresentado no grafico a seguir (figura 15).
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Figura 15: Grafico indicando o percentual de c-metafases em células de alface expostas aos
tratamentos com 62,5mM de NaCl por 3, 4, 5, 6, 7 e 8 horas de exposicdo em comparagcado ao
controle negativo (dgua destilada) e 8-hidroxiquinoleina (HQ) por 3 horas de exposicao. (*)
tratamentos significativamente diferentes do controle e iguais entre si pelo teste de Tukey (5%).

Foi possivel observar que a concentracdao 62,5mM de NaCl foi capaz de

induzir c-metafases em células meristematicas de alface. E, em todos os tempos de
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exposicao testados, o resultado encontrado foi estatisticamente igual ao tratamento
com HQ, o que indica que o NaCl pode ser utilizado como antimitotico para esta
espécie com a mesma eficiéncia que a 8-hidroxiquinoleina. As metéfases
encontradas variaram quanto a condensacdo dos cromossomos (figura 16). Em

alguns tratamentos foi possivel identificar metafases poliploidizadas.

Figura 16: C-metafases obtidas em células de alface apds exposicdo a 62,5mM de NaCl em
diferentes tempos de exposicao. (a) controle (Agua destilada) — metafase normal; (b) tratamento com
HQ — metafase blogueada; (c) 62,5mM de NaCl por 3 horas; (d) 62,5mM de NaCl por 4 horas; (e)
62,5mM de NaCl por 5 horas; (f) 62,5mM de NaCl por 6 horas; (g) 62,5mM de NaCl por 7 horas; (h)
62,5mM de NaCl por 8 horas; (i) metafase poliploidizada - 62,5mM de NaCl por 8 horas. Barra S5pum.

7.3.2 Solanum lycopersicum

O percentual de c-metafases estd apresentado na figura 17. Tanto o
tratamento com 8-hidroxiquinoleina (HQ) por 4 horas, quanto os tratamentos com
62,5mM de NaCl por 4, 5, 6, 7 e 8 horas de exposi¢ao foram capazes de induzir um
percentual de c-metafases maior que 90%. Comprovando que o cloreto de sddio
também pode ser utilizado na obtengcdo de c-metéfases em células de tomate. As
metéfases bloqueadas estdo ilustradas na figura 18.
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Figura 17: Gréfico indicando o percentual de c-metafases em células de tomate expostas aos
tratamentos com 62,5mM de NaCl por 4, 5, 6, 7 e 8 horas de exposicao em comparacdo ao controle
negativo (dgua destilada) e 8-hidroxiquinoleina (HQ) por 4 horas de exposicdo. (*) tratamentos
significativamente diferentes do controle e iguais entre si pelo teste de Tukey (5%).

Figura 18: C-metafases obtidas em células de tomate expostas a 62,5mM de NaCl em diferentes
tempos de exposicdo. (a) controle (dgua destilada) — metafase normal; (b) tratamento com HQ —
metéafase bloqueada; (c) 62,5mM de NaCl por 4 horas; (d) 62,5mM de NaCl por 5 horas; (e) 62,5mM
de NacCl por 6 horas; (f) 62,5mM de NaCl por 8 horas de exposicéo.

7.4 Concluséao

Estes resultados corroboram a hiptese de que a endopoliploidia € uma
resposta comum em plantas expostas a salinidade e nos fazem inferir que o cloreto
de sodio age afetando o funcionamento do fuso mitdtico podendo resultar no
aparecimento de células poliploides. Diante disso, é possivel afirmar que o cloreto de
sédio, em concentracBes especificas, pode atuar como agente antimitdtico e ser
utilizado em estudos de citogenética de plantas. O nosso trabalho evidencia que a



64

concentracdo 62,5mM de NaCl foi capaz de bloquear metafases em trés espécies de
plantas distintas (Allium cepa, Lactuca sativa e Solanum lycopersicum) e propde a

sua utilizacao/estudo em outras espécies de plantas.
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8 CONCLUSOES

Os diametros nucleares foram determinados por analise citogenética e citometria
de fluxo;

O cloreto de sdOdio induziu inibicdo do indice mittico e vérias alteracdes
cromossOmicas, dentre as quais a mais frequente foi aderéncia cromossémica;

A inibicao da divisdo celular parece estar relacionada com a diminuicédo de células
nafase S e G2,

A alta frequéncia de cromossomos aderentes pode ter influéncia no aumento do
CV do pico G1;

Em alguns tratamentos foram observadas caracteristicas citomorfolégicas
semelhantes as descritas para morte celular;

A condensacdo nuclear foi determinada pela citometria através da diminuicdo nos
dados de FSC e da intensidade de fluorescéncia dos nucleos em G1;

A fragmentacdo do DNA foi detectada pelo aumento da frequéncia de sub-G1 e
também do CV do pico G1;

Os resultados da analise de complexidade interna (SSC) foram inversamente
proporcionais aos dados de FSC;

O NaCl foi apontado como potencial agente antimitético em plantas.

Em suma, pode-se concluir que a citometria de fluxo representa uma

ferramenta atil na avaliacdo de citogenotoxidade no modelo de A. cepa. Nao
propomos que esta técnica substitua a analise citogenética, mas afirmamos que 0s
parametros aqui investigados asseguram 0 seu uso neste ensaio. A citometria pode
ser utilizada a priori da analise citogenética para oferecer resultados gerais sobre o
efeito do agente testado e quais concentragcdes/tempos de exposicdo Ssao
interessantes de serem investigadas pela analise citogenética.
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ANEXO A - Referéncia dos artigos revisados quanto ao uso da
citometria de fluxo no ensaio de A. cepa.

172 artigos publicados nos ultimos cinco anos, sobre o teste de A. cepa.

ABDA et al 2015; ABU e MBA 2011; ACHARY et al 2013; ADEYEMO e FARINMADE
2013; AKDENIZ e OZMEN 2011; AKINBORO et al 2011; AKINBORO et al 2011;
AKYIL et al 2012; ALVIM et al 2011; ANANTHAKRISHNAN et al 2013; ANDRADE et
al 2014; ANDRADE-VIEIRA et al 2012; ANDRADE-VIEIRA et al 2011; ANDRIOLI et
al 2012; ANDRIOLI et al 2014; ASITA e HATANE 2012; ASITA e MOKHOBO 2013;
ATHANASIO et al 2014; BARBOSA et al 2010; BERTANZA et al 2013;
BHATTACHARYA e HALDAR 2012; BHUJBAL et al 2011; BIANCHI et al 2010;
CANDIDO et al 2013; CARDOSO et al 2014; CARVALHO et al 2011; CAVUSOGLU
et al 2011; CAVUSOGLU et al 2011; CERETTI et al 2010; CHRISTOFOLETTI et al
2012; CHRISTOFOLETTI et al 2013; CHUKWUJEKWU e STADEN 2014; CIGERCI
et al 2015; COSTA et al 2012; CUCHIARA et al 2012; DELARMELINA et al 2012;
DEMISSIE et al 2013; DITIKA e ANILA 2013; DIZDARI e KOPLIKU 2013; DUSMAN
et al 2014; DUSMAN et al 2012; ELEFTHERIOU et al 2012; FAO et al 2012;
FATEMEH e KHOSRO 2012; FERETTI et al 2012; FERNANDEZ et al 2011;
FERREIRA et al 2012; FIRBAS e AMON 2013; FRESCURA et al 2012; GARAJ-
VRHOVAC et al 2013; GERAS'KIN et al 2011; GEREMIAS et al 2012; GHODAKE et
al 2011; GHOSH et al 2015; GHOSH et al 2012; GHOSH et al 2010; GHURDE et al
2012; GOLDONI et al 2014; GOMES et al 2013; GONZALEZ et al 2012; GOUJON
et al 2014; GRILLO et al 2014; GRILLO et al 2012; GRIPPA et al 2010; GUPTA e
AHMAD 2012; GUSTAVINO et al 2012; HEMACHANDRA e PATHIRATNE 2014;
HERRERO et al 2012; iLBAS et al 2012; INALOKUN et al 2011; JADHAV et al 2011;
JIANG et al 2014; KARAISMAILOGLU 2014; KATAEVA et al 2012; KERN et al 2015;
KERN et al 2013; KLANCNIK et al 2011; KOPLIKU e MESI (DIZDARI) 2012;
KULKARNI et al 2010; KUMAR et al 2011; KUMARI et al 2011; KWANKUA et al
2010; KWASNIEWSKA et al 2012; LACERDA et al 2014; LAUGHINGHOUSE IV et al
2012; LEME et al 2012; LERDA et al 2010; LIMA et al 2012; LIMAN et al 2014;
LIMAN 2013; LIMAN et al 2012; LIMAN et al 2011; LIMAN et al 2010; LUZ et al 2012;
MAGDALENO et al 2014; MALINI et al 2010; MALODE et al 2012; MARSIGLIA et al
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2011; MASKOVIC et al 2012; MASOOD e MALIK 2013; MAZZEO et al 2011;
MAZZEO et al 2010; MEENA et al 2013; MENDES et al 2012; MICHALSKA-
KACYMIROW et al 2014; MISIK et al 2011; MOHAMMED et al 2015; MUSANOVIC
et al 2013; NAG et al 2013; NETTO et al 2013; NEVES et al 2014; NUNES et al
2011; OLIVEIRA et al 2011; OLORUNFEMI e OGUNSANWO 2011; OLORUNFEMI et
al 2012; ONYEMAOBI et al 2012; OZAKCA e SILAH 2013; PALANIKUMAR et al
2011; PANDA et al 2011; PANNEERSELVAM et al 2012; PATIL e JADHAV 2013;
PAUL; NAG e SINHA 2013; PAWLOWSKI et al 2012; PAZ et al 2013; PEDRAZZANI
et al 2012; PERON et al 2013; PESNYA e ROMANOVSKY 2013; PIERANTOZZI et al
2012; PING et al 2012; PINHO et al 2010; PROMKAEW et al 2010; PULATE et al
2011; RADIC et al 2014; RADIC et al 2010; RAI et al 2012; RAINHO et al 2013;
RAINHO et al 2010; RATHNASAMY et al 2013; RAY et al 2013; RENJANA et al
2013; ROA et al 2012; RODRIGUES et al 2010; ROMANO et al 2011; ROSSATO et
al 2010; SABOO et al 2012; SAMUEL et al 2010; SAXENA et al 2010; SHACHI 2012;
SHAIKH et al 2012; SHARMA et al 2011; SIDDIQUI et al 2011; SILVA et al 2011;
SILVA et al 2012; SILVA et al 2013; SINGH et al 2014; SOLTYS et al 2011; SOUZA et
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TABREZ e AHMAD 2011; TEERARAK et al 2010; TIMOTHY et al 2014; TRUSHIN et
al 2013; TURKOGLU 2013; TURKOGLU 2012; VELLUTI et al 2014; VENTURA-
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