
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 

 

 

 

RONALDO DOS SANTOS FILHO 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO GENOTOXICOLÓGICA E MORFOLÓGICA DE 

NANOPARTÍCULAS DE DIÓXIDO DE TITÂNIO UTILIZANDO O SISTEMA 

TESTE DE Allium cepa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CURITIBA 

2016 



 

 

RONALDO DOS SANTOS FILHO 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO GENOTOXICOLÓGICA E MORFOLÓGICA DE 

NANOPARTÍCULAS DE DIÓXIDO DE TITÂNIO UTILIZANDO O SISTEMA 

TESTE DE Allium cepa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CURITIBA 

2016 

Dissertação apresentada ao Curso de Pós-Graduação em 
Genética, Setor de Ciências Biológicas, Universidade Federal 
do Paraná, como requisito parcial à obtenção do título de 
Mestre em Genética. 

Orientadora: Prof ª. Dr ª. Daniela Morais Leme  

Coorientadora: Profª. Drª. Marta Margarete Cestari 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

DEDICATÓRIA 

 Dedico este trabalho aos meus pais Marina e Ronaldo, por todo cuidado, 

apoio, ensinamentos e dedicação que tiveram e sempre tem comigo ao longo 

desta vida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

Agradeço à minha orientadora, Prof.ª. Dr.ª Daniela Morais Leme, por 

todo ensinamento de técnicas, valores e conhecimento ao longo desses dois 

anos. Obrigado por confiar em mim e sempre me incentivar a realizar todas as 

atividades da melhor maneira possível, sempre com paciência e a disposição 

para ajudar na execução do trabalho. Sem você, não teria sido possível.  

Agradeço minha co-orientadora, Prof.ª. Dr.ª Marta Margarete Cestari, por 

acreditar em mim e abrir espaço para eu desenvolver meu trabalho na 

universidade, pelas conversas e conselhos que tivemos ao longo desses dois 

anos que foram fundamentais para o êxito deste trabalho.  

Agradeço ao Prof. Dr. Bruno Francisco Sant’Anna Santos e o seu aluno 

Samuel Alves dos Santos que contribuíram para este trabalho, realizando 

análises morfológicas que contribuíram para qualificar este trabalho.  

Agradeço a Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior (CAPES, Brasil) pela concessão da bolsa de mestrado e ao Conselho 

Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq, Brasil) e 

Fundação Araucária (Brasil) pelo apoio financeiro.  

Agradeço aos professores do departamento de genética da UFPR pelos 

valiosos conhecimentos transmitidos ao longo do mestrado.  

Agradeço aos meus ex-professores de Biologia da Faculdade Espírita 

por fazerem eu me apaixonar por biologia, em especial a professora Cleusa, 

que sempre me fascinou com suas aulas de genética. 

Agradeço aos meus colegas de laboratório que estiveram sempre 

presentes e a disposição para ajudar, tirar dúvidas: Ananda, Antônio, Beatriz, 

Cintya, Fabi, Flávio, Gabi, Gê, Gus, Juliana, Júlio, Júnior, Laercio, Laís, Manu, 

Mari, Miriam, Nati e Tatiane.  

Agradeço em especial a Taynah, que foi a primeira pessoa a me receber 

e ensinar técnicas no laboratório e que acompanhou este trabalho até o final, 

mesmo quando estava bem longe.  

Agradeço à Karoline e Jéssica, sempre presentes nas aventuras do 

Allium cepa, pela ajuda que me deram em vários momentos do trabalho, e por 

compartilharem comigo esta aventura.  



 

 

Agradeço aos meus amigos que estiveram sempre presentes, seja 

aqueles que estão bem perto ou aqueles que estão a quilômetros de distância, 

por sempre proporcionarem risos e alegria, muitas vezes quando eu já estava 

perto de enlouquecer.  

Agradeço a minha família, tios, primos, afilhado por fazerem parte da 

minha história.  

Agradeço aos meus pais, que sempre me ensinaram a importância de 

estudar e que o conhecimento seria a maior riqueza que eu poderei ter. Por 

todo amor, paciência, ensinamentos. Não existem palavras que possam ser 

usadas para agradecer tudo que fizeram por mim. 

Peço desculpas se esqueci de alguém, mas meu muito obrigado a todos 

que passarem pelo meu caminho ao longo desses dois anos e que de alguma 

forma acrescentaram alguma coisa nesta caminhada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

RESUMO 

A preocupação com os impactos antrópicos causados ao ambiente e aos seres 
vivos faz necessário estudos toxicológicos de diferentes xenobióticos, em 
especial contaminantes emergentes, como as nanopartículas (NPs). As NPs 
tem sido amplamente utilizadas sem um real conhecimento dos seus efeitos 
nocivos. Apesar de estudos toxicológicos de NPs já serem encontrados na 
literatura, muitos são inconclusivos quanto a real periculosidade destes 
agentes, devido à alta instabilidade de suas propriedades físico-químicas e 
uma incerteza quanto a biodisponibilidade das NPs aos sistemas teste 
biológicos. Diferentes modelos biológicos tem sido empregados na Toxicologia, 
dentre eles, as plantas são importantes organismos para compreender 
impactos ambientais. Frente ao exposto, o presente trabalho teve como 
objetivo avaliar o potencial de indução de danos no DNA e alterações 
morfológicas de NPs de dióxido de titânio (NPTiO2) por meio do sistema teste 
de Allium cepa. Além disso, para garantir uma precisa estimativa dos efeitos 
nocivos destas NPs, este trabalho também avaliou diferentes metodologias de 
exposição, buscando garantir a biodisponibilidade destas NPs para A. cepa.  A 
comparação dos diferentes protocolos de exposição do teste de A. cepa 
(sementes germinadas em placas de Petri de poliestireno com papel filtro ou 
rede de nylon e bulbos dispostos em tubos de poliestireno), mostrou que não 
houve diferença entre os protocolos com sementes quanto a genotoxicidade 
das NPTiO2 observada. Tal resultado sugere que não houve interferência 
destes dois protocolos na biodisponibilidade das NPs. No entanto, uma 
diferença significativa foi observada entre os protocolos com semente e bulbos, 
porém, este resultado está relacionado com a maior sensibilidade das 
sementes a detecção de xenobióticos já demonstrada na literatura. Desta 
forma, o protocolo utilizando sementes e rede de nylon foi adotado para a 
avaliação genotoxicológica e de alterações morfológicas das NPTiO2 em A. 
cepa. Foram evidenciadas redução do Índice Mitótico (IM) e aumento nas 
frequências de aberrações cromossômicas (AC) e micronúcleo (MN) nas 
células meristemáticas de A. cepa expostas as NPTiO2 de maneira 
concentração-dependente. Estes resultados mostram a periculosidade das 
NPTiO2 quanto a sua ação de citotóxica e a capacidade de indução de danos, 
por um modo de ação clastogênico para este sistema vegetal. Além disso, a 
análise morfológica evidenciou uma maior condensação da cromatina, um 
aumento no número de vacúolos, sendo estes mais volumosos que o controle 
negativo e uma grande quantidade de corpos de óleos com localização 
adjacente a membrana plasmática.  Tais resultados apontam para um 
mecanismo de defesa celular contra a entrada das NPs na tentativa de 
minimizar os efeitos deletérios por elas causados. A avaliação genotoxicológica 
e morfológica realizada neste trabalho, nos permite concluir que as NPTiO2 

causam efeitos adversos nestes organismos, sendo real a preocupação com 
seus efeitos.  

Palavras-chave: contaminantes emergentes; nanopartículas; danos celulares; 
danos no DNA.  



 

 

ABSTRACT 
 
Concern about the anthropogenic impacts on the environment and living beings 
is necessary toxicological studies of different xenobiotics, especially emerging 
contaminants, such as nanoparticles (NPs). NPs have been widely used without 
a real knowledge of its harmful effects. Although toxicological studies of NPs 
already be found in the literature, many are inconclusive as the real danger of 
these agents due to the high instability of its physicochemical properties and 
uncertainty about the bioavailability of NPs to biological test systems. Different 
biological models have been used in toxicology, among them, the plants are 
important organisms for understanding environmental impacts. Based on these, 
this study aimed to evaluate the potential damage induction in DNA and 
morphological changes of titanium dioxide NPs (NPTiO2) through the Allium 
cepa test system. In addition, to ensure precise estimate of the harmful effects 
of these NPs, this study also evaluated different methods of exposure, seeking 
to ensure the bioavailability of these NPs to A. cepa Comparison of different 
protocols exposure of A. cepa test (germinated seeds in polystyrene Petri 
dishes with filter paper or nylon net and bulbs arranged in polystyrene tubes), 
showed no difference between the protocols with seeds as genotoxicity of 
NPTiO2 observed. This result suggests that there was no interference of two 
protocols on the bioavailability of NPs. However, a significant among the 
protocols and seed bulbs, however, this result is related to the higher sensitivity 
difference was observed of detection seeds xenobiotics been demonstrated in 
the literature. Thus, using the protocol seeds and nylon net it was evaluated 
genotoxicologic and morphologic changes in the NPTiO2 A. cepa. Were 
evidenced reduction in the mitotic index (MI) and an increase in the frequency 
of chromosome aberrations (CA) and micronuclei (MN) in the meristematic cells 
of A. cepa the exposed so NPTiO2 concentration-dependent. These results 
show the dangerousness of NPTiO2 as their cytotoxic action and inducing ability 
damage, for clastogenic action mode in plant systems. Furthermore, the 
morphological analysis showed greater chromatin condensation, an increase in 
the number of vacuoles, which are more bulky than the negative control and a 
large amount of oil bodies located adjacent to the plasma membrane. These 
results point to a cellular defense mechanism against the entry of NPs in an 
attempt to minimize the deleterious effects caused by them. The 
genotoxicologic and morphological evaluation performed in this work shows that 
the NPTiO2 cause the adverse effects on organisms, with real concern for its 
effects. 
 
Keywords: emerging contaminants; nanoparticles; cell damage; DNA damage. 
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1. INTRODUÇÃO  

O aumento populacional aliado ao desenvolvimento de novas 

tecnologias intensificam o impacto ocasionado pela ação antrópica ao meio 

ambiente. Desta forma, estudos apontam para um agravamento da 

problemática da contaminação ambiental ocasionada por diferentes poluentes 

(ZHANG et al.,2014; TOPUZ et al., 2015; JAYAPRAKASH et al., 2015).  

Atualmente, há uma crescente preocupação com um grupo específico de 

contaminantes ambientais, os contaminantes emergentes, dentre os quais 

podemos destacar as nanopartículas (NPs), que são bastante atrativas para a 

indústria e para a medicina, mas que ainda não possuem esclarecimento 

quanto aos seus possíveis efeitos deletérios para o ambiente e seres vivos 

(BHARALI et al., 2011). 

Neste cenário, é extremamente importante avaliar os efeitos genotóxicos 

e mutagênicos de diferentes substâncias químicas, pois a avaliação dos danos 

no DNA é um dos parâmetros para dimensionar a periculosidade dessas 

substâncias (LANDOLPH, 2014).  

Os vegetais superiores são considerados excelentes modelos genéticos 

para avaliação de mutágenos ambientais, tanto pela sua sensibilidade de 

detecção, como pela possibilidade de avaliação de diferentes endpoints 

genéticos, os quais abrangem desde as mutações pontuais até as aberrações 

cromossômicas (AC), passíveis de serem observadas em diferentes órgãos e 

células (GRANT, 1994).  

Entre os vegetais superiores utilizados como modelos-teste, Allium cepa 

vem se destacando devido a sua eficiência em avaliar danos genéticos 

induzidos por poluentes ambientais ou por sustâncias químicas puras. Este 

teste permite a avaliação de micronúcleo (MN) e AC nas diferentes fases da 

divisão celular (LEME e MARIN-MORALES, 2009). Além da sua alta 

sensibilidade, esta espécie tem sido também utilizada por outras vantagens, 

como baixo custo de obtenção, fácil manuseio e armazenamento, e 

principalmente, por apresentar boas condições cromossômicas. O A. cepa 

apresenta cromossomos grandes e em número reduzido (2n=16), sendo este 

fator fundamental para estudos de avaliação de danos cromossômicos e/ou de 
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distúrbios do ciclo de divisão celular (FISKESJÖ, 1985). Adicionalmente, o 

teste de A. cepa é validado pelo Programa Internacional de Química Segura 

(IPCS) e pelo Programa das Nações Unidas para o Ambiente (UNEP) e vem 

sendo utilizado desde 1920 para avaliações toxicológicas (KUMARI, 

MUKHERJEE e CHANDRASEKARAN, 2009)  

Contudo, a avaliação toxicológica de NPs enfrenta problemas 

metodológicos, como a garantia de sua biodisponibilidade para o sistema-teste, 

que podem levar a resultados falso negativos. Desta forma, assegurar sua 

biodisponibilidade para o sistema teste é fundamental para que seja possível 

obter resultados satisfatórios quanto ao seu potencial genotóxico (TEUBL et 

al.,2014).  

A definição de uma metodologia de exposição que assegure a 

biodisponibilidade das NPs ao sistema-teste é fundamental, pois visa obter 

resultados confiáveis que permitam estimar a periculosidade destes 

nanomateriais. Este cenário, torna importante o estudo das NPs no sistema-

teste A. cepa, permitindo uma melhor compreensão de seus efeitos deletérios, 

uma vez que estes nanomateriais estão presentes em nosso cotidiano e podem 

impactar o meio ambiente. A periculosidade destas NPs pode ser observada 

por meio da demonstração da existência de efeitos genotóxicos e também 

pelas alterações morfológicas provocadas pela nanopartícula de dióxido de 

titânio (NPTiO2).  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Contaminação ambiental 

 

Ao longo do tempo, as atividades antrópicas tem causado profundas 

mudanças no ambiente, culminando com os níveis alarmantes de 

contaminação de todos os ecossistemas, em uma clara demonstração da 

existência de desequilíbrio na relação homem-natureza (RICKLEFS, 2013).  

A demanda por fontes de água pura e de qualidade para o consumo 

humano e agricultura é grande. Geralmente, ela provém de reservatórios 

naturais, como rios e lagos, que estão sujeitos à contaminação por 

xenobióticos. Em razão disso, há uma procura por fontes de água cada vez 

mais distantes dos grandes centros de consumo, devido a problemática com a 

eliminação de resíduos, que corresponde a uma das maiores fontes de 

poluição aquática, liberando neste ambiente os mais diversos tipos de 

contaminantes e suas toxinas, prejudicando o ambiente e os organismos. 

(FRENZILLI et al., 2009; JHANSI, CAMPUS e MISHRA, 2013).   

O ambiente aquático é afetado por diferentes contaminantes, dentre 

eles, contaminantes sabidamente conhecidos e legislados, como os metais 

(JAYAPRAKASH et al.,2015; SALLEM, IQBAL e SHAH, 2015) e contaminantes 

para os quais ainda não foram estabelecidos valores limites de aceitação em 

corpos d’agua, que são atualmente denominados de contaminantes 

emergentes.   

Contaminantes aquáticos emergentes podem ser amplamente definidos 

como compostos químicos ou agentes biológicos (e.g., microrganismos) que 

não são normalmente monitorados nos sistemas aquáticos, mas que 

apresentam recentemente um aumento de suas incidências neste meio e que 

podem conferir um perigo, real ou suspeito, a saúde dos organismos vivos 

(JONES e GRAVES, 2010). Estudos da EPA (U.S. Environmental Protection 

Agency) têm mostrado um aumento significativo de compostos químicos 

classificados como poluentes emergentes (RICHARDSON, 2007, 2009). Dentre 

os contaminantes emergentes atuais, temos diversos nanomateriais, incluindo 
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as NPs (COLEMAN et al., 2014; CANESI, CIACCI e BALBI, 2015; OKUPNIK, 

JARA e PFLUGMACHER, 2015).  

A identificação e quantificação dos poluentes emergentes em sistemas 

aquáticos é necessária para avaliar e elucidar seus impactos ao ambiente e 

aos organismos vivos, tanto do ponto de vista ecotoxicológico quanto para 

garantia da saúde humana (TERNER, 2015).   

Desde 2006, a nanociência tem atraído a atenção de gestores 

ambientais e políticos sobre o possível potencial toxicológico para o ambiente e 

saúde humana (MOORE, 2006). Contudo, apesar do crescente uso de NPs por 

diferentes setores industriais, até o momento os estudos toxicológicos são 

inconclusivos quanto a periculosidade destes nanomateriais. Adicionalmente, 

devido à complexidade da especiação dos metais associados as NPs, há 

dificuldade em testar todos os possíveis cenários de contaminação ambiental, o 

que dificulta ainda mais a elucidação da problemática toxicológica das NPs 

(FABREGA, et al., 2010).   

   

2.2. Nanopartículas 

 

As NPs são definidas como partículas que contem pelo menos uma 

característica microestrutural com dimensões de até 150 nanômetros (PIERRI 

et al., 2005). Devido à sua singularidade em relação às propriedades físico-

químicas, tais como grande área de superfície (Figura 1) e atividade química, 

grande capacidade de penetração, mostram-se potencialmente atrativas em 

tecnologias industriais e medicinais, (BHARALI et al., 2011).  

 
Figura 1. Grande área de adsorçao das nanopartículas.FONTE:Nano.gov 
acesso em fevereiro de 2016.  
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As NPs metálicas podem ser obtidas por métodos químicos, físicos ou 

biológicos. No entanto, a síntese biológica tem recebido atenção especial. De 

fato, existem diferentes espécies de fungo e bactérias capazes de reduzir íons 

metálicos produzindo NPs metálicas com propriedades antimicrobianas 

(DURAN et al., 2010).        

Existem diversos estudos envolvendo diversos tipos de NPs, por 

exemplo, prata (NELLGUND et al., 2015), ouro (SATO et al., 2015), zinco 

(MAO et al., 2015), dióxido de titânio (LI et al., 2015), sílica 

(ASHRAFMANSOURI e ESFAHANY, 2015), entre outras, o que resulta em 

diversas aplicações para estes nanomateriais, como por exemplo, cosméticos, 

embalagens, chips eletrônicos, tintas e indústria têxtil.  

A aplicação das NPs em diversos setores industriais, requer a 

certificação da segurança toxicológica tanto ambiental como para a saúde 

humana destes nanomateriais. Neste aspecto, criou-se a nanotoxicologia, que 

é uma disciplina que compreende o estudo da interação das nanoestruturas 

com os sistemas biológicos, com ênfase na elucidação da relação entre as 

propriedades físico-químicas das NPs e a indução de respostas tóxicas em 

sistemas biológicos (FORBE et al.,2011).  

 As NPs apresentam diversas vantagens terapêuticas, sendo bastante 

utilizadas na medicina por apresentarem capacidade de atravessar barreiras 

biológicas (KIM et al., 2006). Existe a necessidade de aumentar a 

biodisponibilidade para os órgãos alvo de agentes terapêuticos no tratamento 

de doenças, e as NPs contribuem para uma maior biodisponibilidade destes 

agentes. Isto é possível devido a forma, o tamanho e as propriedades físico-

químicas das NPs (STAQUICINI et al., 2011; SCHWARTZ et al., 2014).  

Segundo a IUPAC, a solubilidade pode ser expressada como uma 

proporção de um soluto designada no seio de um solvente determinado, em 

outras palavras, é a quantidade máxima que uma substância pode dissolver-se 

em um líquido, e expressa-se em mols por litro, gramas por litro. As 

nanopartículas não são solúveis em água, caracterizando uma suspensão 

coloidal, fazendo necessária a avaliação do potencial zeta para entender o 

comportamento desta substância (SILVA, et al., 2010).  
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Para um sistema em suspensão, o Potencial Zeta é um índice 

importante que reflete a intensidade da força de repulsão entre as partículas e 

a estabilidade da dispersão, porém, o papel dos íons especificamente 

adsorvidos sobre as NPs ainda não está completamente compreendido 

(LIUFU, XIAO e LI, 2005). Estudos demonstram que o Potencial Zeta das NPs 

depende de diversos fatores, como a composição do solvente, a composição 

química das superfícies das partículas, o valor de pH e íons na suspensão. 

Sabe-se que suspensões que apresentam valores de Potencial Zeta superiores 

a + 30 mV ou inferiores a -30 mV são estáveis, enquanto aquelas cujo valor 

encontra-se entre esses valores são instáveis (MANDZY, GRULKE e 

DRUFFEL, 2005).         

A biodisponibilidade das NPs depende de sua internalização celular, e é 

importante para garantir que os estudos sobre essas substâncias não 

apresentem resultados falso negativos, uma vez que a avaliação da sua 

genotoxicidade depende de sua internalização na célula, para que então seja 

possível avaliar seus efeitos em diferentes concentrações (PAKRASHI et al., 

2014).    

O dióxido de titânio em sua forma nanoestruturada tem atraído muito 

interesse em diversas áreas por apresentar diversas aplicações em diferentes 

setores de indústria, como por exemplo, nas indústrias alimentícias, cosmética, 

de papel, farmacêutica, de tintas, de plásticos e têxtil, além de apresentar 

potencial em aplicações na eletrônica e genômica, devido as suas 

propriedades físico-químicas (WENSUN, DUA e BOYANG, 2009). As águas 

residuais são apontadas como principal ponto de entrada das NPTiO2 no 

ambiente aquático (KAEGI, 2010).          

As NPTiO2 podem se apresentar sob três formas: anatase, rutilo e 

brookita (FIGURA 2). A forma mais encontrada e tóxica é anatase, onde os 

cristais estão isolados e bem desenvolvidos do que na forma rutilo, onde os 

cristais estão maclados em um sistema tetragonal. Foi observado que as 

NPTiO2 na estrutura cristalina anatase são tóxicos nos diversos testes 

realizados e na forma rutilo, as NPs formam agregados maiores, apresentando 

menores efeitos sobre os organismos biológicos (CLEMENT, HUREL e 

MARMIER, 2013).   
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Figura 2. Disposição geométrica das estruturas Rutilo, Anatase e Brookita das 
NPTiO2. FONTE: Mo e Ching (1995)   
 
 

2.3. Genotoxicidade ambiental 

Segundo a U.S. Environmental Protection Agency (EPA, 2015), a 

poluição é caracterizada pela presença de quaisquer substâncias na água, solo 

ou ar que degradam a qualidade natural do ambiente, alterando o aspecto 

visual, o gosto, ou cheiro, podendo causar riscos à saúde dos organismos 

vivos. A presença de poluentes inviabiliza a utilização dos recursos naturais, 

cada vez mais alterados, devido ao modo de vida humano, comprometendo a 

qualidade dos ecossistemas.        

A preocupação com o ambiente aquático é grande, pois uma ampla 

variedade de resíduos são despejados de maneira inadequada diretamente 

neste ecossistema, trazendo diversas consequências, como o 

comprometimento da saúde dos organismos que vivem neste ambiente e que 

muitas vezes são fontes de alimentos para os seres humanos. Além disso, a 

água é capaz de transportar estas substâncias químicas para longe dos focos 

de contaminação, podendo afetar também outros ambientes (TERNER, 2015).  

 A Toxicologia Genética é uma área de pesquisa que surgiu a partir da 

preocupação com a degradação ambiental e os possíveis danos causados ao 

material genético. Estudos nesta área visam avaliar o potencial de indução de 

danos no DNA causados por agentes físicos e/ou químicos em células de 

organismos procariontes e eucariontes. A molécula de DNA está sujeitada a 
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sofrer alterações aleatórias denominadas mutações que podem ser induzidas 

por erros durante o ciclo celular, mas que também podem ser decorrentes da 

ação de radiação UV ou xenobióticos (LANDOLPH, 2014).    

Existem três classes de danos no DNA: (1) Mutação Gênica – são 

mutações pontuais que causam alterações na sequência do DNA dentro do 

gene; (2) Mutação Cromossômica Estrutural – são alterações na estrutura 

cromossômica; (3) Mutação Cromossômica Numérica – são alterações no 

número de cromossomos (HOUK, 1992).    

Os agentes genotóxicos são aqueles que podem interagir tanto com o 

material genético, como com outros componentes da célula, como as fibras do 

fuso e enzimas celulares. Logo, o termo genotoxicidade se designa a formação 

de aductos de DNA, síntese de DNA não programada, lesões na fita de DNA, 

trocas entre cromátides-irmãs, ou seja, são transitórios, sendo suscetíveis ou 

não de reparo, podendo ou não induzir uma mutação. Já a mutagenicidade 

corresponde a alterações permanentes em nível gênico ou cromossômico 

(DEARFIELD et al., 2002).         

As substâncias químicas causadoras de danos à molécula de DNA 

podem ser agrupadas em quatro diferentes grupos: (1) aquelas que agem 

diretamente sobre a molécula de DNA; (2) as que requerem via de 

metabolização para causarem danos; (3) as que promovem a produção de 

espécies reativas de oxigênio; (4) aquelas que causam inibição no reparo e na 

síntese do DNA (LEE e STEINERT, 2003).   

Os mecanismos de reparo existem com a finalidade de manter a 

integridade genômica, seja quando o DNA sofre com danos espontâneos, seja 

quando sofre com danos provocados pela ação de toxicantes. (GUNES, AL-

SADAAN e AGARWAL, 2015).   

A avaliação de danos no DNA causados por xenobióticos pode ser 

realizada fazendo uso de diferentes metodologias e organismos-teste. Segundo 

Fiskesjo (1985) é importante que os teste de monitoramento ambiental 

apresentem fácil execução e produzam resultados rápidos e reprodutíveis, uma 

vez que, alertam para a periculosidade destas substâncias. Houk (1992) 

completa que a escolha do teste utilizado deve considerar fatores como a 

executabilidade, o custo e a característica da amostra.  
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Pode-se destacar o uso de sistema-teste vegetais no monitoramento de 

poluentes ambientais, uma vez que são capazes de detectar mutágenos em 

diferentes ambientes e são capazes de avaliar diferentes endpoints genéticos, 

como mutações pontuais, alterações morfológicas, IM, AC e MN (GRANT, 

1994). White e Claxton (2004) relatam o uso de diferentes sistemas vegetais na 

avaliação de genotoxicidade, como por exemplo, Tradescantia sp., Zea mays, 

Vicia faba e Allium cepa.  

   

2.4 Sistema teste de Allium cepa  

  

Conhecida popularmente como cebola, a espécie Allium cepa é um 

vegetal superior bastante empregado em avaliações de toxicidade de poluentes 

ambientais. Vários fatores contribuem para o uso deste sistema-teste: (1) 

apresenta alta sensibilidade na detecção de mutágenos; (2) alta correlação 

com outros sistema-teste, como os de mamíferos; (3) baixo custo; (4) possui 

boas condições cromossômicas, apresentando cromossomos de tamanho 

grande e em número reduzido (2n=16), o que facilita a análise e quantificação 

das AC (FISKESJO, 1985; FERNANDES et al., 2007; LEME e MARIN-

MORALES, 2007; MOHAMMED, et al., 2015).  

O teste do A. cepa é um sistema teste vegetal eficiente, pois além de 

apresentar as vantagens descritas acima, permitindo a avaliação de IM, MN e 

AC (LEME e MARIN-MORALES, 2009), ele permite também avaliações 

morfológicas que confirmam o efeito dos toxicantes no organismo-teste 

 Levan, pode ser considerado o pioneiro no teste do A. cepa, em 1938 

observou distúrbios no fuso mitótico a partir da utilização de colchicina, mais 

tarde, em 1945 mostrou que diferentes soluções de sais orgânicos eram 

capazes de induzir AC nas células meristemáticas das raízes deste vegetal 

(LEVAN, 1945). Com o passar dos anos, foram realizadas adaptações na 

metodologia deste teste para permitir uma avaliação mais abrangente de 

substâncias químicas. Neste contexto, destaca-se as adaptações de Fiskesjo 

(1985) e Rank (1993) para permitir o uso do teste de A. cepa no monitoramento 

ambiental, tornando-o eficaz na avaliação de misturas complexas e capaz de 

detectar agentes potencialmente genotóxicos, por meio da avaliação de AC nas 
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diferentes fases do ciclo celular. A inclusão da avaliação de efeitos 

mutagênicos a partir da observação de MN em células de F1 de A. cepa 

expostas à poluentes ambientais aconteceu com Ma et al., (1995).  

 Mohammed et al. (2015) destacam que o teste de A. cepa permite a 

avaliação de diversos parâmetros, como avaliação do IM para citotoxicidade, 

de AC para genotoxicidade e do MN para mutagenicidade. Há discordância 

entre diferentes autores sobre qual seria o melhor endpoint. Ma et al. (1995) 

consideram os MN, o melhor parâmetro, pois são os mais simples e efetivos 

indicadores de danos no DNA. Por outro lado, Rank e Nielsen (1997) defendem 

a avaliação das AC, uma vez que, permitem tanto detectar o potencial 

genotóxico, como avaliar os mecanismos de ação dos agentes testados, 

podendo o dano gerado ter efeito aneugênico ou clastogênico.  

 A toxicidade é um parâmetro inicial utilizado, capaz de fazer uma análise 

prévia do contaminante, estabelecendo os primeiros indicativos de seus riscos, 

por meio da avaliação do índice de germinação e da medição do crescimento 

das raízes (RANK, 2003).  

A citotoxicidade é avaliada através do IM, que é caracterizado pela razão 

entre o número de células em divisão celular sobre o número total de células. 

Tanto o aumento como a diminuição do IM são indicativos de citotoxicidade 

(FERNANDES, MAZZEO e MARIN-MORALES, 2007). A redução pode indicar 

alterações provocadas pela ação química da substância testada no 

crescimento e desenvolvimento dos organismos, enquanto o aumento do IM 

pode resultar em uma proliferação desordenada das células, podendo culminar 

em um processo tumoral (HOSHINA, 2002).    

A região meristemática usada neste teste apresenta rápido crescimento 

e grande quantidade de células em divisão (OLIVEIRA et al., 2010).   

Indicadores de mutagenicidade, os MN são identificados em qualquer 

tipo de célula, podendo ser usado para monitorar ambientes através de teste 

com roedores e plantas (SILVA et al., 2011). Em plantas, como no caso do A. 

cepa, este teste pode ser avaliado isoladamente em células da região F1 ou em 

conjunto com as AC em células meristemáticas (MA et al., 1995). Em A. cepa a 

avaliação do tamanho do MN pode sugerir ações aneugênicos e clastogênicos, 

onde MN pequenos indicariam efeitos clastogênicos resultantes de quebra 
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cromossômica e MN grandes indicam efeitos aneugênicos, resultantes da 

perda cromossômica, isto está relacionado com a constituição cromossômica 

desta espécie (LEME, ANGELIS e MARIN-MORALES, 2008).    

O teste do A. cepa pode ser desenvolvido tanto a partir da semente, 

como do bulbo da cebola. No Brasil, há maior facilidade do uso de sementes, 

pois é mais fácil adquirir de uma mesma variedade e lote, com um número de 

amostras maior. Elas apresentam ótima faixa de germinação a 25ºC, sendo 

apropriado testar algumas marcas de semente, para verificar qual apresenta 

melhorar germinação (PINHEIRO et al., 2014). Fatores como a temperatura e a 

umidade relativa do ar influenciam a qualidade fisiológica das sementes, e 

apresentam menor interferência em sua germinação quando estão 

armazenadas em latas (CANEPPELE, 1995). A coleta das raízes deve ser feita 

quando atingirem 2 cm de comprimento (OLIVEIRA, et al., 2010).  

 Ao longo dos anos, diversos trabalhos tem sido realizados com A. cepa, 

utilizando diferentes contaminantes, como por exemplo, hidrocarbonetos 

aromáticos (LEME, ANGELIS e MARIN-MORALES, 2008), metais (SINGH e 

GOEL, 2015), praguicidas (BIANCHI, FERNANDES e MARIN-MORALES, 

2016) e nanopartículas (PAKRASHI et al., 2014).  

Nos últimos anos, diversos estudos envolvendo diferentes tipos de NPs 

utilizando A. cepa como sistema teste tem sido realizados (KLANCNIK et al., 

2010; GHODAKE, SEO e LEE, 2011; KUMARI et al., 2011; PAKRASHI et al., 

2014).  

 

2.5. Nanopartículas e seus efeitos em vegetais superiores   

 

Muitos estudos (AKERMANN et al., 2002; HOSHINO et al., 2004 e 

SUZUKI et al., 2007) envolvendo NPs e plantas alertam para possíveis efeitos 

adversos, uma vez que as NPs funcionam como transportadores de outras 

substâncias, carreando-as para o interior das células. Devido a sua elevada 

relação superfície-volume, as NPs são extremamente reativas e podem passar 

através da membrana plasmática (SUZUKI et al., 2007), serem absorvidas por 
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processos de endocitose e ainda por aquaporinas, que atuam como vias de 

captação de NPs (SCHWAB et al., 2016). 

O uso de NPs na agricultura tem mostrado resultados satisfatórios 

quanto ao cultivo de algumas plantas. Em um estudo realizado com espinafre 

foi observado uma melhoria no crescimento das plantas em que as NPTiO2 

foram administradas nas sementes ou pulverizadas sobre as folhas. Elas ainda 

aumentaram a atividade de várias enzimas e promoveram a absorção de 

nitrato, que acelerou a transformação de nitrogênio inorgânico em orgânico 

(ZHENG et al., 2005). Outro trabalho mostrou o uso de NPs para aumentar o 

crescimento, melhorar a porcentagem de germinação e aumentar o vigor das 

mudas de Tridax procumbens L., conhecida como Erva de Touro 

(KUSHWARA, KAUR e MALIK, 2013).   

 É importante ressaltar que algumas NPs podem apresentar um efeito 

protetor, sendo benéficas aos organismos. Em um estudo realizado com Pisum 

sativum observou-se que em contato com o cromo havia diminuição no 

crescimento, entretanto com a adição de NPs de silício juntamente com o 

cromo, observa-se uma espécie de proteção, reduzindo o estresse oxidativo e 

reduzindo a acumulação do cromo, permitindo o crescimento das ervilhas 

(TRIPATHI et al., 2015).  

Diversos autores, verificam efeitos ocasionados pelas NPs em vegetais. 

MA et al. (2010) destacam a interação das NPs com as plantas, em relação a 

absorção e acumulação de biomassa vegetal, afetando seu destino e 

transporte no ambiente. Lin e Xing (2007) testaram cinco tipos diferentes de 

NPs e observaram efeitos no índice germinativo e no crescimento das raízes 

nas seis espécies testadas. Clement, Hure e Marmier (2013) ainda destacam 

que as NPTiO2 na forma anatase mostram-se mais tóxicas que as na forma de 

rutilo. Kumari, et.al (2011) avaliam a toxicidade de NPs de óxido de zinco e 

observou-se efeitos em nível celular, molecular e nuclear, relação direta entre o 

aumento do número de AC com a elevação das concentrações da NP. 

Como já relatado, as NPs interagem com diferentes tipos de vegetais, 

resultando em diferentes efeitos a estes organismos. Em A. cepa verifica-se 

aumento significativo do crescimento das raízes (CANAS et al., 2008), em 

Solanum lycopersicium observa-se aumento significativo do índice de 



25 

 

 

 

germinação, (KHODAKOVSAYA et al., 2009), em Oryza sativa onde nota-se 

atraso e diminuição da floração (LIN et al., 2009), em Curcurbita pepo verifica-

se redução da biomassa (STAMPOULIS et al., 2009), em Lactuta sativa 

verifica-se redução do comprimento da raiz (LIN e XING, 2007), em Zea Mays 

percebe-se inibição da condutividade hidráulica, além de afetar o crescimento e 

a transpiração (ASLI e NEUMANN, 2009) e danos no DNA em A. cepa 

(KUMARI et al., 2009), em Glycine max percebe-se aumento do crescimento da 

raiz (LOPEZ-MORENO et al., 2010a), em Zea mays nota-se aumento das 

raízes (LOPEZ-MORENO et al., 2010b).  

A interação entre NPs e A. cepa também é observadas nos estudos de 

Kumari et al. (2009), utilizando NPs de prata verificaram um padrão dose-

respostas para as concentrações de 0,025; 0,5; 0,075 e 0,1 mg/mL, com 

diminuição do índice mitótico, e com a presença de AC, indicando o efeito 

citotóxico e genotóxico desta NP. Em outro trabalho, Pakrashi et al. (2014), 

utilizando NPTiO2 verificaram resultados semelhantes, com diminuição do IM 

em padrão dose-dependente, fato que indica que o toxicante testado afeta o 

crescimento e o desenvolvimento do organismo, e aumento de AC, concluindo 

que estas NPs são capazes de induzir toxicidade nos sistemas vegetais 

mesmo em baixas concentrações, devido a sua internalização e indução de 

estresse oxidativo.  

 

2.6. Alterações morfológicas em vegetais superiores  

 

Alterações morfológicas foram observadas em Genipa americana, em 

região de chuva ácida. Foram observadas nas folhas desse vegetal: necrose 

pontuais, colapso das células do mesófilo e epiderme, hipertrofia 

parenquimática e ainda plasmólise das células guardas. Estas observações 

demonstram para a importância das análises anatômicas na avaliação de 

danos ao vegetal (SANT’ANNA-SANTOS et al., 2006)  

 Plantas Commelina benghalensis expostas ao glifosato foi observado 

danos morfológicos associados aos tricomas e as células epidérmicas 

próximas aos estômatos, sendo verificada ainda perda de turgescência, ruptura 

da cutícula (SANTOS, et al., 2015).   
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Corpos de óleo são pequenos corpos intracelulares, que tem função 

protetora nos vegetais. Segundo Zhao et al., (2016) e Karkani et al., (2013) o 

aumento no número destas estruturas pode indicar um mecanismo de proteção 

da célula. Logo, o aumento de corpos de óleo observado na análise 

morfológica realizada neste trabalho pode ser um indicativo da entrada da 

NPTiO2 no protoplasto.  

Também são observadas alterações morfológicas provocadas por NPs 

em A. cepa, Kumari et al., (2011) observam desintegração da matriz celular e 

deformação de estruturas em comparação ao CN, como a presença de 

aglomerados particulados na matriz citoplasmática, provavelmente sendo 

aglomerados de NPs. O aumento na quantidade de Oil bodies, relatada por 

Zhao et al., (2016) e Karkani et al., (2013) pode representar um mecanismo de 

proteção da célula, sendo outra alteração morfológica observada.  

 Em seu trabalho com nanopartículas de óxido de zinco, Kumari et al., 

(2011) também observaram alterações morfológicas a partir da exposição de A. 

cepa a suspensão de NPs e verificou desintegração da matriz celular e 

deformação de estruturas em comparação ao CN, como a presença de 

aglomerados particulados na matriz citoplasmática, provavelmente sendo 

aglomerados de NPs, podendo ser as alterações morfológicas mais um 

mecanismo eficiente para demonstrar a real preocupação a periculosidade das 

NPs.  

 São evidenciadas alterações na morfologia da folha de Viburnum tinus, 

expostas a águas residuais (BELLOT et al., 2015). Já em um estudo realizado 

em Adenium obesum observam-se características evidentes de apoptose, 

como diminuição da densidade celular, após a exposição a NPs de prata 

(FARAH et al., 2016). 

 Após exposição de milho e repolho à NPs de prata e oxido de zinco foi 

verificado a existência de alterações anatômicas no desenvolvimento dessas 

espécies (POKHREL e DUBEY, 2013).  
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3. OBJETIVOS 

 

Este estudo visou garantir a biodisponibilidade das NPTiO2 para o 

sistema-teste de A. cepa, permitindo uma avaliação adequada da 

periculosidade deste nanomaterial quanto a sua capacidade de indução de 

alterações morfológicas, efeitos citotóxicos e danos no DNA. 

Desta forma, os objetivos específicos deste trabalho foram:  

 Padronização da melhor metodologia de exposição das raízes de A. 

cepa a NPTiO2, sendo utilizados três diferentes métodos de tratamento 

contínuo: (1) semente em placa de Petri de plástico com papel filtro; (2) 

semente em placa de Petri de plástico com rede de nylon; (3) bulbo 

dispostos em recipientes de plástico; 

 Avaliação da periculosidade das NPTiO2 quanto à citotoxicidade (IM), 

genotoxicidade (AC) e mutagenicidade (MN), por meio de experimento 

dose-resposta, utilizando a metodologia do teste de A. cepa que 

apresentou melhor resposta quanto a biodisponibilidade das NPTiO2;  

 Avaliações de alterações morfológicas em raízes de A. cepa expostas as 

NPTiO2 na metodologia que apresentou melhor resposta quanto a 

biodisponibilidade destas NPs, por meio da análise estrutural e ultra-

estrutural.  
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4. MATERIAL E METODOS  

4.1. Material  

 O agente teste utilizado neste trabalho foram as NPTiO2, obtidas de 

Sigma-Aldrich® [Titanium (IV) oxide nanopowder, 21 nm particle size (TEM), 

≥99.5% trace metals basis], 100% anatase.  

 O organismo biológico utilizado foi Allium cepa, da variedade baia 

periforme. Foram utilizados sementes deste vegetal obtidas diretamente do 

fornecedor da marca Feltrin® e também bulbos, da mesma variedade, obtidos 

de fornecedor confiável.  

 

4.2. Preparo das suspensões teste de NPTiO2 

O teste de padronização da melhor metodologia de exposição das 

NPTiO2 a A. cepa foi realizado utilizando a concentração de 1 mg/mL. Para a 

avaliação de alterações morfológicas e genotoxicológicas, um experimento 

dose-resposta foi realizado com as seguintes concentrações de NPTiO2: 0,01; 

0,1 e 1 mg/mL.  

Estas concentrações de NPTiO2 foram definidas com base no trabalho 

de Zhu et al. (2010), realizado com Daphnia magna, no qual a maior 

concentração testada foi de 1 mg/mL. A partir da concentração de 1 mg/mL, 

foram definidas outras duas concentrações teste 10 e 100 vezes menores (0,1 

mg/ml e 0,01 mg/ml) que a maior concentração. Outros trabalhos de nosso 

grupo de pesquisa (Laboratório de Citogenética de Peixes e Mutagênese 

Ambiental, Universidade Federal do Paraná) tem conduzidos experimentos 

com estas mesmas concentrações, como o estudo de Vicari (2015) utilizando 

Hoplias intermedius em exposição trófica (60 dias) e em contaminação por 

injeção intraperitoneal (96 horas).  

As soluções teste de NPTiO2 foram preparadas em água ultrapura e 

sonicadas em lavadora ultrassônica por 30 min, na frequência de 42 Hz, antes 

da realização de cada experimento com A. cepa (Figura 4). As suspensões de 

NPTiO2 foram substituídas a cada 24 h, em todas os experimentos realizados 

para evitar agregação das NPs e garantir a biodisponibilidade das mesmas ao 

sistema teste.  
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Figura 3. Suspensões de NPTiO2 em banho sonicador para evitar agregação.  
FONTE: O autor.   
 

4.3. Caracterização da NPTiO2 e de suas suspensões teste 
 

 

Para a caracterização do pó de NPTiO2 foram utilizadas os métodos de 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) e Difração de Raio-X para 

verificar a estrutura cristalina, Teoria da Adsorção Multimolecular (BET - 

Brunauer–Emmett–Teller theory) para a área de superfície específica; Difusão 

dinâmica da luz (DLS - Dynamic Light Scattering) para o tamanho médio e 

índice de Polidispersão; Velocimetria laser (LDV - Laser Doppler Velocimetry) e 

eletroforese para potencial zeta; Espectroscopia de fotoelétrons excitados por 

raios X (XPS - X-Ray Photoelectron Spectroscopy) para a química de 

superfície. 

 A caracterização das suspensões teste de NPTiO2 foi feita pela 

doutoranda Tatiane Klingelfus, sendo realizada pelo aparelho Zetasizer® Nano 

Series ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) no qual se verificou o 

tamanho médio das partículas, o índice de polidispersão e o potencial zeta. As 

medidas foram realizadas a 28ºC. Para análise de tamanho das partículas e 

índice de polidispersão utilizou-se cubeta de poliestireno, cada análise durou 

em média 105 s e foi obtida com um ângulo de detecção de 90° e laser 

vermelho 633 nm. Para determinar o potencial zeta, as amostras foram 

colocadas em célula eletroforética, onde um potencial de ± 150 mV foi 

estabelecido, realizando em média 12 corridas para cada amostra. Por meio do 

índice de polidispersão foi possível calcular a % de polidispersão [% 

Polidispersão (%Pd) = (PdI) ½ x 100], para verificar a homogeneidade de 

tamanhos de partículas presentes na suspensão coloidal, sendo considerada 

como suspensão homogênea quando %Pd < 20 (MALVERN, 2015). 
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4.4. Experimentos de padronização da melhor metodologia de exposição 

das NPTiO2 AO sistema-teste de A. cepa  

 

Foram utilizadas três metodologias de crescimento do meristema apical 

da raiz de A. cepa referente a um tratamento contínuo para a identificação do 

melhor sistema de exposição de A. cepa às NPs, como segue:  

(1) Sementes de A. cepa foram submetidas a germinação em placas de 

Petri de poliestireno forradas com papel filtro (100 sementes/placa), 

umedecidas pelas soluções testes;  

(2) Sementes de A. cepa foram submetidas a germinação em placas de 

Petri de poliestireno forradas com uma rede de nylon (100 

sementes/placa), umedecidas pelas soluções teste;  

(3) Bulbos de A. cepa dispostos em tubos de poliestireno foram 

expostos as soluções teste de forma que a extremidade do vegetal 

ficasse em contato com as soluções (5 bulbos/tratamento, sendo 1 

bulbo por tubo) (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Diferentes formas de exposição das nanopartículas de dióxido de 
titânio (NPTiO2) ao teste Allium cepa. (A) Sementes na placa de Petri de 
poliestireno com papel filtro. (B) Sementes na placa de Petri de poliestireno 
com rede de nylon. (C) Bulbos imersos em tubo de poliestireno. FONTE: O 
autor. 
 

Quando as raízes atingiram cerca de 2 cm de comprimento (6 dias), elas 

foram coletadas e fixadas em álcool ácido-acético (3:1–v/v) por 6 horas em 

temperatura ambiente. Após este tempo, realizou-se a troca por fixador recém-

preparado, para armazenamento das raízes a 4°C, até a sua utilização na 

confecção das lâminas. Todos os experimentos foram realizados em estufa 

incubadora BOD, com temperatura constante (25°C) e ausência de luz. Os 
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tratamentos controles foram realizados em água ultrapura (CN - controle 

negativo) e em 10 mg/L de metil metanosulfonato (MMS, CAS 66-27-3, Sigma-

Aldrich) para o controle positivo (CP). A suspensão teste de NPTiO2 utilizada 

nesta etapa de padronização foi a de 1 mg/mL. 

 

4.5. Teste de Aberrações Cromossômicas (AC) e Micronúcleos (MN) em 

células meristemáticas de A. cepa 

O teste de AC e MN em células meristemáticas de A. cepa foi realizado 

de acordo Grant (1982) e Leme e Marin-Morales (2008). 

As raízes fixadas foram submetidas à coloração em reativo de Schiff 

(Figura 5). Para o preparo das lâminas, os meristemas foram recobertos com 

lamínulas e, suavemente, esmagados em uma gota de carmim acético (2%). 

As lamínulas foram retiradas em nitrogênio líquido e as lâminas montadas com 

resina sintética (Figura 6), para serem, posteriormente, analisadas. 

 

 
Figura 5. Coloração das raízes de A. cepa utilizando reativo de Schiff. A. 
Raízes fixadas; B. Remoção do fixador; C. Hidrolise ácida; D. Interrupção da 
hidrólise ácida; E. Incubação das raízes em reativo de Schiff; F. Remoção do 
excesso de corante. 
 

Figura 6. Preparo de lâmina permanente de A. cepa. A. Lâmina mergulhada 
em nitrogênio líquido; B. Remoção da lamínula provisória; C. Lâminas secando 
overnight; D. Adição do meio de montagem (Entellan®); E. Adição de uma 
lamínula previamente limpa; F. Lâmina permanente. FONTE: O autor. 
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Para avaliar os danos celulares, 10 lâminas por tratamento foram 

preparadas. Aproximadamente 500 células por lâmina foram quantificadas, o 

que totaliza 5000 células por tratamento.  

A determinação do número de células em divisão celular foi utilizado 

para estabelecimento do IM, o qual por sua vez é utilizado como indicativo de 

citotoxicidade. A genotoxicidade foi determinada pela observação e 

quantificação de qualquer tipo de AC a anormalidade nuclear nas células 

meristemáticas de todos os tratamentos. A avaliação dos efeitos mutagênicos 

se deu pela contagem de células micronucleadas. 

 

4.6. Análise estatística referente aos dados dos experimentos de 

padronização em A. cepa 

Para análise estatística inicialmente foi realizado um teste de 

normalidade segundo Shapiro-Will, averiguando se os dados deveriam ser 

analisados com testes paramétricos ou não paramétricos. Ao comparar o 

tratamento de NP com o CN, para avaliar o efeito da NP, foi realizado teste de 

Mann-Whitney. O nível de significância estabelecido foi com p 0,05.  

Para comparar as metodologias de exposição, foi realizado o teste de 

normalidade de Shapiro-Will e aplicado na sequência o teste de Kruskall-Wallis 

com pós teste de Student. O nível de significância estabelecido foi com p 0,05.  

 

4.7. Avaliação da periculosidade de NPTiO2 utilizando o sistema teste de 

A. cepa 

 A investigação sobre o potencial de indução de danos no DNA (análise 

genotoxicológica) e celulares (análise morfológica) das NPTiO2 foi conduzida 

utilizando o protocolo com sementes de A. cepa dispostas em placas de Petri 

forradas com rede de nylon com base nos resultados obtidos na etapa inicial de 

padronização da melhor metodologia de exposição do teste de A. cepa.  

Como mencionado acima, os experimentos de avaliação da 

periculosidade das NPTiO2 foram realizados com três suspensões destas NPs, 

como segue: 0,01; 0,1 e 1 mg/mL. As mesmas condições de ensaio 

anteriormente descritas no item 4.4 desta sessão foram seguidas para esta 

avaliação.  



33 

 

 

 

4.7.1. Avaliação genotoxicológica 

  

O teste de AC e MN em células meristemáticas de A. cepa assim como 

o descrito no item 4.5. desta sessão. 

Além dos parâmetros avaliados anteriormente (IM, AC e MN), também 

foi verificado o modo de ação da NP. Esta avaliação é determinada a partir da 

quantificação da frequência de cada tipo de AC. Consideram-se como 

alterações aneugênicas pontes e quebras, sendo as demais (perda, atraso, 

aderência, broto) classificadas como clastogênicas. Então, somam-se as 

frequências das AC aneugênicas e das AC clastogênicas, e a partir do maior 

valor determina-se o modo de ação da substância.  

 

4.7.1.1. Análise estatística referente aos dados da avaliação 

genotoxicológica 

 

Para análise estatística inicialmente foi realizado um teste de 

normalidade segundo Shapiro-Will, averiguando se os dados deveriam ser 

analisados com testes paramétricos ou não paramétricos. A partir da 

caracterização dos dados como não paramétricos, foi realizado o teste de 

Kruskall-Wallis para comparar o CN com os três tratamentos de NPs, seguido 

de pós teste Student. O nível de significância foi de p 0,05.  

 

4.7.2. Avaliação de alterações morfológicas  

 

Amostras do ápice radicular de A. cepa foram coletadas e fixadas em 

solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965). Para melhor penetração da solução 

fixadora, as amostras foram colocadas em dessecador, sendo o ar retirado com 

bomba de vácuo (0,1 mm Hg) por 20 min. Parte delas foram destinadas para 

análise em microscopia de luz (ML) e outra parte para análise em microscopia 

eletrônica de transmissão (MET).  
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4.7.2.1. Análise em microscopia de luz (ML) 

 

Para análise em ML, as amostras foram desidratadas em série crescente 

de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%) e incluídas em resina acrílica tipo metacrilato. 

Cortes longitudinais com 5 µm de espessura foram obtidos em micrótomo 

rotativo manual Reichert, corados em azul de toluidina pH=4,0 (O‘Brien & 

McCully, 1981) e montados em lâmina e lamínula, utilizando como meio de 

montagem o Entellan®. Após observação, foi realizada documentação 

fotográfica, utilizando microscópio de luz (modelo Zeiss Axioskop 2) com 

câmera digital acoplada (modelo MRC3). 

 

4.7.2.2. Análise em microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

Para análise em MET, as amostras foram retiradas da solução de 

Karnovsky, lavadas por três sessões (10 minutos cada) em tampão cacodilato 

a 0,05 M e pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1% por uma hora. Em seguida, 

contrastadas em acetato de uranila a 0,5% (pernoite), desidratadas em acetona 

(30, 50, 70, 90 e 100%) e incluídas em resina (SPURR), permanecendo em 

estufa a 60 °C por período de 2 dias. Após obtenção dos blocos (material 

polimerizado), foram realizados cortes ultrafinos (70 nm de espessura), que 

foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo (REYNOLDS, 

1963), sendo observados ao microscópio eletrônico de transmissão.  
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RESUMO 

O aumento do uso de nanopartículas (NPs) em produtos 

comercializados pode levar a sua liberação no meio ambiente, e os seus 

efeitos para o ecossistema são motivo de preocupação. A apuração precisa da 

toxicidade das NPs depende da sua biodisponibilidade ao sistema-teste, que 

pode ser afetada, entre outros motivos, pela agregação das NPs aos materiais 

usados durante o experimento, resultando em resultados falsos negativos. Este 

estudo compara diferentes protocolos do teste de A. cepa, objetivando 

minimizar os problemas de biodisponibilidade das NPs e evitar interferências 

na sua avaliação genotoxicológica. A. cepa foi exposto a água ultrapura como 

controle negativo, a metil metano-sulfonato 10 mg/L como controle positivo e a 

NPTiO2 1 mg/mL em três metodologias de exposição: Sementes germinando 

em placas de Petri de poliestireno (1) cobertas com papel filtro; (2) cobertas 

com rede de nylon; (3) bulbos dispostos em recipientes de poliestireno. A 

suspensão de NPTiO2 era substituída diariamente. As raízes foram fixadas e 

analisadas ao microscópio. Aumentos significativos de IM, AC e MN foram 

observados nas metodologias com sementes. Resultados similares foram 

obtidos em bulbos, exceto para IM que não apresentou diferença significativa. 

A comparação entre estes protocolos do teste A. cepa mostra que não há 

diferença entre as metodologias com semente, entretanto há diferença quando 

comparado ao protocolo com bulbos. Isto se deve ao fato da sensibilidade das 

sementes ser maior que dos bulbos. Apesar disso, todos os protocolos do teste 

de A. cepa são capazes de detectar efeitos genotoxicológicos das NPTiO2, 

indicando a capacidade desta substância em induzir efeitos deletérios aos 

organismos, embora os protocolos com sementes sejam mais eficazes na 

detecção de efeitos genotoxicológicos e o uso da rede de nylon contribua para 

a garantia da biodisponibilidade das NPTiO2 ao sistema-teste.  

 

PALAVRAS CHAVE: padronização, genotoxicidade, mutagenicidade, rede de 

nylon, bulbos, sementes.  
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1. INTRODUÇÃO 

  

As nanopartículas (NPs) são definidas como partículas que possuem 

dimensão entre 1 e até 100 nanômetros que apresentam singularidade em 

propriedades físico-químicas, tais como grande área de superfície e grande 

capacidade de penetração, sendo potencialmente atrativas para indústria, 

(BHARALI, SIDDIQUI e ADHAMI, 2011), além disso apresentam diversas 

vantagens terapêuticas, como a capacidade de atravessar barreiras biológicas 

(KIM, et al., 2006), potencializar o sistema imunológico, aumentar a duração da 

presença de antígenos e os proteger contra degradações enzimáticas (LIU, et 

al., 2016) e ainda como marcadores, direcionando aonde quimioterápicos 

devem agir (ROSENBERGER, et al., 2015). Desta forma, as NPs estão 

presentes em nosso cotidiano nos mais diversos produtos, em especial, as 

nanopartículas de dióxido de titânio (NPTiO2), as quais são encontradas em 

cosméticos, embalagens, tintas e na indústria têxtil (LI, et al., 2015). 

 Apesar das vantagens no seu uso, as NPs podem representar um perigo 

para o ecossistema, uma vez que ainda não foram elucidados totalmente seus 

efeitos sobre os seres vivos e o ambiente (BHARALI, SIDDIQUI e ADHAMI, 

2011), embora sua periculosidade já seja relatada por autores, como Kumari, et 

al., (2009) que observam efeitos citotóxicos e genotóxicos em A. cepa nas 

concentrações de 0,025; 0,05; 0,075 e 0,1 mg/mL.  

 O comportamento das NPs é influenciado pelo potencial zeta, que é um 

índice que reflete a intensidade da força de repulsão entre as partículas e a 

estabilidade da dispersão (LIUFU, XIAO e LI, 2005). A natureza dinâmica das 

NPS é motivo de estudo, pois o comportamento de aglomeração é relevante 

para estudo de seus efeitos toxicológicos, uma vez que a aglomeração afeta a 

biodisponibilidade e a toxicidade das NPs (NUR, LEAD e BAALOUSHA, 2015).  

Tendo em vista ainda o potencial de agregação das NPs, para avaliar 

uma possível absorção da solução pelo papel filtro, buscamos padronizar a 

melhor metodologia para realização do teste, utilizando tanto bulbo como 

sementes em papel filtro ou rede de nylon.  

Todos estes fatores dificultam a avaliação do real efeito das NPs. 

Assegurar a biodisponibilidade da NP ao sistema-teste é fundamental para a 
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correta avaliação da periculosidade da NP. Estando biodisponível as NPs 

podem se internalizar na célula, e isto é importante para garantir que os 

estudos sobre essas substâncias representem o real efeito que elas causam no 

ambiente e nos seres vivos, uma vez que a avaliação de sua genotoxicidade 

depende deste processo, para avaliar corretamente seus efeitos em diferentes 

concentrações (PAKRASHI, et al., 2014).   

O objetivo deste estudo é comparar diferentes metodologias de 

exposição das NPTiO2 para garantir sua biodisponibilidade ao sistema teste, 

permitindo uma elucidação do real efeito das NPs.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Material 

  

Sementes e bulbos de A cepa (2n=16 cromossomos) do mesmo lote 

(marca Feltrin®) e cultivar (Baia Periforme) foram utilizadas como organismo 

teste, pois apresentam homogeneidade genética e fisiológica e estão 

disponíveis por ao longo de todo período do ano.  

As NPTiO2 foram adquiridas da Sigma-Aldrich® (Titanium (IV) oxide 

nanopowder, 21 nm particle size (TEM), ≥99.5% trace metals basis, 100% 

anatase.  

 

2.2. Preparo da suspensão teste de NPTiO2 

 

A comparação dos diferentes protocolos de A. cepa foi realizado com a 

NPTiO2 a 1 mg/mL. Esta concentração foi baseada no trabalho de Zhu et al. 

(2010), que demostrou efeito tóxico para as NPTiO2 em Daphnia magna na 

concentração de 1 mg/mL (máxima testada). A escolha da concentração teste 

também se baseou em estudos prévios de nosso grupo (Laboratório de 

Citogenética de Peixes e Mutagênese Ambiental, Universidade Federal do 

Paraná, Curitiba-PR/Brasil), os quais tem demonstrado efeitos deletérios das 

NPTiO2, nesta mesma concentração, em peixes neotropicais (dados não 

publicados).  
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A suspensão teste de NPTiO2 (1 mg/mL) foi preparada em água 

ultrapura e sonicada em lavadora ultrassônica por 30 min, na frequência de 42 

Hz, antes da realização de cada experimento com A. cepa. Realizou-se a troca 

das suspensões de NPTiO2 a cada 24 h, a fim também de evitar agregação das 

NPs em estudo. 

 

2.3. Caracterização das NPTiO2 

 

Para a caracterização do pó de NPTiO2 foram utilizadas os métodos de 

Difração de Raio-X para verificar a estrutura cristalina; Teoria da Adsorção 

Multimolecular (BET - Brunauer–Emmett–Teller theory) para a área de 

superfície específica; Velocimetria laser (LDV - Laser Doppler Velocimetry) e 

eletroforese para potencial zeta; Espectroscopia de fotoelétrons excitados por 

raios X (XPS - X-Ray Photoelectron Spectroscopy) para a química de 

superfície. 

 A caracterização da suspensão teste de NPTiO2 (1 mg/mL) foi realizada 

pelo aparelho Zetasizer® Nano Series ZS90 (Malvern Instruments, 

Worcestershire, UK), no qual se verificou o tamanho médio das partículas, o 

índice de polidispersão e o potencial zeta. As medidas foram realizadas a 28ºC. 

Para análise de tamanho das partículas e índice de polidispersão utilizou-se 

cubeta de poliestireno, cada análise durou em média 105 s e foi obtida com um 

ângulo de detecção de 90° e laser vermelho 633 nm. Para determinar o 

potencial zeta, as amostras foram colocadas em célula eletroforética, onde um 

potencial de ± 150 mV foi estabelecido, realizando em média 12 corridas para 

cada amostra. Por meio do índice de polidispersão foi possível calcular a % de 

polidispersão [% Polidispersão (%Pd) = (PdI) ½ x 100], para verificar a 

homogeneidade de tamanhos de partículas presentes na suspensão coloidal, 

sendo considerada como suspensão homogênea quando %Pd < 20 

(MALVERN, 2015). 
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2.4. Bioensaios com A. cepa 

 

As NPs apresentam capacidade de agregação e aderência a diversos 

materiais (RABOLLI, et al., 2011), isto fez com que ao invés de utilizarmos 

placas de Petri de vidro, estas fossem substituídas por placas de Petri de 

plástico em Poliestireno, substituídas diariamente, já que o uso de plástico 

descartável evita esse tipo de problema (HANDY, et al., 2012). 

Foram utilizadas três metodologias de crescimento do meristema apical 

da raiz de A. cepa referente a um tratamento contínuo para a identificação do 

melhor sistema de exposição de A. cepa às NPTiO2, como segue:  

(1) Sementes de A. cepa foram submetidas a germinação em placas de 

Petri de poliestireno forradas com papel filtro (100 sementes/placa), 

umedecidas pelas soluções testes;  

(2) Sementes de A. cepa foram submetidas a germinação em placas de 

Petri de poliestireno forradas com uma rede de nylon (100 

sementes/placa), umedecidas pelas soluções teste;  

(3) Bulbos de A. cepa dispostos em tubos de poliestireno foram expostos as 

soluções teste de forma que a extremidade do vegetal ficasse em 

contato com as soluções (5 bulbos/tratamento, sendo 1 bulbo por tubo) 

(Figura 1). 

 

 

 

Figura 1. Diferentes formas de exposição das nanopartículas de dióxido de 

titânio (NPTiO2) ao teste Allium cepa. (A) Sementes na placa de Petri de 

poliestireno com papel filtro. (B) Sementes na placa de Petri de poliestireno 

com rede de nylon. (C) Bulbos imersos em tubo de poliestireno. FONTE: O 

autor. 
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Quando as raízes atingiram cerca de 2 cm de comprimento (6 dias), elas 

foram coletadas e fixadas em álcool ácido-acético (3:1–v/v) por 6 h em 

temperatura ambiente. Após este tempo, realizou-se a troca por fixador recém-

preparado, para armazenamento das raízes a 4°C, até a sua utilização na 

confecção das lâminas.  

Todos os experimentos foram realizados com controle de temperatura 

(25°C) e ausência de luz. Os tratamentos controles foram realizados em água 

ultrapura (CN - controle negativo) e em 10 mg/L de metil metanosulfonato 

(MMS, CAS 66-27-3, Sigma-Aldrich) para o controle positivo (CP). Como acima 

mencionado, a suspensão teste de NPTiO2 utilizada foi de 1 mg/mL. 

 

2.5. Teste de Aberrações Cromossômicas (AC) e Micronúcleos (MN) em 

células meristemáticas de A. cepa 

 

O teste de AC e MN em células meristemáticas de A. cepa foi realizado 

de acordo Grant (1982) e Leme; Marin-Morales (2008). 

As raízes fixadas foram submetidas à coloração em reativo de Schiff. 

Para o preparo das lâminas, os meristemas foram recobertos com lamínulas e, 

suavemente, esmagados em uma gota de carmim acético (2%). As lamínulas 

foram retiradas em nitrogênio líquido e as lâminas montadas com resina 

sintética, para serem, posteriormente, analisadas. 

Para avaliar os danos celulares, 10 lâminas por tratamento foram 

preparadas. Aproximadamente 500 células por lâmina foram quantificadas, o 

que totaliza 5000 células por tratamento.  

A determinação do número de células em divisão celular foi utilizado 

para estabelecimento do IM, o qual por sua vez é utilizado como indicativo de 

citotoxicidade. A genotoxicidade foi determinada pela observação e 

quantificação de qualquer tipo de AC a anormalidade nuclear nas células 

meristemáticas de todos os tratamentos. A avaliação dos efeitos mutagênicos 

se deu pela contagem de células micronucleadas. 
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2.6. Análise estatística  

 

Para análise estatística inicialmente foi realizado um teste de 

normalidade segundo Shapiro-Wilk, averiguando se os dados deveriam ser 

analisados com testes paramétricos ou não paramétricos. Ao comparar o 

tratamento de NP com o CN, em cada metodologia, para avaliar o efeito da NP, 

foi realizado teste de Mann-Whitney. O nível de significância estabelecido foi 

com 5%.  

Para comparar as metodologias de exposição, foi realizado o teste de 

normalidade de Shapiro-Wilk e aplicado na sequência o teste de Kruskall-Wallis 

com pós teste de Student-Newman-Keuls. O nível de significância estabelecido 

foi de 5%.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Através dos métodos de TEM e de Difração de Raio-X foi possível 

confirmar que o pó de NPTiO2 utilizado possui em sua composição 100% da 

forma cristalina anatase. Segundo Clement, Hurel e Marmier (2013) a forma 

anatase é caracterizada por ser mais tóxica que a forma rutilo. Isto se deve ao 

fato de na forma de anatase os cristais estarem mais individualizados e 

apresentarem menor agregação.  

A NPTiO2 de 1 mg/mL potencial zeta em -4.92 mV e o percentual de 

polidispersão foi de 57,27% e a distribuição do tamanho desta NP está 

representado na Figura 2.  
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FIGURA 2 – Distribuição do tamanho da NP por intensidade.  
 

A magnitude do potencial zeta fornece uma indicação das condições de 

estabilidade do sistema. Se todas as partículas apresentam um potencial zeta 

suficientemente elevado, ou seja, +30 mV < ζ < -30 mV, elas vão se repelir, 

garantindo a estabilidade da dispersão. Se as partículas possuem valor de 

potencial zeta baixo, ou seja, +30 mV > ζ > -30 mV, então não haverá forças 

suficientes para evitar que as partículas se aproximem, estando sujeitas à 

floculação, ocorrendo instabilidade na dispersão (MALVERN, 2015). Todas as 

suspensões apresentaram valores de potencial zeta negativos, e instáveis, 0 > 

ζ > -30 mV. 

Apesar do tamanho superior a 100nm, Kumari et al. 2011 também 

observam efeitos genotóxicos em estudo realizado com nanopartículas de 

oxido de zinco, resultado que é confirmado pela análise em TEM, onde é 

visualizada a internalização da NP na célula.  

A tabela 1 apresenta os resultados referentes a avaliação de diferentes 

parâmetros nos diferentes protocolos do teste de A. cepa, objetivando 

identificar aquele que não interfira na biodisponibilidade das NPs.  
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Tabela 1. Resultados de Índice Mitótico, Aberrações Cromossômicas e 
Micronúcleos em células meristemáticas de A. cepa expostas a nanopartículas 
de dióxido de titânio por três diferentes protocolos de exposição.  
 

Protocolos  
de exposição 

 
Tratamento 

 
IM 

 

 
AC 

 

 
MN 

% X ± S % X ± S % X ± S 
 

Sementes 
em placas de 
Petri de 
plástico com  
papel filtro 

CN 49,96 249,8 
±2,34 

0,12 0,59  
±0,51 

0,32 1,59  
±0,83 

MMS 45,44 227,2 
±2,66* 

1,75 8,73 
±1,92* 

5,94 29,7 
±3,15* 

NPTiO2 1 
mg/mL 

47,44 237,2 
±1,78* 

1,07 5,36 
±0,95* 

1,11 5,56 
±1,07* 

 

Sementes 
em placas de 
Petri de 
plástico com 
rede de 
nylon 

CN 49,80 248,9 
±3,07 

0,12 0,59  
±0,51 

0,28 1,39  
±0,69 

MMS 45,01 225,1 
±2,44* 

1,41 7,06 
±1,19* 

5,79 28,9 
±2,46* 

NPTiO2 1 
mg/mL 

47,39 236,9 
±1,02* 

1,00 4,98 
±0,94* 

1,00 4,98 
±1,05* 

 
Bulbo em 
tubos 
plásticos 

CN 44,00 219,9 
±8,50 

0,08 0,39 
±0,51 

0,35 1,76  
±0,78 

MMS 41,74 208,7 
±2,11* 

0,77 3,86 
±0,99* 

5,21 26,1 
±6,87* 

NPTiO2 1 
mg/mL 

43,61 218,1 
±2,74 

0,54 2,68 
± 0,66* 

0,85 4,27 
±0,67* 

5000 células analisadas por tratamento.   
IM: índice mitótico; AC: aberrações cromossômicas; MN: micronúcleo; X: média, S: desvio 
padrão; CN: controle negativo (água ultrapura); MMS: metil metano-sulfonato 10 mg/L (controle 
positivo); NPTiO2: nanopartícula de dióxido de titânio  
*Diferente significativamente do controle negativo (p<0,05), de acordo com teste Mann-
Whitney.  
 
 

Houve diferença significativa praticamente em todos os parâmetros ao 

comparar o CN com o tratamento com NPTiO2, com exceção do IM no bulbo. 

Isto sugere que não há retenção das NPs em nenhum dos materiais utilizados 

neste trabalho, como placas de poliestireno, papel filtro, rede de nylon e tubos 

de poliestireno, considerando todos os sistemas válidos para avaliação 

genotoxicológica das NPs. Esses dados apontam para uma periculosidade das 

NPTiO2, o que se confirma nos estudo de Ghosh, Bandyopadhyay e Mukherjee 

(2010) e de Pakrashi et al., (2014) também realizados com a NPTiO2.   

 Os dados da Tabela 2 representam um comparativo entre as diferentes 

metodologias utilizadas neste experimento.  
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Tabela 2. Comparativo do valor de p entre as diferentes metodologias do teste 
A. cepa. 

 
Tratamentos 

Comparativo 
entre 
protocolos de 
exposição 

IM AC MN 

 

CN 
Filtro e Rede 0,6294 0,4399 0,3116 

Filtro e Bulbo 0,0001* 0,1537 0,4251 

Rede e Bulbo 0,0004* 0,1365 0,4699 

 
MMS 

Filtro e Rede 0,2228 0,0140* 0,5337 

Filtro e Bulbo 0,0001* 0,0010* 0,0170* 

Rede e Bulbo 0,0014* 0,0010* 0,0775 
 

NPTiO2 
1 mg/mL 

Filtro e Rede 0,8192 0,6475 0,6294 

Filtro e Bulbo 0,0001* 0,0001* 0,0103* 

Rede e Bulbo 0,0002* 0,0003* 0,0373* 
5000 células analisadas por tratamento. Valor de p.   
*Diferença significativa a p<0,05, de acordo com teste ANOVA ou Kruskal-Wallis.  
Legenda: CN = Controle Negativo (Água Ultrapura), MMS = Metil Metano Sulfonato 10 mg/L, 
NPTiO2 = Nanopartícula de dióxido de titânio, IM = Índice mitótico, AC = Aberrações 
cromossômicas, MN = micronúcleos. M+DP = média + desvio padrão.  
 

 

 Ao comparar os três parâmetros em relação as NPTiO2 observa-se que 

não existe diferença significativa entre as metodologias envolvendo papel filtro 

e rede, o que sugere que não há interferência ocasionada por absorção da 

NPTiO2 pelo papel filtro no período de 24 h, uma vez que as soluções são 

substituídas diariamente. Entretanto, ao comparar estas duas metodologias 

com o bulbo verifica-se uma diferença significativa. Os resultados de Klancnik 

et al., 2010 corroboram com esta observação, trabalhando com NPTiO2 na 

concentração de 1 mg/mL, observaram valores bem inferiores aos aqui 

observados com sementes, se assemelhando mais ao valores de bulbo, em 

especial para AC, observando uma frequência de 0,31% de pontes, próximas 

dos 0,54% encontrados neste trabalho para bulbo, mas inferiores aos 1% 

encontrados nas metodologias com semente. Isto sugere uma menor 

sensibilidade do bulbo na exposição as NPTiO2 se comparados as sementes 

(KLANCNIK, et al., 2010). 
 

A partir dos resultados obtidos, descartou-se a utilização do bulbo na 

padronização da metodologia. Com os resultados de papel filtro e rede de 

nylon sendo bastante semelhantes estatisticamente, optou-se pela 

padronização com a rede de nylon com a finalidade de assegurar a 
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biodisponibilidade das nanopartículas ao organismo-teste, uma vez que o uso 

da rede não permite que a adesão das NPs a ela, enquanto que no papel filtro 

isto é possível.  

 

4. CONCLUSÃO 

 

 Os métodos de exposição das NPs utilizados neste trabalho mostraram-

se eficientes, uma vez que foram observados efeitos genotoxicológicos em 

todos eles. O uso de materiais plásticos de poliestireno substituídos 

diariamente evitou problemas de biodisponibilidade, pois não permitiu que as 

NPs se aderissem a ele. Não houve diferença significativa entre as 

metodologias que utilizaram sementes, entretanto ao comparar estas com a 

metodologia de bulbo, houve diferença significativa, com as sementes 

apresentando maior sensibilidade a exposição das NPTiO2. Todos estes fatores 

foram considerados para definir a metodologia ideal, que foi o modo de 

exposição utilizando sementes dispostas em placas de Petri de poliestireno 

com rede de nylon, pois apesar de o papel filtro não ter interferido na 

biodisponibilidade, sugerimos o uso da rede de nylon para evitar qualquer 

possibilidade de retenção das NPs e interferência nos resultados.  
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RESUMO 

A preocupação com os impactos antrópicos causados ao ambiente e aos seres 

vivos faz necessário estudos toxicológicos de diferentes xenobióticos. As 

nanopartículas (NPs) tem sido amplamente utilizadas sem um real 

conhecimento dos seus efeitos nocivos devido à alta instabilidade de suas 

propriedades físico-químicas e uma incerteza quanto a sua biodisponibilidade 

aos sistemas-teste biológicos. As plantas são importantes modelos biológicos 

para compreender impactos ambientais. Frente ao exposto, o presente trabalho 

teve como objetivo avaliar o potencial de indução de danos no DNA e 

alterações morfológicas de NPs de dióxido de titânio (NPTiO2) por meio do 

sistema teste de Allium cepa a partir de uma metodologia que assegure a 

biodisponibilidade destas NPs para o sistema-teste. Foram evidenciadas 

redução do Índice Mitótico (IM) e aumento nas frequências de aberrações 

cromossômicas (AC) e micronúcleo (MN) nas células meristemáticas de A. 

cepa expostas as NPTiO2 de maneira concentração-dependente. Estes 

resultados mostram a periculosidade das NPTiO2 quanto a sua ação citotóxica 

e a capacidade de indução de danos, por um modo de ação clastogênico, em 

sistemas vegetais. Além disso, a análise morfológica evidenciou uma maior 

condensação da cromatina, um aumento no número de vacúolos, sendo estes 

mais volumosos que o controle negativo e uma grande quantidade de corpos 

de óleos com localização adjacente a membrana plasmática.  Tais resultados 

apontam para um mecanismo de defesa celular contra a entrada das NPs na 

tentativa de minimizar os efeitos deletérios por elas causados. A avaliação 

genotoxicológica e morfológica realizada neste trabalho, nos permite concluir 

que as NPTiO2 causam efeitos adversos nos organismos.  

Palavras-chave: contaminantes emergentes; nanopartículas; fitotoxicidade; 

danos celulares; danos no DNA.  
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1. INTRODUÇÃO  

 

O desenvolvimento industrial e a eliminação inadequada de resíduos 

liberam os mais diversos tipos contaminantes e toxinas causadoras de efeitos 

prejudiciais ao ambiente e aos organismos (JHANSI, CAMPUS e MISHRA, 

2013; ZHANG et al., 2014; TOPUZ et al., 2015; JAYAPRAKASH et al., 2015). 

Dentre estes, destacam-se os metais, já reconhecidos e legislados 

(JAYAPRAKASH et al., 2015; SALLEM, IBQAL e SHAH, 2015), além de 

contaminantes para os quais ainda não foram estabelecidos valores limites de 

aceitação em corpos d’agua, que são atualmente denominados de 

contaminantes emergentes, e que podem conferir um perigo, real ou suspeito, 

a saúde dos organismos vivos (JONES E GRAVES, 2010). Dentre os 

contaminantes emergentes atuais, temos diversos nanomateriais, incluindo as 

NPs (COLEMAN et al., 2014; CANESI, CIACCI, BALBI, 2015; OKUPNIK, JARA 

e PFLUGMACHER, 2015) 

Atualmente, há uma grande preocupação com as NPs, substâncias que 

apresentam propriedades físico-químicas bastante particulares, como grande 

área de absorção. Apesar de serem bastante atrativas para indústria e 

medicina, ainda falta uma total elucidação quanto aos efeitos deletérios das 

NPs para o ambiente e seres vivos (BHARALI, SIDDIQUI e ADHAMI, 2011). 

 Em especial, as NPTiO2 tem atraído bastante interesse em diversas 

áreas por apresentar diversas aplicações em diferentes setores de indústria, 

por exemplo, nas indústrias alimentar, cosmética, de papel, farmacêutica, de 

tintas, de plásticos e têxtil, além de apresentar potencial em aplicações na 

eletrônica e genômica, devido as suas propriedades físico-químicas (WENSUN, 

DUA e BOYANG, 2009).  

Nos últimos anos, houve progresso notável no desenvolvido da 

nanotecnologia, com grande aplicação comercial, no desenvolvimento de uma 

grande variedade de NPs manufaturadas. Isto gera uma preocupação de como 

este material irá impactar o meio ambiente, uma vez que existem muitas 

lacunas sobre a ecotoxicidade das NPs (MONICA e CREMONINI, 2009). 

A fitotoxicidade avalia a ação tóxica que uma substância provoca nos 

vegetais. Considerando que as plantas são componentes básicos de todos os 
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ecossistemas e participam da cadeia alimentar (MA et al., 2010), elas são 

comumente utilizadas como um organismo indicador para estudos 

toxicológicos, inclusive com NPs, pois desempenham um papel fundamental no 

seu destino e transporte no meio ambiente, uma vez que podem ser absorvidas 

pelas plantas e se bioacumularem, além disso, os vegetais apresentam uma 

variedade de mecanismos genéticos bem definidos (MONICA e CREMONINI, 

2009), conforme descrito para A. cepa (LEME e MARIN-MORALES, 2009).   

O teste do A. cepa é um sistema teste vegetal eficiente, que apresenta 

alta correlação com os sistemas teste de mamíferos, permitindo a extrapolação 

dos resultados e que permite a avaliação de diferentes endpoints, como AC e 

MN, referindo-se respectivamente a genotoxicidade e mutagenicidade (LEME e 

MARIN-MORALES, 2009), IM sendo indicador de citotoxicidade (KLANCNIK et 

al., 2010) e alterações morfológicas (KUMARI et al., 2011), permitindo avaliar a 

periculosidade das NPTiO2. Além disso, este sistema teste apresenta outras 

vantagens, como baixo custo, fácil manuseio, e, principalmente, por apresentar 

bons parâmetros cromossômicos, com a presença de cromossomos grandes e 

em número reduzido (2n=16) (FISKESJO, 1985). 

Alguns trabalhos (LIN e XING, 2007; CLEMENT, HUREL e MARMIER, 

2013; ARRUDA, et al., 2015) já mostram a ação tóxica das nanopartículas 

sobre os vegetais. Apesar disso, o estudo de Navarro et al., (2008) enfatiza que 

a compreensão do mecanismo de toxicidade das nanopartículas 

manofaturadas e os seus efeitos no organismo e nas cadeias alimentares, 

afetando os ecossistemas são limitados, pois existem poucos estudos a 

respeito da fitotoxicidade das NPs.   

Diante disso, se faz necessário a realização de mais estudos para 

avaliação da periculosidade das NPTiO2, uma vez que apesar de seu grande 

uso comercial, seus efeitos deletérios ainda não foram completamente 

elucidados. Neste contexto, este estudo objetivou por meio do teste de A. cepa 

avaliar o efeito citotóxico, genotóxico e mutagênico, além de alterações 

morfológicas provocadas por estas NPs nas concentrações de 0,01 mg/mL, 0,1 

mg/mL e 1 mg/mL visando averiguar a periculosidade das NPTiO2.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1. Nanopartícula teste e caracterização 

 

 

As NPTiO2 foram adquiridas na forma em pó [Titanium (IV) oxide 

nanopowder] da Sigma-Aldrich®. As características físicas informadas pelo 

fornecedor são: titânio (IV) oxído em nano pó  tamanho da partícula 21 nm 

(TEM), ≥99.5% vestígios a base de metal, 100% anatase.  

Para a caracterização do pó de NPTiO2 foram utilizados os métodos de 

Difração de Raio-X para verificar a estrutura cristalina; Teoria da Adsorção 

Multimolecular (BET - Brunauer–Emmett–Teller theory) para a área de 

superfície específica; Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X 

(XPS - X-Ray Photoelectron Spectroscopy) para a química de superfície.   

 

2.2. Preparo da suspensão teste de NPTiO2 e caracterização  

 

As avalições genotoxicológicas e morfológicas das NPTiO2 em A. cepa 

foram realizadas com as concentrações de 0,01; 0,1 e 1 mg/mL. Estas 

concentrações foram definidas com base no trabalho de Zhu et al. (2010), que 

demostrou efeito tóxico para as NPTiO2 em Daphnia magna na concentração 

de 1 mg/mL (máxima testada). Desta forma, a partir da concentração de 1 

mg/mL, foram definidas outras duas concentrações teste 10 e 100 vezes 

menores (0,01 mg/ml e 0,1 mg/ml) que a maior concentração. A escolha da 

concentração teste também se baseou em estudos prévios de nosso grupo 

(Laboratório de Citogenética de Peixes e Mutagênese Ambiental, Universidade 

Federal do Paraná, Curitiba-PR/Brasil), os quais tem demonstrado efeitos 

deletérios das NPTiO2, nestas mesmas concentrações, em peixes Neotropicais 

(dados não publicados).  

As suspensões teste de NPTiO2 foram preparadas em água ultrapura e 

sonicadas em lavadora ultrassônica por  30 min, na frequência de 42 Hz, antes 

da realização do experimento com A. cepa. Durante a execução do 

experimento, foi realizada a troca das suspensões de NPTiO2 a cada 24 h, 
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aonde a alíquota de NPs utilizada era sonicada mais uma vez por 30 min, 

visando evitar agregação das NPs.  

A caracterização das suspensões teste de NPTiO2 foram realizada pelo 

aparelho Zetasizer® Nano Series ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, 

UK), no qual se verificou o tamanho médio das partículas, o índice de 

polidispersão e o potencial zeta, obtido por meio de Velocimetria laser (LDV - 

Laser Doppler Velocimetry) e eletroforese. As medidas foram realizadas a 

28ºC. Para análise de tamanho das partículas e índice de polidispersão 

utilizou-se cubeta de poliestireno, cada análise durou em média 105 s e foi 

obtida com um ângulo de detecção de 90° e laser vermelho 633 nm. Para 

determinar o potencial zeta, as amostras foram colocadas em célula 

eletroforética, onde um potencial de ± 150 mV foi estabelecido, realizando em 

média 12 corridas para cada amostra. Por meio do índice de polidispersão foi 

possível calcular a % de polidispersão [% Polidispersão (%Pd) = (PdI) ½ x 100], 

para verificar a homogeneidade de tamanhos de partículas presentes na 

suspensão coloidal, sendo considerada como suspensão homogênea quando 

%Pd < 20 (MALVERN, 2015). 

 

2.3. Sistema teste e exposição  

 

Sementes de A. cepa (2n=16 cromossomos) do mesmo lote (marca 

Feltrin®) e cultivar (Baia Periforme) foram utilizadas como organismo teste, pois 

apresentam homogeneidade genética e fisiológica e estão disponíveis por ao 

longo de todo período do ano. 

 As sementes de A. cepa (n=100) foram dispostas em uma placa de Petri 

de poliestireno forrada com rede de nylon, e submetidas a germinação em 

diferentes concentrações de NPTiO2 (0,01; 0,1 e 1 mg/mL); água ultrapura 

(Controle negativo -CN); Metil Metanosulfonato (MMS) a 10 mg/L (Controle 

positivo - CP);  

Quando as raízes atingiram cerca de 2 cm de comprimento (6 dias), 

foram fixadas em álcool ácido-acético (3:1–v/v) para as análises cito- 

genotoxicológica (LEME e MARIN-MORALES, 2008) e solução de Karnovsky 

(KARNOVSKY, 1965) para as análises morfológicas. 
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Todos os experimentos foram realizados em condições controladas de 

temperatura (25°C) e ausência de luz. 

 

2.4. Análise cito- e genotoxicológica 

 

As lâminas utilizadas para a análise cito- genotoxicológica forma 

preparadas com células meristemáticas de A. cepa de acordo com o protocolo 

descrito por Leme e Marin-Morales (2008). 

Para avaliar os danos celulares, 10 lâminas por tratamento foram 

confecionadas. Aproximadamente 500 células por lâmina foram quantificadas, 

totalizando a análise de 5000 células por tratamento.  

A determinação do número de células em divisão celular foi utilizado 

para estabelecimento do IM, o qual por sua vez é utilizado como indicativo de 

citotoxicidade. A genotoxicidade foi determinada pela observação e 

quantificação de qualquer tipo de AC a anormalidade nuclear nas células 

meristemáticas de todos os tratamentos. A avaliação dos efeitos mutagênicos 

se deu pela contagem de células micronucleadas.  

Além dos parâmetros avaliados anteriormente (IM, AC e MN), também 

foi verificado o modo de ação da NP. Esta avaliação é determinada a partir da 

quantificação da frequência de cada tipo de AC. Consideram-se como 

alterações aneugênicas pontes e quebras, sendo as demais (perda, atraso, 

aderência, broto) classificadas como clastogênicas. Então, somam-se as 

frequências das AC aneugênicas e das AC clastogênicas, e a partir do maior 

valor determina-se o modo de ação da substância.  

Para análise estatística inicialmente foi realizado um teste de 

normalidade segundo Shapiro-Wilk, averiguando se os dados deveriam ser 

analisados com testes paramétricos ou não paramétricos. A partir da 

caracterização dos dados como não paramétricos, foi realizado o teste de 

Kruskall-Wallis para comparar o CN com os três tratamentos de NPs, seguido 

de pós teste Student-Newman-Keuls. O nível de significância foi de 5%.  
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2.5. Análise anatômica  

 

2.5.1. Microscopia de luz (ML) 

 

Para análise em ML, as amostras foram desidratadas em série crescente 

de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%) e incluídas em resina acrílica tipo metacrilato. 

Cortes longitudinais com 5 µm de espessura foram obtidos em micrótomo 

rotativo manual Reichert, corados em azul de toluidina pH=4,0 (O‘Brien & 

McCully, 1981) e montados em lâmina e lamínula, utilizando como meio de 

montagem o Entellan®. Após observação, foi realizada documentação 

fotográfica, utilizando microscópio de luz (modelo Zeiss Axioskop 2) com 

câmera digital acoplada (modelo MRC3). Vale ressaltar que o processo de 

análise morfológica foi realizado somente no CN e no tratamento de NPTiO2 na 

concentração de 1 mg/mL.  

 

2.5.2. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

Para análise em MET, as amostras foram retiradas da solução de 

Karnovsky, lavadas por três sessões (10 minutos cada) em tampão cacodilato 

a 0,05 M e pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1% por uma hora. Em seguida, 

contrastadas em acetato de uranila a 0,5% (pernoite), desidratadas em acetona 

(30, 50, 70, 90 e 100%) e incluídas em resina (SPURR), permanecendo em 

estufa a 60 °C por período de 2 dias. Após obtenção dos blocos (material 

polimerizado), foram realizados cortes ultrafinos (70 nm de espessura), que 

foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo (Reynolds, 

1963), sendo observados ao microscópio eletrônico de transmissão. 
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3. RESULTADOS  
 

 

3.1. Caracterização das NPTiO2  

 

Apresenta em sua composição em pó 100% da forma cristalina anatase, 

área de superfície específica com 83.47 nm tamanho médio de 107 nm e 

tamanho de dispersão de 45 nm (DLS) e a química de superfície composta por 

28.42% de titânio e 71.58% de oxigênio (XPS).  

Os dados da Tabela 1 apresentam os resultados das suspensões 

coloidais, com valores de potencial zeta e % de polidispersão. Na figura 1 é 

possível observar a distribuição de tamanhos das NPs nas diferentes 

concentrações. 

 

Tabela 1. Caracterização das suspensões de nanopartículas de dióxido de 
titânio.  

Concentração (mg/mL) Potencial Zeta (mV) % de Polidispersão 

0.01 -2,99 mV 91,10 

0.1 -21,2 mV 76,48 

1 -4,92 mV 57,27 
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FIGURA 1 – Distribuição de tamanho das NPs por intensidade nas 

concentrações de 0,01 mg/mL; 0,1 mg/mL e 1 mg/mL.  
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3.2. Avaliação cito- e genotoxicológica 

 

 Os efeitos das NPTiO2 nas células de meristemáticas de A. cepa estão 

apresentados na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Resultado de Índice Mitótico, Aberrações Cromossômicas e 
Micronúcleos em células meristemáticas de A. cepa expostas as 
nanopartículas de dióxido de titânio. 

T C IM AC MN 

 (mg/mL) % X ± S % X ± S % X ± S 
CN  49,38 246,9 ±1,55 0,14 0,70 ±0,67 0,12 0,60 ±0,69 

NPTiO2 
 
 

0,01 48,84 244,2 ±1,75 0,22 1,10 ±0,73 0,12 0,60 ±0,69 
0,1 48,15 240,7 ±1,15* 0,44 2,19 ±0,63 0,48   2,39 ±0,70 
1 47,30 236,5 ±2,43* 1,06 5,28 ±1,06* 0,98 4,88 ±0,88* 

CP  45,31 226,5 ±1,90* 1,61 8,05 ±1,44* 6,66 33,3 ±2,42* 
5000 células analisadas por tratamento. Média ± desvio padrão  
*Diferença significativa em relação ao controle negativo (p<0,05), de acordo com Kruskall-
Wallis  
T: Tratamento; C: concentração; IM: índice mitótico; AC: aberrações cromossômicas; MN: 
micronúcleo; CN: controle negativo; CP: controle positivo (Metil Metanosulfonato 10 mg/L); 
X±S: média ± desvio padrão.  
 

As células meristemáticas de A. cepa expostas a NpTiO2 mostrando 

uma redução significativa no IM de forma concentração dependente. Valores 

significativamente maiores que o CN de AC e MN também foram visualizados 

após o tratamento das raízes de A. cepa com NPTiO2.  

Os tipos de AC encontradas nas células meristemáticas de A. cepa 

podem ser visualizadas na Figura 1. Da análise das frequências de cada tipo 

de AC (Tabela 3), as AC mais frequentes são as do tipo ponte que 

apresentaram valores significativamente maiores que o CN após a exposição 

das raízes de A. cepa as NPTiO2 nas concentrações de 0,1 e 1 mg/mL, 

seguidas por quebra que apresentam valores significativamente maiores que o 

CN nas três concentrações expostas as NPTiO2.  
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Tabela 3. Tipos de Aberrações Cromossômicas observados em células 
meristemáticas de A. cepa expostas as nanopartículas de dióxido de titânio 

 

AC 

 

CN 

Concentrações de NPTiO2 

(mg/mL) 

 

CP 

0,01 0,1 1 

Clastogênicas      

Ponte cromossômica 0,1 0,06 0,22* 0,36* 0,66* 

Quebra cromossômica 0,02 0,08* 0,1* 0,36* 0,48* 

Total 0,12 0,14 0,32 0,72 1,14 

Aneugênicas      

Perda cromossômica 0 0,02 0,02 0 0,02 

Atraso cromossômica 0 0 0,04 0,1* 0,04 

Aderência cromossômica 0 0,02 0,06 0,16* 0,22* 

Broto nuclear  0 0,04 0 0,08* 0,12* 

Total  0 0,08 0,12 0,34 0,40 

NPTiO2: nanopartícula de dióxido de titânio; AC: aberrações cromossômicas; CN: controle 
negativo; CP: controle positivo. 
Dados expressos em frequência (%). 5000 células analisadas por tratamento. 
* diferença significativa em relação ao controle negativo, p<0,05 de acordo com teste de 
Kruskal-Wallis.  
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FIGURA 2 - Células normais e alteradas nas diferentes fases do ciclo celular. 
A: Intérfase, B: Prófase, C: Metáfase; D: Anáfase; E: Telófase; A1: Broto, A2: 
Intérfase com MN; B2: Prófase com MN; C1: Metáfase com aderência; C2: 
Metáfase com quebra; C3: Metáfase com ponte; D1: Anáfase com Ponte; D2: 
Anáfase com Perda; D1: Anáfase com quebra; E1: Telófase com Ponte; E2: 
Telófase com Perda; E3: Telófase com quebra.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



62 

 

 

 

3.3. Avaliação morfológica 

 

No CN, ao microscópio de luz, as células meristemáticas apresentam 

parede delgada, vacúolos em geral pequenos e dispersos, núcleo denso e 

“volumoso” com um ou dois nucléolos e citoplasma parietal (Figuras. 2A-B). No 

único tratamento analisado com NPTiO2 na concentração de 1 mg/mL, os 

núcleos aparecem mais condensados (Figuras. 2C-D) com até 3 nucléolos 

(Figuras. 3D) e os vacúolos aumentam em volume e quantidade.  

No CN, ao microscópio eletrônico de transmissão, o complexo de Golgi 

() e organelas semelhantes a proplastídeos e/ou mitocôndiras () ocorrem 

em grande quantidade no citoplasma (Figura. 3A). Os vacúolos apresentam 

duas conformações (Figura. 3A): os hialinos (), que são menores e 

arredondados e os líticos (), com conteúdo no suco vacuolar e formato 

lenticular e com atividade digestiva. No citoplasma, corpos de óleo (oil bodies) 

() ocorrem dispersos ou em associação com vacúolos líticos (). No 

tratamento com as NPTiO2, a principal alteração citológica é o grande aumento 

na quantidade de corpos de óleos (), densamente concentrados nas 

adjacências da membrana plasmática (Figuras 3B-E).  

Além disso, as células meristemáticas de A. cepa expostas as NPTiO2 

apresentam também maior quantidade de os vacúolos líticos () e com 

considerável aumento de volume.  
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Figura 2. Ápice radicular de A. cepa (cortes longitudinais) ao microscópio de 
luz não exposto (A-B) e exposto a 1 mg/mL de nanopartículas de dióxido de 
titânio (C-D). A. Detalhe da região amostrada; B. Células meristemáticas com 

núcleo () e nucléolos (setas brancas) evidentes; C. Detalhe da região 

amostrada; D. Núcleo () com nucléolos não evidentes e aumento no volume 

e na quantidade de vacúolos () com disposição parietal. 
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Figura 3. Ápice radicular de A. cepa (cortes longitudinais) ao microscópio 
eletrônico de transmissão não exposto (A) e exposto a 1 mg/mL de 

nanopartículas de dióxido de titânio (B-E). A. Célula com vacúolos líticos () e 

hialinos () e núcleo (Nu) com dois nucléolos (); B. Aumento no volume e na 
quantidade de vacúolos líticos; C. Corpos de óleos (Oil bodies) em associação 

com vacúolos líticos; D. Núcleo com três nucléolos (); E. Disposição parietal 

dos corpos de óleos (). 
 

4. DISCUSSÃO 

 

O uso da nanotecnologia na agricultura é tido como benefício por 

ocasionar a produção de uma maior quantidade de alimentos com menor custo. 

Apesar das vantagens apresentadas em relação ao cultivo vegetal, estas NPs 
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podem atingir outros vegetais causando efeitos deletérios (SERVIN e WHITE, 

2016). Esta controvérsia sobre o efeito das NPs aos seres vivos e ao ambiente 

é relatada nos estudos de Canas et al. (2008) e Lopez-Moreno et al. (2010) 

onde verificam aumento significativo do crescimento das raízes, enquanto Lin 

et al. (2009) observam atraso e diminuição da floração, Lin e Xing, (2007) 

verificam redução no comprimento das raízes e Kumari, Mukherjee e 

Chandrasekaran (2009) constatam danos no DNA.      

 Sem estar associado as NPs, o dióxido de titânio tem seu efeito 

toxicológico depende da espécie e linhagem celular analisada. No estudo de 

Frenzilli et al., (2014) realizado em golfinhos verifica-se a indução de efeitos 

genotóxicos na presença de dióxido de titânio. Por outro lado Warheit, Boatman 

e Brown, (2015) em um estudo com ratos, verificam a ausência de toxicidade 

tanto nas três formas isoladas de dióxido de titânio estudadas, como nas três 

formas nanoparticuladas, sugerindo que não existem diferenças do TiO2 

isolado ou na forma de NP.   

O IM mostrou-se comprometido, sendo reduzido, mesmo em baixas 

doses de NPs no trabalho de Klancnik et al. (2010), mostrando que esse 

parâmetro é sensível a exposição das NPs, indicando sua citotoxicidade. Estes 

dados corroboram com os encontrados neste trabalho que também 

demonstram redução do IM. Kumari, Mukherjee e Chandrasekaran (2009) 

observam em concentrações intermediárias as nossas (0,025 e 0,05 mg/mL), 

redução do IM, indicando citotoxicidade mesmo em baixas concentrações 

corroborando com os resultados deste trabalho.  

Foi verificado aumento de AC e MN nas células de A. cepa expostas a 

NPTiO2, o que indica o potencial de indução de danos no DNA esta NP. 

Kumari, Mukherjee e Chandrasekaran, (2009) verificaram genotoxicidade, por 

meio do aumento de AC, enquanto Klancnik et al., (2010) detectaram efeitos 

genotóxicos e mutagênicos somente na concentração de 1 mg/mL, mesma 

faixa de concentração usada neste trabalho, onde também foi observado 

aumento na quantidade de AC. Isto indica a genotoxicidade das NPTiO2.  

Este padrão de dose resposta também foi observado em outros 

trabalhos. Khana, Naqvib, Ahmada (2015) ao analisarem em linfócitos 

humanos, os efeitos das NpTiO2 nas concentrações de 0,05, 0,1, 0,25 e 0,5 
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mg/mL também observaram efeitos genotóxicos em uma escala dose 

dependente. Hamzeh e Sunahara (2012) ao observar os efeitos das NPTiO2 em 

hamsters, também verificou efeitos citotóxicos e genotóxicos em uma escala 

dose dependente. Isto sugere que as NPTiO2 podem ter sido internalizadas 

pelas células 

Ekstrand-Hammarstreom et al. (2015) verificam em doses 0,00005 

mg/mL, a ativação de um sistema de defesa que é ativado somente em 

situações adversas, após exposição a NpTiO2.   

Avaliações toxicológicas de NPTiO2 empregando outros sistemas-teste, 

como peixes e roedores, também apontaram o efeito nocivo deste nanomaterial 

quanto a indução de danos celulares (e.g. morte celular) e no DNA (Johnson et 

al., 2015; Chen et al., 2014). Tais dados reforçam a periculosidade das NPTiO2 

em organismos vivos.  

A análise dos tipos de AC nas células meristemáticas de A. cepa 

expostas as NPTiO2, permitiu identificar que esta NP exerce sua 

genotoxicidade por meio de ação clastogênica, devido as elevadas frequências 

de pontes e quebras cromossômicas visualizadas. O modo de ação 

clastogênico de NPTiO2 está de acordo com outros trabalhos na literatura 

conduzidos também com sistemas teste vegetais, especialmente A. cepa 

(Kumari, Mukherjee e Chandrasekaran, 2009; Ghosh, Bandyopadhyah e 

Mukherjee, 2010; Pakrashi et al. 2014). 

Segundo Humphrey e Brinkley (1969), as pontes podem resultar de 

mudanças estruturais entre cromátides irmãs ou entre cromossomos diferentes 

devido a quebras, ou seja, quebras poderão resultar na formação de pontes, e 

também devido a deleções terminais e pela adesão dos ribossomos ou 

nucléolos persistentes, além disso Marcano et al. (2004), relatam que pontes 

cromossômicas podem ser originadas a partir de aderências. Giacomelli (1999) 

pondera ainda que estas pontes podem ser múltiplas e persistirem até a 

telófase. Segundo Terzoudi et al. (2011) as quebras são provocadas 

geralmente por agentes externos, como xenobióticos, que afetam a dinâmica 

da cromatina, sendo que estas alterações bruscas na cromatina podem causar 

o rompimento de processos de reparação e ocasionar quebras, e segundo 

Tsujii e Kamada, (2012) também pela radiação. De acordo com Landolph, 
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(2014) a exposição a xenobióticos e radiação pode resultar na labilização da 

ligação de fosfato base-açúcar DNA. As bases podem ser despurinizadas ou 

acontecer a dissociação das base da estrutura de fosfato ou do açúcar. Isto 

pode deixar essa cadeia de DNA, que está sem uma base de DNA suscetível 

ao ataque por endonucleases, levando a clivagem da cadeia, o que resultará 

numa ruptura em um único fio de DNA, ocasionando uma quebra. Handy et al., 

(2012) relata que os MNs podem se originar a partir de pontes e quebras 

cromossômicas.  

Corpos de óleo são pequenos corpos intracelulares, que tem função 

protetora nos vegetais. Segundo Zhao et al., (2016) e Karkani et al., (2013) o 

aumento no número destas estruturas pode indicar um mecanismo de proteção 

da célula. Logo, o aumento de corpos de óleo observado na análise 

morfológica realizada neste trabalho pode ser um indicativo da entrada da 

NPTiO2 no protoplasto.  

 Em seu trabalho com nanopartículas de óxido de zinco, Kumari et al., 

(2011) também observaram alterações morfológicas a partir da exposição de A. 

cepa a suspensão de NPs e verificou desintegração da matriz celular e 

deformação de estruturas em comparação ao CN, como a presença de 

aglomerados particulados na matriz citoplasmática, provavelmente sendo 

aglomerados de NPs, podendo ser as alterações morfológicas mais um 

mecanismo eficiente para demonstrar a real preocupação a periculosidade das 

NPs.  

 

5. CONCLUSÃO 

 O teste de A. cepa demonstra que as NPTiO2, apresentam efeitos 

nocivos aos organismos, por meio da observação da redução do IM nas 

concentrações de 0,1 e 1 mg/mL, sendo indicativo de citotoxicidade, do 

aumento das AC e MN na concentração de 1 mg/mL indicando genotoxicidade 

e mutagenicidade respectivamente e também pelas alterações morfológicas 

provocadas pelas NPTiO2 na concentração de 1 mg/mL com a formação de 

corpos de óleo e pelo aumento do número de vacúolos, o que indica um 

mecanismo de defesa a ação de uma substância nociva. Tais resultados 
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confirmam a preocupação com os efeitos das NPTiO2 sobre os organismos e o 

ambiente e confirmar a espécie A. cepa como um eficiente organismo teste 

para avaliação da periculosidade de xenobióticos.  
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5. CONCLUSÕES GERAIS: 

 As NPs estão presentes no nosso cotidiano, na agricultura, na indústria, 

na medicina. Este aumento da nanotecnologia, nos remete a pensar e se 

preocupar com o seu destino no ambiente e no impacto que isto irá representar 

para o ecossistema. Responder corretamente a esta questão tem sido um 

desafio, uma vez que as NPs acabam apresentando problemas de 

biodisponibilidade ao sistema-teste, uma vez que podem se aderir a materiais 

como vidro, papel filtro. A partir da análise de diferentes metodologias de 

exposição do teste de A. cepa, foi possível concluir que a substituição das 

suspensões a cada 24h e o uso de material plástico de poliestireno e de redes 

de nylon assegura a biodisponibilidade das NPTiO2 ao sistema-teste. Apesar 

das outras metodologias também mostrarem resultados satisfatórios, as 

sementes apresentam maior sensibilidade do que os bulbos e o uso da rede de 

nylon é uma segurança extra a garantia da biodisponibilidade. Após a 

realização do experimento de padronização, foi realizado outro experimento 

nas concentrações de 0,01, 0,1 e 1 mg/mL visando avaliar a periculosidade das 

NPTiO2. Este experimento nos permitiu concluir a partir da redução do IM nas 

concentrações de 0,1 e 1 mg/mL, do aumento de AC, especialmente pontes e 

quebras, devido ao modo de ação clastogênico desta NP, do aumento de MN 

que esta NP tem potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico. A presença de 

alterações morfológicas ao comparar a NPTiO2 de 1 mg/mL com o CN, 

visualizando aumento na quantidade de vacúolos e a presença de corpos 

oleosos, representando mecanismos de defesa, enfatiza a periculosidade desta 

NP. Diante disso é possível concluir que a preocupação com os efeitos 

deletérios das NPTiO2 aos organismo e ambiente é coerente e que os vegetais, 

em especial a espécie A. cepa é eficaz na avaliação genotoxicológica das NPs.  
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