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RESUMO

Os contaminantes ambientais bisfenol A (BPA) e alquilfendis (4-octilfenol: OP; 4-nonilfenol:
NP) sdo substancias de uso industrial e doméstico. Estes contaminantes chamam a aten¢do da
comunidade cientifica principalmente por atuarem como alteradores enddcrinos, porém, eles
tém sido associados a efeitos adversos de vias ndo mediadas pelo sistema enddcrino e que
ainda requerem elucidagdes. Desta forma, o presente trabalho investigou o potencial destes
contaminantes em causar toxicidade, danos celulares e alteracdes no material genético de
sistemas vegetais (A/lium cepa). Os contaminantes foram avaliados em suas formas como
substancias isoladas e em mistura, similares as concentra¢des encontradas no meio ambiente.
Sementes de A. cepa expostas ao BPA, OP e NP nas formas isoladas e em mistura (MIX),
foram avaliadas quanto a inibicdo da germinagdo e desenvolvimento das raizes (toxicidade)
(BPA: 1,21; 2,42; 4,84; 9,68 ¢ 19,36 ng/mL; OP: 0,725; 1,45; 2,9; 5,8 ¢ 11,6 ng/mL; NP:
0,44; 0,88; 1,76; 3,52 e 7,04 ng/mL; MIX 1: BPA 4,84 + OP 2,9 + NP 1,76 ng/mL; MIX 2:
BPA 9,6+ OP 5,8+ NP 3,52 ng/mL; MIX 3: BPA 19,36 + OP 11,6 + NP 7,04 ng/mL) e o
potencial de causar alteragdes do ciclo celular (citotoxicidade) e no DNA
(genotoxicidade/mutagenicidade) (BPA: 4,84; 9,68 e 19,36 ng/mL; OP: 2,9; 58 e 11,6
ng/mL; NP: 1,76; 3,52 e 7,04 ng/mL e MIX 1, 2 e 3). Estas substancias, em suas formas
isoladas e em misturas, ndo inibiram a germinagdo ou o desenvolvimento de raizes de 4. cepa
e, assim ndo apresentaram toxicidade para esse sistema-teste vegetal. Apesar das
concentragdes teste serem baixas e nao apresentarem fitotoxicidade, as formas isoladas de
BPA, OP e NP induziram efeitos citotoxicos e genotoxicos nas células meristematicas de 4.
cepa. Citotoxicidade e genotoxicidade ainda sdo efeitos encontrados quando estas substancias
sdo avaliadas em mistura, porém, os efeitos se mostram mais brandos em relacao as respostas
das substancias isoladas. Tal fato indica que ha uma interagao entre estas substancias
quimicas e que essa resulta em um efeito parcialmente inibitorio frente aos efeitos induzidos
pelas formas isoladas. De forma geral, nossos resultados mostram que BPA, OP e NP podem
causar danos celulares e no DNA de plantas monocotiledoneas e que seus impactos no
sistema vegetal podem ser reduzidos quanto em mistura, porém, nao sdo completamente
eliminados e, assim, atencdo deve ser dada para a melhor estimativa dos riscos
ecotoxicologicos desses alteradores endocrinos as plantas. Este trabalho também contou com
uma segunda atividade, que tinha como objetivo promover a popularizagdo da ciéncia. Assim,
foram desenvolvidas ferramentas de divulgacao cientifica para que os resultados da primeira
etapa deste estudo pudessem ser transmitidos a sociedade, em geral, de forma educativa e
divertida, conscientizando e enfatizando a importancia do desenvolvimento das pesquisas nas
universidades e contribuindo para a educagdo ambiental.

PALAVRAS-CHAVE: 4-nonilfenol; 4-octilfenol; bisfenol A; sistema-teste vegetal,;
toxicidade, danos no DNA; divulgacao cientifica.



ABSTRACT

Environmental contaminants bisphenol A (BPA) and alkylphenols (4-octylphenol: OP; 4-
nonylphenol: NP) are substances applied in industrial and domestic uses. These contaminants
draw the attention of the scientific community mainly because they act as endocrine
disruptors, however, they have been associated with adverse effects of pathways not mediated
by the endocrine system which still require elucidation. Thus, the present work investigated
the potential of these contaminants in causing toxicity and cellular and genetic material
damages in plant systems (Allium cepa), both in their isolated and mixed forms, at
concentrations similar to those found in the environment. 4. cepa seeds exposed to BPA, OP
and NP in isolated and mixed forms (MIX), were evaluated for germination inhibition and
root development (toxicity) (BPA: 1.21; 2.42; 4.84 ; 9.68 and 19.36 ng/mL; OP: 0.725; 1.45;
2.9; 5.8 and 11.6 ng/mL; NP: 0.44; 0.88; 1.76; 3, 52 and 7.04 ng/mL; MIX 1: BPA 4.84 + OP
2.9 + NP 1.76 ng/mL; MIX 2: BPA 9.6+ OP 5.8+ NP 3.52 ng/mL; MIX 3: BPA 19.36 + OP
11.6 + NP 7.04 ng/mL) and the potential to cause changes in the cell cycle (cytotoxicity) and
in the DNA (genotoxicity / mutagenicity) (BPA: 4.84; 9.68 and 19.36 ng/mL; OP: 2.9; 5.8
and 11.6 ng/mL; NP: 1.76; 3.52 and 7.04 ng/mL and MIX 1, 2 and 3). These substances, in
their isolated forms and in mixtures, were not able to inhibit the germination or the
development of roots of A. cepa and, therefore, did not present toxicity for this vegetable test-
system. Although the test concentrations are low and do not present phytotoxicity, the isolated
forms of BPA, OF and NP induced cytotoxic and genotoxic effects in the meristematic cells
of A. cepa. Cytotoxicity and genotoxicity effects were found when these substances are
evaluated in mixture, however, the effects are milder in relation to the responses of the
isolated substances. This fact indicates an interaction between these chemicals and these
results in a partially inhibitory effect compared to the effects induced by the isolated forms. In
general, our results show that BPA, OF and NP can cause cell and DNA damage to
monocotyledonous plants. Their impacts on the plant system can be reduced when mixed,
however, are not completely eliminated and, therefore, attention must be given to best
estimate the ecotoxicological risks of these endocrine disruptors to plants. This work also
featured a second activity, which aimed to promote the popularization of science. Scientific
dissemination tools were developed so that the results of the first stage of this study could be
transmitted to general society in an educational and fun way, raising awareness and
emphasizing the importance of the development of research in universities and contributing to
environmental education.

KEYWORDS: bisphenol A; 4-octylphenol; 4-nonylphenol; plants test system; toxicity, DNA
damage; scientific divulgation.
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1. INTRODUCAO

Os recursos hidricos sdo um bem natural fundamental aos seres vivos e requerem
qualidade fisico-quimica e bioldgica para o seu uso seguro e conserva¢do do meio ambiente
(SPADOTO, 2013). Pensando nesse aspecto, existe uma crescente preocupagdao da
comunidade cientifica e da populacdo em geral quanto a exposi¢do a substancias quimicas
presentes no ambiente e seus possiveis efeitos para a satide dos seres vivos (BAIL 2017).

Os contaminantes Bisfenol A (BPA) e alquifenois 4-octilfenol (OP) e 4-nonilfenol
(NP) sao exemplos de substancias fenolicas que atuam como alteradores endocrinos
ambientais, devido as suas propriedades estrogénicas e impacto no sistema endocrino dos
organismos (SALGUEIRO-GONZALEZ et al., 2012; ZHOU et al., 2017). Diversos estudos
relatam o potencial desses fendis ambientais causarem efeitos toxicos no desenvolvimento de
animais (MCLEESE et al. 1981; JOBLING, et. al., 1996; HUNT et. al., 2003; SPADOTO,
2013).

Esses fendis chegam ao meio ambiente por meio de efluentes doméstico e industrial
(BENNETT; METCALFE, 1998; FURHACKER, et al., 2000). Dessa forma, para a melhor
estimativa da periculosidade dessas substancias, o cendrio de misturas complexas também
deve ser considerado. Visto que a interacdo entre substancias quimicas pode alterar o
comportamento e sua toxicidade em relagdo as substancias em suas formas isoladas
(FELISBINO et al., 2018).

Existem poucos trabalhos que avaliaram a exposicao dos fendis BPA, OF e NP e
efeitos de misturas a sistemas vegetais, especialmente quanto a parametros de genotoxicidade.
As plantas possuem grande importidncia nos ecossistemas terrestres e aquaticos (base da
cadeia alimentar — produtoras primarias), além de serem importantes indicadoras da qualidade
ambiental pela interface de interagdo com o ar, o solo e a dgua (SOUZA, 2018). Dentre as
plantas superiores, a espécie Allium cepa (cebola) tem sido relatada como um excelente
sistema-teste para estudos de contaminantes ambientais com potencial de causar danos
genéticos em sistemas vegetais (LEME; ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008;
FERNANDES et al., 2009).

Desta forma, nosso estudo utilizou o sistema vegetal A. cepa para avaliar
concentracoes ambientais dos fendis ambientais BPA, OF ¢ NP em suas formas isoladas e em

misturas, utilizando pardmetros de toxicidade (i.e., geminagdo das sementes e
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desenvolvimento de raizes) e de citotoxicidade/genotoxicidade (i.e., Indice Mitdtico e
alteragdes cromossdmicas e nucleares).

Considerando a relevancia desse trabalho ecotoxicoldgico tanto para a comunidade
cientifica como para a sociedade em geral, também foram desenvolvidas ferramentas que

permitem a divulgagdo cientifica de forma acessivel e ludica para o publico nao técnico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Bisfenol A, Octilfenol e Nonilfenol: caracterizacio quimica e suas aplica¢oes

Abaixo, na figura 1, estd representada a estrutura molecular dos fenodis ambientais
BPA, OP e NP. O BPA apresenta uma estrutura quimica de difenilalcano hidroxilado e possui
dois anéis aromaticos unidos por ligacdo de carbono. Os alquilfénois sdo formados por
diferentes tipos e tamanhos de grupos alquila e sao ligados a um anel aromatico com ligagao
OH. Conforme menor o tamanho da cadeia alquilica, maior ¢ o potencial de estrogenicidade
do composto. No caso o OP que contém um fenol e uma cadeia com oito carbonos possui
maior efeito estrogénico do que o NP que apresenta um fenol e nove carbonos em sua cadeia

(BERALDO, 2012).

0-{ -+ )om

Bisfenol A (BFA)

o {

Octilfenol (OF)

oy

Nonilfenol (NF)

Figura 1. Estrutura molecular dos contaminantes BPA, OP e NP.
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O BPA ¢ utilizado em grandes quantidades para produg¢dao de policarbonatos
(STEWART, A. J.; STEWART, R. F. 2008). Estima-se que em 2015 a demanda anual de
BPA chegou a ser mais de 5 milhdes de toneladas (ZHANG et al., 2019). Além de ser
empregado na producdo de plasticos policarbonatos, o BPA apresenta outras diversas
aplicagdes domésticas e industriais (BENNETT; METCALFE, 1998). Ele ¢ usado como
estabilizador ou antioxidante na induastria quimica, selante dental e inclusive ¢ utilizado na
fabricacdo de embalagens de alimentos, podendo contaminar os mesmos (SONE et al., 2004).
Em 2015, o BPA foi proibido para aplicacdes com materiais que teriam contato com
alimentos na Europa (LEGEAY; FAURE, 2017). Em alguns paises, inclusive no Brasil estao
proibidos desde janeiro de 2012 a importa¢do e fabricacdo de mamadeiras que contenham
BPA (ANVISA, 2012). No entanto, as demais aplicacdes com BPA ainda ¢ permitido no
Brasil, mas a EFSA (European Food Safety Authority) estabelece o limite maximo de
ingestao do BPA 0,05 mg/Kg de peso corporal/dia (EFSA, 2006).

Elevadas quantidades de alquilfendis sdo produzidos anualmente (mais de
450.000 toneladas) para o uso industrial, agricola e aplicacdes domésticas (CAO et al., 2017).
Esses compostos sdo aplicados em industria téxtil, em produgdo de plasticos, surfactantes nao
i0nicos, antioxidante, herbicidas, cosméticos, entre outros (JIN et al., 2004; GRACA et al.,
2016). Os surfactantes contendo alquilfendis sdo utilizados em solucdes aquosas,
principalmente em produtos de higiene pessoal e limpeza domiciliar, sendo despejados
diretamente no ambiente por meio de efluentes industriais e domésticos (BENNETT;
METCALFE, 1998). Em alguns paises como a Unido Europeia sdo proibidos o uso de NP e
seus etoxilatos pela Diretiva No. 2003/53/EC (2003). No Reino Unido, Alemanha e Suica
foram proibidos surfactantes contendo alquilfénois em produtos domésticos (CHEN et al.,
2006). No Brasil, apenas no estado do Rio Grande do Sul sdo proibidos agrotoxicos contendo

NP etoxilado (SUPREMO TRIBUNAL FEDERAL, 2018).

2.2. Comportamento dos fenodis no ambiente e rotas de degradacao

Os contaminantes BPA e alquilfenois OP e NP se encontram no meio ambiente em
baixas concentragdes, na ordem de microgramas (ug/L) (BENNETT; METCALFE, 1998;
SHARMA et al., 2009) e nanogramas (ng/L) (CAO et al., 2019; LUO et al., 2019; TSUDA et
al., 2000). O BPA possui baixa propensao acumulativa e resisténcia no meio ambiente,
porém, os alquilfenois NP e OP possuem moderada e elevada capacidade de persisténcia e

acumulacao, respectivamente (JARDIM, 2017).
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Algumas substancias potencialmente toxicas presentes no ambiente aquatico nao sao
devidamente eliminadas nas estagdes de tratamento de esgoto. Os alquilfendis etoxilados
(figura 1) sdo exemplos de contaminantes ambientais que acabam sendo degradados em

formas mais nocivas e resistentes (BERALDO, 2012).

Figura 2. ! Alquilfenois polietoxilados (APnEO), utilizados em producio de surfactantes na
industria, agricultura e aplica¢des domésticas. > Octilfenol polietoxilados (OPnEO), constitui
cerca de 20% dos APnEO. * Nonilfenol polictoxilados (NPnEO), constitui cerca de 80% a
85% dos APnEO. * No ambiente aquatico, APnEO sdo aerobicamente degradados em formas
menos complexas, alquilfendis etoxilados (APEO). ° Octilfenol etoxilado (OPEO). °

Nonilfenol etoxilados (NPEO). ’ Durante o tratamento de esgoto, APEO sio degradados em
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alquilfénois (APs), especialmente durante a digestdo anaerdbica por atividade microbiana. ®

Octilfenol (OP). ? Nonilfenol (NP).

Fonte: ISOBE et al., 2001; PRIAC, et al., 2017; EPA 2010.

Os alquilfenois etoxilados sdo biodegradados em um processo que envolve perda
gradual das cadeias etoxi, formando 6xido de etileno, produtos carboxilados, octilfenol e
nonilfenol (SILVA, 2013). Nas estacdes de tratamento de esgoto, os alquilfenois
polietoxilados (NPnEO e OPnEO), sao convertidos em formas menos complexas: alquilfenois
etoxilados (NPEO e OPEO), e por ultimo em alquilfenois (NP e OP). Os APs sdo mais
resistentes no ambiente e mais toxicos, com efeitos estrogénicos a mamiferos e para os
organismos aquaticos, enquanto que alquilfendis polietoxilados possuem menor agdo
estrogénica nos organismos (ISOBE et al., 2001; PRIAC, et al., 2017).

O BPA ¢ outro exemplo de contaminante usado em aplicagdes industriais e domésticas
que tem como destino o esgoto doméstico e nas estacdes de tratamento de esgoto
(FURHACKER, et al., 2000). Esses poluentes possuem como destino final os sistemas
aquaticos e podem ser dissolvidos na &4gua, em matéria organica ou adsorvidos em
sedimentos, e dessa forma, sdo acumulados nesses sistemas (LEE et al, 2006; DING, et al.,

2019).

2.3. Acao dos fenois ambientais como alteradores endocrinos

Alguns produtos quimicos industriais sdo conhecidos como alteradores endocrinos
ambientais por serem capazes de se ligar ao receptor de estrogénio e imitar ou bloquear as
atividades naturais do estrogénio no organismo bioldgico (NGUNDI et al., 2003). O BPA ¢
alquilfenois OP e NP, sdo produtos quimicos industriais sintéticos que podem alterar o
funcionamento fisiologico normal do sistema enddcrino e estdo na lista das substancias
capazes de gerar desregulacdo enddcrina nos organismos vivos (BILA; DEZOTTI, 2007).

A exposicdo a essas substincias pode desencadear diversos problemas, como
alteracdes fisiologicas, no crescimento, no comportamento e na reproducdo dos organismos
(HEJME]J et al., 2011; SPADOTO, 2013; BAI, 2017).

Alguns estudos relataram a toxicidade e o potencial de agdo como alteradores
endocrinos desses contaminantes em diversos organismos. A exposi¢do de contaminantes

alquilfendis ¢ potencialmente letal para os organismos aquaticos (e.g., Crangon
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septemspinosa ¢ Salmo salar) (MCLEESE et al., 1981). NP ¢ BPA foram relatados pela
capacidade de induzir algumas anomalias no desenvolvimento de organismos planctonicos e
bentonicos (SPADOTO, 2013) e de Xenopus laevis (SONE et al., 2004). Os alquilfenois NP e
OP causaram efeitos estrogénicos em peixes (e.g. Oncorhynchus mykiss) (JOBLING, et. al.,
1996). O BPA induziu distarbios meioticos, incluindo aneuploidia em oo6citos de
camundongos fémeas (HUNT et. al., 2003). Um estudo com anfibios indicou que pode existir
uma correlacdo consistente na exposi¢do ao OP e mudanca na expressio de genes
relacionados com a sintese do hormoénio esterdide nas gonadas de Rana chensinensis (BAI,
2017). Outro trabalho, com a mesma espécie R. chensinensis, demonstrou que o OP afetou
varios processos fisioldgicos, incluindo resposta imune, alteragdo na sintese do hormoénio

esteroide e influenciou a espermatogénese no testiculo de R. chensinensis (LI et al., 2016).

2.4. Toxicidade dos fenois ambientais em sistema vegetal

Raros estudos ecotoxicologicos foram realizados avaliando efeitos de BPA, OP ¢ NP
em sistema vegetal, para predizer os impactos destas trés substancias a plantas. Reporta-se
toxicidade do NP (CHEN; YEN, 2013) e OF (CHEN; HSIAO; YEN, 2013) para a espécie
Arabidopsis thaliana e do BPA para Glycine max (WANG et al., 2015). Quanto ao potencial
de genotoxicidade, existem estudos que avaliaram a capacidade do BPA induzir
anormalidades na estrutura e organizagdo dos microtibulos de 4. cepa e Triticum turgidum
(ADAMAKIS, et al., 2019) e aberra¢des cromossdmicas em A. cepa (JADHAV et al., 2012).
No entanto, esses estudos avaliaram concentragdes elevadas que ndo sdo representativas de
uma situacao real no ambiente, as quais, em geral, s3o muito baixas. Além disso, no meio
ambiente estas substancias ndo estdo presentes de forma isolada e suas interagdes podem
modular a resposta ecotoxicoldgica, o que faz necessaria a avaliagdo dos impactos de misturas

nos sistemas bioldgicos.

2.5. Misturas complexas

A determinacdo do perigo/risco de substancias quimicas no ambiente aquatico tem
como foco central a avaliagdo de substancias nas suas formas isoladas. No entanto, o meio
ambiente ¢ o destino final de diferentes substincias e, assim, estd sujeito a milhares de
combinagdes de substancias quimicas de toxicidade variada. Dessa forma, os organismos

estdo expostos a misturas de contaminantes, no qual substancias individuais podem produzir
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respostas diferentes. As interagdes quimicas de misturas estdo sujeitas a efeitos toxicos
aditivos, sinérgicos ou antagonicos (BARATA, et al., 2006).

A avaliacdo toxicologica de misturas pode esclarecer como misturas complexas se
comportam no ambiente (SUN et al., 2009; GAN et al., 2015). Estudos demonstram diferentes
efeitos ao comparar substancias isoladas e misturas variaveis (OJO; PENG; NG, 2020; SHEN
et al.,, 2020; SIGURNIJAK, et al., 2020), demonstrando a importancia de considerar a
avaliagdo de substincias combinadas para predizer o perigo de exposi¢do em estudos

ecotoxicologicos.

2.6. Uso de sistema vegetal Allium cepa para predizer impactos ambientais de
contaminantes

A espécie 4. cepa ¢ um vegetal superior sensivel para avaliar a toxicidade de
poluentes ambientais (PAKRASHI et al. 2014). Dessa forma, o teste de A. cepa pode ser
utilizado na avaliagdo de substincias quimicas puras e misturas complexas (e.g., amostras
ambientais) e também para avaliar a qualidade da 4gua e verificagdo do potencial de
genotoxicidade de efluentes industriais e municipais (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Para a determinacdo da toxicidade de poluentes, o teste de 4. cepa avalia o indice de
germina¢do das sementes e a capacidade dos tratamentos provocarem a inibigdo do
crescimento das raizes. As plantas s3o mais sensiveis a efeitos toxicos durante o
desenvolvimento e, por isso, critérios de avaliagdo como efeitos na germinagdo e
desenvolvimento da raiz podem ser relevantes na avaliacao de poluentes ambientais (DOGAN
et al. 2010).

Quanto a avaliacao da genotoxicidade de poluentes ambientais, ¢ utilizada a porgao
meristematica do apice radicular de A. cepa. O teste permite avaliar alteracdes no indice
mitotico, aberragdes cromossdmicas e micronucleo (SOUZA, 2018). O teste de A. cepa ¢
validado pelo Programa Ambiental das Nag¢des Unidas e pelo Programa Internacional de
Seguranca Quimica, para a avaliagdo de poluentes com potencial genotéxico (CABRERA;
RODRIGUEZ, 1999). Trata-se de um teste bem conhecido e apresenta bons fundamentos para
ser conduzido em laboratorio (FISKESJO, 1985). Apresenta baixo custo para conduzir o
experimento, curto prazo para a obtencdo de resultados, sensibilidade aos contaminantes
ambientais e boa visualizacdo dos cromossomos, devido a sua pequena quantidade e tamanho

avantajado dos cromossomos (2n=16) (FISKESJO, 1985; LEME; MARIN-MORALES;
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2008). Este sistema teste também apresenta grande correlagdo com sistemas teste em

mamiferos (FERNANDES et al., 2009).

2.6. Ferramentas para a divulgacio cientifica

Com excecao da comunidade cientifica, a concep¢cdo do papel do cientista na
sociedade apresenta ‘“‘imagens estereotipadas” (BULDU, 2006). Por isso, muitos
pesquisadores tém buscado novas formas de comunicar a ciéncia a populacdo em geral,
produzindo conteidos em midias sociais, que podem tornar o contetido cientifico
compreensivel para diferentes publicos da sociedade (BIK; GOLDSTEIN, 2013). Nesse
sentido, pode ser empregada a divulgacdo cientifica, a qual ¢ definida como a utilizacdo de
uma gama variada de recursos para a disseminagao de informagdes cientificas ou tecnologicas
ao publico leigo (BUENO, 2009).

Na educacdo, por exemplo, podem ser utilizadas ferramentas para contribuir com o
aprendizado, como a jung¢do de criatividade, arte e ciéncia (KIND; KIND, 2008). O termo
“entertainment education” ou “edutainment” ¢ a jung¢ao de meios de entretimento (i.e., videos,
TV, jogos, radio, etc) e educagao (WANG; SINGHAL, 2016). Existem exemplos edutainment
com educacao nutricional (JAYNE, 2019), saude sexual e reprodutiva (WANG; SINGHAL,
2016) e jogos no computador para auxiliar no ensino de ciéncias (AN et al., 2016). Educacao
e entretenimento sdo excelentes estratégias para influenciar, conscientizar comportamentos e
atitudes positivas em assuntos cientificos e sociais (MOYER-GUSE, 2008), podendo também
ser utilizada como ferramenta para a divulgagao cientifica.

Ao longo dos anos diversas pesquisas de impacto nacional e internacional tém sido
realizadas nas universidades brasileiras, principalmente nas vinculadas ao setor publico. Os
resultados de diferentes estudos sdo divulgados em linguagem cientifica por meio de
publicacdo de artigos em revistas indexadas da area, que sdo redigidas em uma linguagem de
compreensdo limitada ao publico ndo técnico. Assim, essa forma de divulgagdo ndo ¢ efetiva
para a divulgacdo e conscientizacdo dos resultados de estudos cientificos para pessoas que nao
apresentem dominio de conhecimento técnico (sociedade em geral). A ineficiéncia na
divulgacdo de resultados cientificos ao publico ndo técnico tem levado a um distanciamento
da sociedade e do setor académico e de pesquisa. Assim, ha uma iminente necessidade em
desenvolver novas ferramentas de divulgagdo cientifica ou adequar metodologias
educacionais ja existentes para promover a divulgagdo cientifica. O desenvolvimento de

ferramentas de popularizagdo da ciéncia €, entdo, necessario para a maior acessibilidade
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desses dados a diferentes publicos e que possam contribuir em aspectos como a preservacao

do meio ambiente e sustentabilidade (FIORESI; CUNHA, 2019).
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de toxicidade e a capacidade de
inducdo de danos celulares e no DNA de plantas expostas aos trés fenois ambientais (4-
nonilfenol, 4-octilfenol e bisfenol A), em suas formas isoladas e em mistura ¢ em
concentragdes similares as encontradas no meio ambiente. Além disso, este trabalho objetivou
desenvolver ferramentas educacionais que permitam ampliar a divulgagdo dos resultados ao
publico nao técnico.

Desta forma, os objetivos especificos foram:

(1) Avaliar a toxicidade dos fendis ambientais (isolados e em mistura) pelos pardmetros de
indice de germinacdo de sementes e desenvolvimento de raiz de 4. cepa;

(2) Avaliar o potencial de inducdo de alteracdes no ciclo celular (citotoxicidade) e danos no
DNA (genotoxicidade/mutagenicidade) dos contaminantes (isolados e em mistura) em células
meristematicas de 4. cepa;

(3) Comparar os efeitos dos contaminantes na forma isolada e em mistura;

(4) Desenvolver ferramentas de divulgacdo cientifica por meio de um jogo cientifico e

quadrinhos Storyboard.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material
Os contaminantes testados neste trabalho foram:

o 4 4'-isopropylidenediphenol (Bisphenol A) (CAS No. 80-05-7, Sigma-Aldrich);

e 4-nonylphenol (CAS No. 104-40-5, Sigma-Aldrich);

e 4- octylphenol (CAS No. 1806-26-04, Sigma-Aldrich).

Como organismo bioldgico utilizou-se sementes de 4. cepa da variedade baia periforme,

sem agrotoxicos, obtidas diretamente do fornecedor da marca Isla®.

4.2. Preparo das solucoes

As solugdes teste dos contaminantes em estudo foram preparadas com
Dimetilsulfoxido (DMSO) levando-se em consideragdo a concentracao de solvente final de
0,1%-v/v para a exposi¢do do sistema bioldgico (4. cepa).

A faixa de concentracdo testada foi determinada com base em dados ainda ndo
publicados de nosso grupo, referente a andlise quimica destes contaminantes em amostras de
agua do reservatorio Irai — reservatorio responsavel pelo abastecimento da regido
metropolitana de Curitiba, localizado nos municipios de Piraquara e Pinhais, Estado do
Parana.

Os testes de toxicidade foram realizados com cinco concentracdes de cada
contaminante, avaliados na forma isolada, e trés concentragdes para os testes das misturas
destes contaminantes (Tabela 1). As andlises de citotoxicidade e genotoxicidade foram
realizadas com as trés maiores concentragdes de cada contaminante devida a auséncia de

toxicidade e as trés concentragdes das misturas.

Tabela 1. Concentragdes dos contaminantes avaliadas pelos testes de toxicidade e

citotoxicidade/genotoxicidade em A. cepa.

Tratamentos Concentracoes

Bisfenol A 1,21; 2,42; 4,84; 9,68**; 19,36 ng/ml
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Octilfenol 0,725; 1,45; 2,9; 5,8%*; 11,6 ng/ml

Nonilfenol 0,44; 0,88; 1,76; 3,52**; 7,04 ng/ml
Mix 1 BF 4,84 + OP 2,9 + NP 1,76 ng/ml
Mix 2 BF 9,68** + OP 5,8** + NP 3,52** ng/ml
Mix 3 BF 19,36 + OP 11,6 + NP 7,04 ng/ml

**concentracdes similares as encontradas no meio ambiente (Reservatério do rio Irai, Parana)

(dados de nosso grupo nao publicados). Mix: mistura.

4.3. Bioensaio com Allium cepa

Sementes de 4. cepa foram dispostas em placas de Petri forradas com papel filtro (100
sementes/placa) e submetidas a germinagdo nas diferentes solugdes teste dos contaminantes
em estudo, em temperatura controlada (25°C) e na auséncia de luz. As placas de Petri foram
umedecidas a cada dois dias com a mesma quantidade de solugdo para evitar o ressecamento
das placas em incubadora BOD. Decorrido este periodo de exposicdo, as raizes de 4. cepa
foram avaliadas quanto aos parametros de toxicidade e citotoxicidade/genotoxicidade.

Agua ultrapura foi utilizada como controle negativo (CN) e DMSO a 0,1%-v/v em
agua ultrapura foi utilizado como controle solvente (CS). Sulfato de zinco heptahidratado a 6
mg/mL (CAS 7446-20-0, Sigma-Aldrich) como controle positivo (CP) do teste de toxicidade
e metanossulfonato de metila (MMS, CAS 66-27-3, Sigma-Aldrich) a 10 mg/L como CP do
teste de citotoxicidade/genotoxicidade.

Os experimentos de toxicidade foram analisados em triplicata por tratamento e os
experimentos para avaliagdo da citotoxicidade/genotoxicidade em uma tUnica placa por

tratamento.

4.3.1. Teste de toxicidade

Ap6s cinco dias de exposi¢do, o nimero de sementes germinadas (raizes > 0,5 cm) foi
quantificado ¢ o comprimento das raizes mensurado (Fig. 2). Com os dados determinou-se
para todos os tratamentos realizados o indice de germinag¢ao (IG) e o comprimento médio
(CM) das raizes (de LIMA et al., 2019; MATTOS et al., 2019; SANTOS-FILHO et al., 2019;
SOUZA et al., 2020).
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Figura 3. Procedimento adotado para mensuragdo do comprimento de raizes de 4. cepa.

4.3.2. Teste de citotoxicidade e genotoxicidade em células meristematicas de A. cepa

Apo6s quatro dias exposicdo (raizes de ~ 2 cm de comprimento), as raizes foram
fixadas em fixador Carnoy (3:1-4lcool etilico P.A.: &cido acético glacial) e armazenadas a 4°C
até a analise.

Para a coloragdo das raizes de A. cepa, as mesmas foram lavadas 3x com agua
destilada para a remogdo do fixador, submetidas a hidrolise acida (HCI IN a 60°C por 8-10
min) e incubadas em Reativo de Schiff por 2 h. Em seguida, as laminas citologicas foram
preparadas com a regido meristematica destas raizes, a qual foi disposta sobre uma lamina e
macerada suavemente em Carmim Acético 2%. Para torna-las permanentes, as ldminas foram
mergulhadas em nitrogénio liquido para a remocao da laminula de maceramento, secas
overnight e montadas com resina Entellan (LEME; MARIN-MORALES, 2008).

Para a andlise dos parametros de citotoxicidade/genotoxicidade, 5000 células por
tratamento (500 células/lamina em 10 laminas/tratamento) foram analisadas. O numero de
células em divisdo (Indice Mitdtico — IM) foi quantificado para determinagio da
citotoxicidade. Diferentes tipos de aberragcdes cromossomicas (AC) e anormalidades nucleares
(AN) foram quantificadas para determinacdo da genotoxicidade. Células micronucleadas
foram contabilizadas para determinagdo da mutagenicidade. Além disso, os tipos de AC e AN
foram agrupados em clastogénicas (quebras e pontes cromossomicas) e aneugénicas (broto
nuclear, perda cromossdmica, C-metéafase, aderéncia cromossomica, € atraso cromossomico)

para determinar o modo de acdo (MoA) genotoxicos dos contaminantes estudados.

4.4. Analise estatistica
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Os dados gerados pelos testes de toxicidade e citotoxicidade/genotoxicidade foram
inicialmente avaliados quanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a
determinagdo da toxicidade (IG e CM) da raiz dos tratamentos, citotoxicidade (IM),
genotoxicidade (AC+NA ) e mutagenicidade (MN), foram comparados com o CS pelo teste
de ANOVA ou Kruskal-Wallis, dependendo da distribuicao do conjunto de dados e teste de
compara¢dao multipla Dunnett ou Dunn’s, respectivamente. Devido a utilizagdo de DMSO nos
tratamentos para dilui¢do dos contaminantes e a auséncia de diferenca significativa entre os

tratamentos com o CN e o CS, os testes estatisticos foram comparados apenas com o CS.

4.5. Ferramentas de divulgacio cientifica

Para a popularizag@o da ciéncia e educacdo do publico ndo técnico quanto a conceitos
de ecotoxicologia e sustentabilidade, foram desenvolvidas duas ferramentas digitais que serdo
brevemente explicadas abaixo.

A primeira ferramenta trata-se de quadrinhos educativos em forma de Storyboards,
desenvolvidos pelo site Storyboardthat. Este site permite que educadores de diversas areas
utilizem essa ferramenta para tornar a aula mais divertida, além de possibilitar a publicagdo
em meios digitais e redes sociais para uma divulgacdo mais ampla, que atinja a sociedade de
forma geral. Utilizamos, assim, esta ferramenta, para elaborar material que pudesse
demonstrar de forma simplificada os resultados deste estudo e seus principais achados para
que os mesmos possam ser compreendidos por um publico nao técnico, no qual sera destinado
ao publico jovem e adulto.

A segunda ferramenta refere-se ao desenvolvimento de um jogo digital para
divulga¢do cientifica de produtos perigosos e sustentabilidade. O Jogo sera destinado ao
publico jovem (14-18 anos) e aborda aspectos de educagcdo ambiental e conhecimento
cientifico sobre contaminantes ambientais e sustentabilidade compreendendo diferentes etapas
do ciclo de vida de produtos (e.g., producdo, uso, descartes) que interferem em diferentes
graus de impacto ambiental. Este jogo foi desenvolvido utilizando a plataforma Unity e o
designer foi realizado pelo programa Sketchup e Canva. Como o desenvolvimento destas
ferramentas requer conhecimentos de designer e programagao, ela foi desenvolvida por uma
equipe multidiciplinar, contando com a ajuda da Emily Jamiely Guilherme de Oliveira e
Kalebe de Almeida Guilherme no design do jogo e do Alberto de Almeida Guilherme na

programacao do jogo.
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O principal propoésito desse estudo foi desenvolver essas ferramentas e disponibiliza-
las nas redes sociais, o que ndo impede de no futuro avaliar se essas ferramentas de fato
trouxeram efeitos positivos na conscientizacdo do publico quanto a divulgacao cientifica dos

aspectos desse trabalho.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacdo dos resultados e a discussdo dos mesmos foram elaborados em forma
de capitulos. Desta forma, o primeiro capitulo refere-se a apresentacdo dos dados da avaliagdo
dos fenois ambientais pelo teste de A. cepa. Estes dados foram estruturados na forma de
manuscrito, visando uma forma de publicagdo mais rapida apos atender as sugestdes de
modificagoes dos membros da banca de dissertacdo. Pretende-se enviar este manuscrito a
revista Environmental Pollution. O segundo capitulo refere-se a apresentacao das ferramentas

de divulgagdo cientifica desenvolvidas neste trabalho.
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Avaliacao da toxicidade e genotoxicidade de trés alteradores enddécrinos em suas formas

isoladas e em mistura utilizando sistema teste vegetal (4llium cepa)
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Resumo

Alteradores endocrinos (EDs — endocrine disruptors), apesar de serem primariamente
estudados quanto aos efeitos adversos em vias mediadas pelo sistema endocrino, tém sido
associados a efeitos ndo especificos do sistema enddcrino (e.g., danos no DNA). Estes efeitos
podem afetar processos fisiologicos de organismos ndo tradicionalmente inseridos em
avaliagcdes de EDs, como as plantas. Plantas sdo um relevante alvo de exposi¢ao a diversos
EDs pela contaminagdo ambiental e uso de produtos agricolas (e.g., pesticidas) e, assim,
requerem atencao especial para a determinagao de potenciais efeitos adversos de EDs sobre
este grupo de organismos. Neste trabalho nos avaliamos a toxicidade e a capacidade de
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inducdo de danos celulares e no DNA de trés fendis ambientais (Bisfenol A — BPA, Octilfenol
— OP, Nonilfenol — NP), reconhecidos como EDs, em concentracdes ambientalmente
relevantes (ng/mL), pelo teste de Allium cepa (planta, monocotiledonea). Estes fendis também
foram avaliados em mistura pelo fato de que interacdes entre substancias podem alterar a
toxicidade de suas formas isoladas e por ser mais representativo ao encontrado no meio
ambiente. Os fendis estudados nao foram capazes de inibir a germinagdao das sementes € o
desenvolvimento das raizes de A. cepa e, assim, ndo se mostraram toxicos para esse sistema
vegetal. No entanto, apesar da auséncia de toxicidade, BPA, NP e OP foram capazes de
induzir citotoxidade (reducdo significativa do Indice Mitdtico — IM) e genotoxicidade
(aumento significativo da incidéncia de aberragdes cromossomicas — AC) em células
meristematicas de 4. cepa expostas as formas isoladas desses fenois. Efeitos citotoxicos
foram ainda observados nas misturas, porém, apenas na mistura composta pelas maiores
concentragdes testadas das formas isoladas, mostrando que a interagdo entre estes trés fendis
altera o potencial citotoxico de suas formas isoladas. Quanto a genotoxicidade, apesar desse
efeito ainda estar presente nas misturas, as frequéncias de AC das misturas se mostraram
inferiores as observadas na avaliagdo das formas isoladas. De forma geral, nossos resultados
mostram que BPA, OP e NP podem causar danos celulares ¢ no DNA de plantas
monocotiledoneas e que seus impactos no sistema vegetal podem ser reduzidos quando em
mistura, porém, ndo sdo completamente eliminados e, assim, atencdo deve ser dada para a
melhor estimativa dos riscos ecotoxicologicos desses fen6is ambientais as plantas.

Palavras-chave: Bisfenol A, Octilfenol, Nonilfenol, germinagdo de sementes,
desenvolvimento de raiz, danos no DNA.
1. Introducio

A identificacdo de agentes quimicos com o potencial de atuar como alteradores
endocrinos (EDs — Endocrine Disruptors) tem ganhado crescente atengdo pela capacidade
dessas substancias afetarem o desenvolvimento e os sistemas reprodutivo e imunolédgico de
organismos (Kim et al., 2019). Debate em andamento sobre a regulamentagdo de EDs tem
levantado questdes sobre endpoints enddcrinos adequados para detectar efeitos toxicos de
produtos quimicos EDs (Day et al.,, 2018). Neste contexto, mamiferos e peixes sdo o0s
principais sistemas-teste biologicos utilizados na identificacio de agentes quimicos
potencialmente EDs, pois a regulamentacdo visa, principalmente, predizer efeitos adversos a
satide humana e a vida aquatica (Browne et al., 2020). Contudo, EDs sdo utilizados em varios
tipos de produtos industriais e, por isso, sdo constantemente descartados em ambientes

terrestres, 0 que acarreta na exposicdo de organismos ndo tradicionalmente inseridos na
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avaliagdo de EDs, como as plantas (Bruin et al., 2019; Kim et al., 2019). Além disso, apesar
da bateria de testes para avaliacdo de EDs basear-se primariamente em endpoints de vias de
desregulagdo hormonal, EDs tém sido associados a outros efeitos adversos como
genotoxicidade, o que reforga, ainda mais, a necessidade de avaliar os efeitos de EDs em
sistemas bioldgicos ndo tradicionais, como as plantas (Noorimotlagh et al., 2018).

Bisfenol A (BPA — Bisphenol A) ¢ uma substancia quimica sintética amplamente
empregada na produgdo de plasticos policarbonatos e resina epoxi. A associagdo do BPA com
alteragdes comportamentais, no sistema nervoso € na prostata de fetos, lactantes e criancas em
casos de exposi¢do humana, resultou em banimento de seu uso na fabricacdo de mamadeiras
(Usman et al., 2019). Contudo, BPA apresenta outras diversas aplicagdes industriais e ¢ uma
das substancias quimicas com maior volume de producdo, o que o faz constantemente
presente em diversos compartimentos ambientais, apesar de seu tempo de vida curto (2,5 a 5
dias) (Babic et al., 2016). Nonilfenol (NP — Nonylphenol) e Octilfenol (OP — Octylphenol)
pertencem ao grupo dos etoxilatos de alquilfenol, o qual se caracteriza como o maior grupo de
surfactantes ndo i6nicos, sendo empregados em produtos de limpeza (detergentes), cosméticos
e pesticidas (Noorimotlagh at al., 2018; Bruin et al., 2019). Estas substancias sdo liberadas ao
ambiente terrestre, principalmente por meio da aplicacdo de pesticida, irrigagdo com agua
contaminada e acondicionamento de lodo de esgoto em solos (Singh et al., 2007). Dessa
forma, assim como o BPA, apesar do NP e OP ndo se categorizarem como substincias
quimicas persistentes, a constante liberacio no meio ambiente confere risco a ambientes
terrestres (Kim et al., 2019). Estudos ja tém mostrado o potencial de desregulacdo enddcrina
do NP e OP (Kang et al., 2014; Duan et al., 2019; Xie et al., 2019), porém, as investigacdes
dos efeitos adversos dessas substancias estdo direcionadas, principalmente a saude humana e
de organismos aquaticos (Bruin et al., 2019). H4 uma escassez de dados ecotoxicologicos

destes trés contaminantes para plantas, mas os poucos existentes ja apontam efeitos de



34

toxicidade no desenvolvimento e fungdes fisiologicas de sistemas vegetais (Chen et al., 2013;
Adamakis, et al., 2019; Kim et al., 2019; Bahmani et al., 2020). Ressalta-se também que os
estudos publicados at¢ o momento sdo conduzidos de forma a avaliar essas substincias
isoladas e pouco se sabe quanto a seus efeitos em mistura, como sdo encontradas no meio
ambiente (Sun et al., 2009). Interagcdes de substiancias quimicas podem levar a alteragdo de
efeitos toxicos (i.e., aditivo, sinérgico, antagonico e efeitos potencializadores) de suas formas
isoladas (Felisbino et al., 2018).

Ensaios de toxicidade com plantas sdo métodos de teste essenciais para a avaliagdo
ecotoxicologica. Diferentes biomarcadores de toxicidade podem ser avaliados em sistemas
teste de plantas para estimar efeitos toxicos de contaminantes. A/lium cepa ¢ um dos mais
importantes organismos modelo utilizados para estimar danos ao material genético induzidos
por agentes quimicos a vegetais superiores (de Lima et al., 2019). Danos genotoxicos na
ecotoxicologia podem resultar em consequéncias de manifestacdo tardias na vida, e podem
estar associados a reducdo da adaptabilidade de individuos e diversidade genética em
populacdes e comunidades (Depledge, 1994; Jha, 2004).

Frente a importancia das plantas para o ecossistema terrestre (e.g., produtores
primarios) e visando a conservagdo de habitats naturais e progresso no sentido de alcance de
metas de desenvolvimento sustentavel, esse trabalho avaliou BPA, NP e OP, em suas formas
isoladas ¢ em misturas, em baixas concentragdes (i.e., concentracdes ambientalmente
relevantes), quanto ao potencial de fitotoxicidade e capacidade de inducdo de danos celulares

e no material genético de plantas (sistema-teste 4. cepa).

2. Material e Métodos

2.1. Substancias quimicas e faixa de concentragdo testada
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Bisfenol A (CAS No. 80-05-7), 4-octilfenol (CAS No. 1806-26-04) e 4-nonilfenol
(CAS No. 104-40-5), obtidos da empresa Sigma-Aldrich, foram as substancias teste avaliadas
neste estudo.

Para a avaliagdo das substancias de forma isolada, foram utilizadas cinco
concentragdes no teste de toxicidade (i.e., indice de germinacdo e desenvolvimento da raiz),
como segue: BPA a 1,21, 2,42, 4,84, 9,68 ¢ 19,36 ng/mL; OP a 0,725, 1,45, 2,9, 58 ¢ 11,6
ng/mL e NP a 0,44, 0,88, 1,76, 3,52 ¢ 7,04 ng/mL. As méximas concentracdes foram
definidas com base em concentracdes detectadas no meio ambiente por estudos de nosso
grupo (dados ndo publicados de analise quimica de contaminantes detectados no reservatorio
de agua do rio Irai, Curitiba, Parana, Brazil). A partir dos resultados de toxicidade obtidos
para as substancias isoladas foram definidas trés concentragdes para a avaliagdo da toxicidade
em mistura, como segue: BPA 4,84 + OP 2,9 + NP 1,76 ng/mL (MIX 1); BPA 9,68 + OP 5.8
+ NP 3,52 ng/mL (MIX 2) e BPA 19,36 + OP 11,6 + NP 7,04 ng/mL (MIX 3).

Os resultados de toxicidade também direcionaram a escolha das concentragdes para os
testes de cito- e genotoxicidade, sendo as trés maiores concentragdes utilizadas para a
avaliagdo das substancias isoladas (BPA: 4,84, 9,68 e 19,36 ng/mL; OP: 2,9, 58 ¢ 11,6
ng/mL; NP: 1,76, 3,52 e 7,04 ng/mL). As mesmas composi¢des de misturas do teste de
toxicidade foram empregadas para a avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade (MIX 1,

MIX 2, MIX 3).

2.2. Bioensaio com Allium cepa

Sementes de 4. cepa (variedade baia periforme, Isla®, Porto Alegre-RS/Brasil) foram
dispostas em placas de Petri forradas com papel filtro e umedecidas com as diferentes
solucdes teste (100 sementes/placa). As placas incubadas em BOD com controle de

temperatura (25°C) e auséncia de luz (Leme e Marin-Morales, 2008).
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Todos os experimentos foram realizados acompanhados de controle negativo (CN,
agua ultrapura), controle solvente (CS, 0,1%-v/v Dimetilsulféxido (DMSO)) e controle
positivo (CP). Para o teste de toxicidade, sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4) a 6 mg/mL
(CAS 7446-20-0, Sigma-Aldrich) foi utilizado como CP e metanossulfonato de metila a 10
mg/L  (MMS, CAS 66-27-3, Sigma-Aldrich) foi utilizado como CP para a avaliagdo
genotoxicologica.

Os experimentos de toxicidade foram realizados em triplicata por tratamento e os

experimentos da avaliagdo genotoxicoldgica considerando uma tnica placa por tratamento.

2.3. Teste de toxicidade

Apos cinco dias de exposicdo das sementes de 4. cepa, o nimero de sementes
germinadas (i.e., raizes > 0,5 cm de comprimento) foi quantificado € o comprimento das
raizes foi mensurado. Os dados obtidos foram analisados para a determinacao do indice de
germinagdo (IG) e o comprimento médio (CM) das raizes (de Lima et al., 2019; Mattos et al.,

2019; Santos-Filho et al., 2019; Souza et al., 2020).

2.4. Avaliagdo da citotoxicidade e genotoxicidade

Raizes com cerca de ~ 2 cm de comprimento (quatro dias de exposi¢do) foram
coletadas, fixadas em fixador Carnoy (3:1-v/v/ alcool etilico P.A.: 4cido acético glacial) e
armazenadas a 4°C até a analise. Para confec¢@o das laminas citologicas e analise dos danos
celulares e no DNA, as raizes de 4. cepa foram submetidas a hidrolise 4cida (HCl 1N a 60°C
por 8-10 min) e incubadas com Reativo de Schiff (2 h) para coloragdo. As regides
meristematicas foram posteriormente separadas, dispostas em laminas e maceradas
suavemente com Carmim Acético 2% e laminula para obtengdo de células isoladas. As

laminas foram submetidas ao nitrogénio liquido para remog¢ao da lamina e montadas com
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resina sintética (Entellan) para confec¢do de laminas permanentes (Leme; Marin-Morales,
2008).

Para a avaliacdo dos danos celulares e no DNA, foram analisadas 5000 células por
tratamento (500 células/lamina em 10 ldminas/tratamento). O nimero de células em divisao
(Indice Mitético — IM) foi quantificado para determinagdo da citotoxicidade. Diferentes tipos
de aberragdes cromossomicas (AC) e anormalidades nucleares (AN) foram quantificados para
a determinacdo da genotoxicidade. As AC e AN foram também agrupadas em clastogénicas
(quebras e pontes cromossOmicas) e aneugénicas (broto nuclear, perda cromossdmica, C-
metafase, aderéncia cromossdmica, e atraso cromossomico) para determinar o modo de agdo
(MoA) genotoxico das substancias estudadas. Células micronucleadas foram contabilizadas

para determina¢do do potencial mutagénico.

2.5. Andlise estatistica

Os resultados de toxicidade (IG e CM da raiz) e de cito/genotoxicidade foram
primeiramente verificados quanto a normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) e a
determinac¢do da toxicidade e cito/genotoxicidade se deu pela comparagdo dos grupos tratados
com o CS pelo teste estatistico ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguido de teste de comparacao
multipla (Dunnett ou Dunn’s), dependendo da distribuicdo do conjunto de dados. Resultados
significativos foram considerados para p < 0,05. Esta analise estatistica foi utilizada tanto para

a avaliacao dos efeitos adversos das formas isoladas como das misturas.

3. Resultados

3.1. Avaliacdo da toxicidade
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Todas as substancias testadas (BPA, OP, NP) em suas formas isoladas ndo foram
capazes de inibir a germinacao e o desenvolvimento de raizes de A. cepa nas condigdes

testadas (Fig. 1).
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Figura 1. Avaliacdo da toxicidade do Bisfenol A (BPA), Octilfenol (OP), Nonilfenol (NP) em

suas formas isoladas utilizando o sistema-teste de Allium cepa e parametros de indice de
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germinagdo (IG) e desenvolvimento de raiz. ***p<0.0001, diferencas significativas dos
tratamentos com o CS pelo teste estatistico Kruskal-Wallis e teste de comparacdo multipla

Dunn’s. CS: controle solvente (DMSO 0,1%-v/v); CP: controle positivo (ZnSO4 a 6 mg/mL).

A avaliagdo das misturas de BPA+OP-+NP também ndo evidenciaram toxicidade pela
inibicdo da germinagdo ou desenvolvimento de raizes de A. cepa. No entanto, 0s
comprimentos médios das raizes expostas as misturas MIX 1 e MIX 2 das substancias teste se

mostraram significativamente maiores que o CS (Fig. 2).
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Figura 2. Avaliacdo da toxicidade de misturas de Bisfenol A (BPA), Octilfenol (OP) e
Nonilfenol (NP) utilizando o sistema-teste de Allium cepa e parametros de indice de
germinagdo (IG) e desenvolvimento de raiz. * p <0,05; ***p<0.0001, diferencas significativas
dos tratamentos com o CS pelo teste estatistico Kruskal-Wallis e teste de comparagao multipla
Dunn’s. Mix 1: BPA 4,84 + OP 2,9 + NP 1,76 ng/mL; Mix 2: BPA 9,68 + OP 5,8 + NP 3,52
ng/mL; Mix 3: BPA 19,36 + OP 11,6 + NP 7,04 ng/mL; CS: controle solvente (DMSO 0,1%-

v/v); CP: controle positivo (ZnSO4 a 6 mg/mL).

3.2. Avaliagado da citotoxicidade e genotoxicidade
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A avaliagdo da citotoxicidade mostrou que todas as substancias teste em suas formas
isoladas foram capazes de reduzir significativamente o IM de maneira concentragao-
dependente (Tabela 1).

Quanto a avaliagdo do potencial genotoxico, valores significativos de alteracdes
genotoxicas (AC+AN) também foram verificados apds a exposi¢do a todas as substincias
testadas em suas formas isoladas (Tabela 1). Ao contrario da resposta citotoxica, o BPA
mostrou efeito genotoxico de forma concentragdo-dependente invertida, na qual a menor
concentragdo de 4,84 ng/mL produziu a frequéncia mais elevada de alteracdes genotoxicas.
Os alquilfenéis OP 5,8 ng/mL e o NP 3,52 ng/mL apresentaram maior frequéncia de
genotoxicidade nas concentragdes intermedidrias (Tabela 1).

Nao houve alteragdes mutagénicas estatisticamente significantes na exposicao de A.

cepa aos fendis ambientais BPA, OP e NP isolados nas concentragdes testadas (Tabela 1).

Tabela 1. Alteragdes em células meristemdticas de Allium cepa expostas aos fenois

ambientais BPA, OP e NP avaliados isoladamente.

Substincias Isoladas

Indice mitotico Alteragdes genotoxicas Alteragdes mutagénicas
% M +sd % M +sd % M +sd

CS 100 126 £27,22 100 1,15+£0,62 100 0,19+ 0,60
BPA

4,84 93 118 £18,83 675 7,76 £ 6,22%* 421 0,80 + 1,54
9,68 86 108 +22,03 543 6,25+ 3,22% 742 1,41 +2,40
19,36 72 91 £26,09* 569 6,54 £ 3,68% 721 1,37 +£2,73
oP

2,9 86 108 + 24,60 475 5,46 £ 3,55 1053 2,00 £2,93

5,8 72 90 +20,35% 758 8,72 + 3,74%* 1153 2,19+2,29



11,6

NP
1,76
3,52
7,04

CP

67

80
76
73

213

85 +24,60%*

101 + 22,47
96 +22,43*
92 +21,16*

268 +47,84%**

624

761
786
600

1231

7,18 +4,98*

8,75 + 2,51 %%
9,04 + 3,79%*
6,90 + 6,54

14,16 + 5,15%**

853

805
842
100

1,62 + 1,81

1,53 +£2.26
1,60 + 1,90
0,19+ 0,39

22016 41,83 + 11,17%**
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Dados expressos em Média + Desvio padrao (M=* sd) e porcentagem (%) em relacdo ao

controle

solvente.

5000 células

analisadas

por tratamento.

*p  <0,05; **p<0,001;

**%p<0,0001, diferencas significativas dos tratamentos em relagdo ao CS pelo teste estatistico

ANOVA ou Kruskal-Wallis e teste de comparagao multipla Dunnett ou Dunn’s, dependendo

da distribuigdo do conjunto de dados. IM: Indice Mitético; AC: Aberragdes Cromossomicas;

AN: Anormalidades Nucleares; MN: Microntcleos; CS: controle solvente (DMSO 0,1%-v/v);

CP: controle positivo (MMS a 10 mg/L); BPA: Bisfenol A; OP: Octilfenol ¢ NP: Nonilfenol.

Para a avaliacdo das substancias em mistura, foi verificado que os valores de IM

reduziram conforme o aumento da concentragdo, porém, apenas para a MIX 3 o resultado foi

significativo (Tabela 02). Quanto as alteracdes genotoxicas, resultado significativo foi

verificado apenas para a MIX 1 (Tabela 2). Assim como para as substancias isoladas, valores

significativos de células micronucleadas também ndo foram obtidos para a avaliacdo dessas

substincias em misturas (Tabela 2).

Tabela 2. Alteracoes em células meristematicas de Allium cepa expostas aos fendis

ambientais BPA, OP ¢ NP em mistura.

Misturas

indice mitético

Alteragdes genotoxicas

Alteragdes mutagénicas
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% M =+ sd % M =+ sd % M +sd
CS 100 87 + 19,02 100 2,33+1,13 100 0,20 +£ 0,62
Misturas
Mix 1 76 66 +20,33 390 8,44 +3,58* 215 0,43 £1,09
Mix 2 72 63 +12,57 295 5,27 £5,31 45 0,09 + 0,27
Mix 3 64 56 £ 18,95* 298 5,07 £2,71 50 0,10+£0,31
CP 156 135,83 £80,45* 721 16,79 £ 4,19%** 7905 15,81 £ 10,42%%*

Dados expressos em Média = Desvio padrao (M* sd) e porcentagem (%) em relagdo ao
controle solvente. 5000 células analisadas por tratamento. *p <0,05; **p<0,001;
*#%p<(0,0001, diferencas significativas dos tratamentos com o CS pelo teste estatistico
ANOVA ou Kruskal-Wallis e teste de comparacao multipla Dunnett ou Dunn’s, dependendo
da distribuigdo do conjunto de dados. IM: Indice Mitotico; AC: Aberragdes Cromossomicas;
AN: Anormalidades Nucleares; MN: Micronucleos; Mix 1: BPA 4,84 + OP 2,9 + NP 1,76
ng/mL; Mix 2: BPA 9,68 + OP 5,8 + NP 3,52 ng/mL; Mix 3: BPA 19,36 + OP 11,6 + NP 7,04
ng/mL; CS: controle solvente (DMSO 0,1%-v/v); CP: controle positivo (MMS a 10 mg/L);

BPA: Bisfenol A; OP: Octilfenol e NP: Nonilfenol.

Para a determinacdo do modo de acdo (MoA) genotoxico, a quantificacdo de
diferentes tipos de AC e AN foi considerada e agrupada como alteracdes clastogénicas ou

aneugenicas.

O total de alteracdes clastogénicas e aneugénicas dos contaminantes em suas formas
isoladas, apontou que, apesar destes fendis ambientais induzirem mais frequéncias

significativas de pontes cromossomicas, eles exercem sua genotoxicidade principalmente pelo
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MoA aneugénico (Tabela 3). As alteragdes mais abundantes nos diferentes tratamentos foram

pontes cromossdmicas, brotos nucleares e aderéncias cromossomicas.

Tabela 3. Tipos de alteracdes cromossomicas e anormalidades nucleares observadas em
células meristematicas de 4. cepa expostas aos fendis ambientais BPA, OP e NP em suas

formas isoladas.

Substancias Isoladas

ACe AN Concentragdes (ng/mL)
BPA OP NP

CS 4,84 9,68 19,36 29 58 11,6 1,76 3,52 7,04 Cp
Clastogénicas
Quebras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,66%**
Pontes 0,13 0,5 046 0,6 04 0,69 0,72 0,77* 0,87* 0,04 0,86%*
Total 0,13 0,5 046 0,6 04 0,69 0,72 0,77* 0,87* 0,04 1,52%%*
Aneugeénicas
Perdas 0 0 0 0 0,09 0 0 0,18 0,07 0 0,20%*
Aderéncias 0 0 0,12 0 0 0,15 0,09 0,38* 0,27* 0,17 0
C-Metafases 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,11
Broto 0,08 0,25 0,53 0,35 0,28 0,63* 0,37 0,22  0,67* 0,26 0,53
Atraso 0 0,2* 0 0 0 0,08 0 0,22 0 0 0,20%*
Total 0,08 0,45 0,63* 0,35 0,37 0,86* 0,46 1*  1,01* 043 1,04%%*

Dados expressos em frequéncia (%). 5000 células analisadas por tratamento. *p <0,05;
*#p<0,001; ***p<0,0001, diferencas significativas dos tratamentos com o CS pelo teste
estatistico Kruskal-Wallis seguido do teste de comparagdo multipla Dunn’s. AC: aberracdes
cromossomicas; CS: controle solvente (DMSO a 0,1%-v/v); CP: controle positivo (MMS a 10

mg/L); BPA: bisfenol A; OP: octilfenol e NP: nonilfenol.
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Para as misturas, as alteracdes mais abundantes nos diferentes tratamentos foram
atrasos cromossOmicos e pontes cromossomicas. Os valores totais de frequéncias de
alteragdes clastogénicas foram menores que as alteragdes aneugénicas e, assim, reforca os

dados que 0 MoA genotdxico destas substancias ¢ preferencialmente aneugénico.

Tabela 4. Tipos de alteragdes cromossomicas e anormalidades nucleares observadas em

células meristematicas de 4. cepa expostas aos fenois ambientais BPA, OP e NP em mistura.

Misturas
ACe AN Concentragdes (ng/mL)
CS Mix 1 Mix 2 Mix 3 CP
Clastogénicas
Quebras 0 0 0 0 0,51 ***
Pontes 0,13 0,49 0,2 0,2 0,87***
Total 0,13 0,49 0,2 0,2 1,38%***
Aneugeénicas
Perdas 0,08 0,28 0,29 0 0,20
Aderéncias 0,11 0,28 0,21 0,11 0,13
C-Metafases 0 0,11%* 0 0 0
Broto 0,09 0 0 0 0,85*
Atraso 0 0,4* 0,2 0,45% 0,44*
Total 0,28 1,07* 0.7 0,56 1,62%**

Dados expressos em frequéncia (%). 5000 células analisadas por tratamento. *p <0,05;
**p<0,001; ***p<0,0001, diferencas significativas dos tratamentos com o CS pelo teste
estatistico ANOVA ou Kruskal-Wallis e teste de comparagdo multipla Dunnett ou Dunn’s,
respectivamente. AC: aberragdes cromossomicas; Mix 1: BPA 4,84 + OP 2,9 + NP 1,76
ng/mL; Mix 2: BPA 9.68 + OP 5,8 + NP 3,52 ng/mL; Mix 3: BPA 19,36 + OP 11,6 + NP 7,04
ng/mL; CS: controle solvente (DMSO a 0,1%-v/v); CP: controle positivo (MMS a 10 mg/L);

BPA: Bisfenol A; OP: Octilfenol e NP: Nonilfenol.
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Além das anormalidades acima mencionadas, as células meristematicas de A. cepa
expostas ao BPA, OP e NP, tanto em suas formas isoladas como em mistura, apresentaram
também alteracdes citoplasmaticas. Estas alteragdes citoplasmaticas foram evidenciadas por
estruturas semelhantes a “bolhas” de tamanhos variados, indicando processo de vacuolizagao
do citoplasma. Algumas células também mostraram ter tamanhos aumentados em relacdo ao

padrdo normal (Fig. 3).

Citoplasma
normal

Citoplasma vacuolizado

Controle Nonilfenol ‘ Octilfenol ‘Bisfenol A Misturas

Figura 3. Alteracdes citoplasmaticas indicativas de vacuolizagdo do citoplasma apos a
exposicao de células meristematicas de A. cepa a BPA, OP e NP em suas formas isoladas e

em misturas. Foto retirada no Microscopio AxioLab A1 Zeiss no aumento de 40x.

4. Discussao

4.1. Avaliacdo da toxicidade

No presente estudo, ndo foram observados efeitos fitotoxicos (i.e., inibicdo da
germinagdo e do desenvolvimento de raizes) em A. cepa apds exposi¢do as formas isoladas de
BPA, OP e NP. No entanto, outros estudos verificaram que estas substancias sdo toxicas para

as plantas quando expostas a concentracdes mais elevadas, em ordem superior a mg/L (Chen
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et al., 2013; Chen e Yen, 2013; Wang et al., 2015). Isso ¢ um diferencial de nosso trabalho, no
qual estas substancias foram avaliadas em baixas concentragdes (ng/mL), como as
encontradas no meio ambiente (Tsuda et al., 2000; Loos et al., 2008; Lee et al., 2013; Cao et
al., 2019; Luo et al., 2019). Adicionalmente, os estudos que mostraram fitoxicidade do BPA,
OP e NP para sistemas vegetais foram conduzidos considerando um periodo de exposicdo dos
agentes teste maior do que o empregado no presente estudo. Por exemplo, Chen et al (2013)
mostraram a capacidade do OP de inibir severamente a germinagdo de sementes e reduzir o
crescimento (biomassa e comprimento da raiz) de Arabidopsis thaliana, em concentragdes de
1, 10 e 50 mg/L e apos 10 dias de exposi¢do. Chen e Yen (2013) demonstraram a redugdo de
biomassa e inibi¢cdo do desenvolvimento da raiz desta mesma espécie de planta (4. thaliana)
apos 10 dias de exposicdo a concentracdes de 10 e 50 mg/L de NP. Wang et al (2015)
verificaram que o BPA ¢ capaz de reduzir o tamanho das folhas e raizes da soja apds sete dias
de exposi¢ao em concentragdes de 48 e 96 mg/L. Dessa forma, ndo apenas a concentracao
testada, mas também o tempo de exposicdo, sdo fatores que influenciam na determinagdo da
fitotoxicidade do BPA, NP e OP. Contudo, ¢ importante salientar outro fator que pode estar
associado a diferenca de resposta fitotoxica dos estudos previamente publicados com 0 nosso
trabalho e esse diz respeito a efeitos especificos entre grupos de plantas dicotiledoneas (e.g.,
A. thaliana, soja) e monocotiledoneas (e.g., 4. cepa).

Os dois grupos de plantas (monocotiledoneas e dicotiledoneas) possuem diferencas na
composicdo de proteinas e polissacarideos da parede celular (Burke et al., 1974; Gigli-
Bisceglia et al., 2019) e, quando expostos a contaminantes, podem apresentar diferencas
quanto a permeabilidade, interagdo com agentes quimicos e, por ultimo, na tolerancia a
agentes estressores (Corrales et al., 2008; PirSelova et al., 2011). Para metais e herbicidas,
diferencas na resposta toxica entre plantas monocotiledoneas e dicotiledoneas ja sao relatada

na literatura (Huang, Cunningham, 1996; White, Boutin, 2007; PirSelova et al., 2011). Por



47

exemplo, Huang, Cunningham (1996) mostraram que plantas dicotiledoneas acumularam
significativamente uma maior concentragdo de chumbo em suas raizes do que as plantas
monocotiledoneas. PirSelova et al., (2011) demonstraram que o milho (monocotiledonea)
apresentou maior sensibilidade a metais do que a soja (dicotiledonea), a qual apresentou
respostas de defesa mais pronunciadas e, consequentemente, uma maior tolerancia frente a
esse estressor ambiental. Assim, no caso dos metais, plantas dicotiledoneas demonstraram
maior capacidade de absor¢do dos contaminantes, porém, também apresentaram melhores
sistemas de defesa, o que as conferiram maior tolerancia em relagdo as plantas
monocotiledoneas. J4 para herbicidas, monocotiledoneas sdo, em geral, mais tolerantes que
dicotiledoneas (White, Boutin, 2007, Schmitz, et al., 2015). Estas diferencas de respostas nao
estdo claras para todos os tipos contaminantes e precisam ser investigadas devido a
possibilidade de efeitos toxicos classe-especifico (i.e., monocotiledoneas ou dicotiledoneas ou
ambos). Dessa forma, avaliar os efeitos de contaminantes ambientais por diferentes sistemas-
teste vegetais ¢ importante, pois eles podem fornecer informagdes complementares para a
determinagdo dos efeitos ecotoxicoldgicos.

Em relacdo a avaliacdo do BPA, NP e OP em mistura, outro cenario de resposta foi
observado. A exposi¢cdo de A. cepa as MIX 1 e MIX 2 apresentou efeito estimulatério no
desenvolvimento das raizes. Exposi¢cdo a EDs em mistura pode apresentar agdo aditiva ou
sinérgica, induzindo uma maior toxicidade do que a observada para os compostos isolados,
devido a semelhanca de seus modos de acdo (MoA) e alvos. Efeitos de mistura podem ocorrer
mesmo quando todos os componentes da mistura estdo presentes em niveis que
individualmente ndo produzem efeitos observaveis (Mao et al., 2019). BPA, OP e NP sdo
similares quanto ao MoA e seus alvos em vias mediadas pelo sistema endocrino de
organismos (Salgueiro-Gonzalez et al., 2012; Miyagawa et al., 2016; Zhou et al., 2017) e,

neste mesmo sentido, o efeito estimulatorio observado pode ser devido a similaridade de alvos
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e MoA no sistema vegetal, que promova um efeito aditivo que passa a ser observado como
efeito biolodgico significativo. Nao ha dados na literatura da toxicidade de mistura composta
pelos trés EDs estudados (BPA, OP e NP), porém, um estudo ecotoxicoldgico da mistura de
BPA e NP apontou efeito aditivo desses xenoestrogenos na inibi¢ao de defesas antioxidantes

de embrides de peixe (Wu et al., 2011).

4.2. Avaliagdo da citotoxicidade e genotoxicidade

Apesar do BPA, OP e NP ndo induzirem fitotoxicidade, estes fendis ambientais
induziram danos celulares e no material genético de 4. cepa, tanto em suas formas isoladas
como em misturas. Alteragdes genéticas sdo uma categoria importante de efeitos adversos de
contaminantes ambientais (Oliveira et al., 2018), pois danos genotdxicos, na ecotoxicologia,
podem levar a consequéncias de manifestagao tardias na vida dos organismos, podendo estar
associadas a reducdo da aptidao fisica de individuos e a diversidade genética em populagdes e
comunidades (Depledge, 1994; Jha, 2004, de Lima et al., 2019).

Citotoxicantes podem agir por meio do estresse oxidativo com a inducdo de alteragdes
cromossOmicas, que resulta no bloqueio do ciclo celular, permanecendo nas fases G1/G2 para
o reparo de danos no DNA antes de retomar a mitose (Bianchi et al., 2016). A impossibilidade
de reparo dos danos pode levar a morte celular, que inclui eventos de vacuoliza¢do do
citoplasma e processo de degradacdo citoplasmatica e do material nuclear. Todos os EDs
estudados apresentaram a capacidade de inibir a divisdo celular (i.e., redug¢do do IM) de forma
concentragdo-dependente, quando avaliados nas suas formas isoladas. Associado a isso, foi
verificado uma alteragdo celular, vacuolizacio do citoplasma, indicativa de morte celular.

A vacuolizacao do citoplasma ¢ um processo que acontece naturalmente por meio da
secrecdo e digestao celular ou em resposta a exposi¢cdo a um xenobidtico (Henics, Wheatley,

1999). Assim, o aumento de vactiolos em células expostas a um toxicante pode indicar uma
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acdo de defesa da cé¢lula frente a internalizagdo celular dessa substancia. Vacuolizacao
citoplasmatica pode ser um processo reversivel ou pode desencadear a morte celular em
apenas uma Unica célula ou em uma populacdo de células (Henics, Wheatley, 1999).

A avaliagdo conjunta dos dados de IM e alteracdao celular do tipo vacuolizagdo do
citoplasma indicam que BPA, OP e NP sdo citotoxicantes para as plantas (monocotiledoneas).
Este efeito ainda ¢ observado quando estes EDs s3o avaliados em mistura, porém, ele
permanece apenas na mistura composta pelas maiores concentragdes dos contaminantes
testados (MIX 3), apontando que a interagdo entre essas trés substancias modula de forma
inibitoria as respostas das formas isoladas.

Nossos resultados também mostraram que BPA, OP e NP sdo capazes de induzirem
diferentes tipos de AC em células meristematicas de 4. cepa, podendo ser assim categorizados
como genotoxicantes para plantas (monocotiledoneas). Apesar da genotoxicidade destes EDs
jé& estar descrita na literatura utilizando sistemas-teste vegetais, os estudos anteriores foram
conduzidos com concentragdes mais elevadas e que ndo sdo representativas de concentracdes
encontradas no meio ambiente (Adam, El-Ashry, 2010; Jadhav et al., 2012; Adamakis, et al.,
2019). Desta forma, nosso estudo difere quanto ao fato de mostrar que a genotoxicidade
destes EDs em suas formas isoladas permanecem mesmo em concentragdes ambientalmente
relevantes. Ressaltamos ainda que para alguns destes EDs, como BPA e NP, as frequéncias de
alteragcdes genotoxicas foram mais elevadas nas menores concentragcdes do que na maiores
concentragdes testadas. Tais resultados levantam a preocupagdo quanto as consequéncias
negativas para plantas nativas frente a contaminacdo ambiental por estas substancias.

Contudo, quando avaliados em mistura, genotoxicidade ainda foi observada, porém,
apenas na mistura compostas pela menor (MIX 1) concentragdo testada das formas isoladas.
No entanto, ressalta-se que as frequéncias de alteragdes genotdxicas se mostraram cerca de 2x

inferiores as observadas para os compostos isolados. Assim, como para a citotoxicidade,
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interagdes de substiancias quimicas podem alterar a resposta bioldgica da exposi¢do das
substancias isoladas e, neste caso, verifica-se um efeito “inibitério” da agdo genotdxica.
Estudos adicionais s3o necessarios para elucidar os tipos de interacdes quimicas e no sistema
bioldgico que estdo resultando na modulacao da resposta das substancias isoladas.

Este estudo também verificou que BPA, OP e NP exercem sua atividade genotoxica
tanto pelo MoA clastogénico como pelo MoA aneugénico, sendo este ultimo o MoA
genotoxico prioritario. Elevado nivel de acetilagdo de microtibulos corticais em células de A.
cepa e Triticum turgidum expostas a BPA foi recentemente mostrado por Adamakis e co-
autores (2019). Essa elevada acetilacdo dos microtubulos acarreta na ruptura dessa estrutura
celular o que, por sua vez, resulta na alteracdo do ciclo celular/citocinese. Outros estudos
mostraram que o BPA também pode interferir no processo de montagem dos microtubulos,
resultando em alteracdes nos fusos mitoticos e, até mesmo, bloqueio do processo de divisao
mitotica (Metzler, Pfeiffer, 1995; Ochi, 1999). O potencial do BPA de interferir na formagao
de microtibulos e em sua estabilidade pode explicar o MoA genotoxico prioritariamente
aneugénico, pois muitas das AC aneugénicas observadas sdo resultantes de disfuncionalidades

no fuso mitético (Vogt et al., 2008).

5. Conclusio

Considerando que as plantas podem ser expostas a EDs e a negligéncia em estimar os
impactos ecotoxicoldgicos dessas substancias para sistemas vegetais, nosso estudo foi
pioneiro em avaliar os efeitos fitotoxicos e cito-/geno-toxicos do BPA, OP e NP em
concentracoes ambientalmente relevantes e em suas formas isoladas e em mistura. BPA, OP ¢
NP ndo apresentam agao fitotoxica, mas podem acarretar em impactos a plantas
(monocotiledoneas) por induzirem citotoxicidade e alteragdes no material genético, como

observado para 4. cepa. A exposi¢do em mistura apresenta uma menor capacidade de induzir
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estes efeitos adversos, porém, ressalta-se que eles ndo sdo completamente eliminados. Estes
dados ressaltam a necessidade de melhores avaliagdes de EDs em organismos alvos nao
prioritarios nas avaliagdes tradicionais de substidncias com potencial de atuarem como EDs
para melhor estimar os impactos ecotoxicoldgicos desta categoria de contaminantes

ambientais.
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5.2. Ferramentas de Divulgacio cientifica

Duas ferramentas de divulgacgao cientifica foram elaboradas neste estudo e os produtos
serdo apresentados a seguir. Ressalta-se que neste trabalho focamos no desenvolvimento da
ferramenta e em um projeto futuro (Doutorado) serd avaliada a aplicabilidade dessas
ferramentas para promover a divulgagao cientifica (i.e., aplicagao no publico alvo e avaliagado

por meio de questionarios de diagnosticos).

5.2.1. Quadrinho — Storyboard

Os quadrinhos desenvolvidos tém como publico alvo, principalmente, jovens usudrios
de redes sociais. Pretende-se assim publicar os quadrinhos elaborados na rede social
(Instagram) do Laboratorio de (Eco)Toxicologia In Vitro, do Departamento de Genética, da
Universidade Federal do Parana (UFPR) (@lab.ecotox_ufpr).

Esta ferramenta pode se enquadrar na categoria de jornalismo cientifico. O jornalismo
cientifico pode ter um carater informativo por meio de notas e noticias ou um carater
opinativo como em editoriais, artigos, cronicas e cartoons (ALBAGLI, 1996).

Estudos recentes foram desenvolvidos com o propodsito de divulgar diferentes
assuntos em forma de histérias em quadrinhos. Podem ter um carater de aprendizado ou
informativo, voltado a disseminar temas dificeis ou de importancia social.

Kilanowski (2020) desenvolveu uma histéria em quadrinhos educacional bilingue
em forma de gibis de segurangca para varios sites de agricultura, migrantes, agéncias,
universidades e extensdes para informar as familias sobre questdes de seguranga e orientagdes
para o trabalho agricola.

Em estudo feito por Chung et al. (2020) avaliaram 246 estudantes de medicina
coreanos quanto a memorizacdo de estruturas anatdmicas complicadas apds a inclusdo de
quadrinhos em um livro de anatomia. O estudo relatou que houve um aumento significativo
das notas em anatomia dos alunos que participaram da pesquisa.

Lee et al. (2019) desenvolveram divulgacdo de quadrinhos abordando varios temas
de cancer de mama, desde diagnostico e cirurgia. O quadrinho animado funciona como um
recurso de informacdo e visa o entendimento dos pacientes sobre os impactos das emogoes

que surgem quando sofrem de cancer de mama.
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Inclusive existem estudos que objetivaram conscientizar sobre cuidados e melhorias
da satde, como Briiggemann et al. (2019) que utilizou historias em quadrinhos para
conscientizar e induzir a reflexdo de pacientes em situagdes de abuso com a saude. Outro
trabalho feito por Shimazaki et al. (2018) demonstrou que as intervengdes no manga
(quadrinhos no estilo Japonés) tém potencial para incentivar uma alimentacao saudavel em
pacientes com sindrome metabolica.

Ao longo dos anos as histdrias em quadrinhos tem demonstrado grande aceitacao
principalmente entre jovens e criangas. Pensando no publico jovem e adulto foi desenvolvido
quadrinhos para divulgagdo deste trabalho. Abaixo estd representada a plataforma utilizada
para desenvolver os quadrinhos Storyboard com o propoésito de divulgar a sociedade nossos

resultados da avaliacdo ecogenotoxicologica do BPA, NP e OF (Fig. 13).

& C @ storyboardthat.com/pt/privateboards/kmgo/capitulo-ifedit * © = e 4

E!Stcryboard?hat Personagens Texto Ables Formas Infographics Web e Wireframes Science Envio | Procurar.. Q SAIR

Cidade Entertainment Casa (interior) Inicio (Exterior) Escola Atletisme Transporte Trabalhos CasasClassicas Histérico  Histéria dos Estados Unidos  Pais e Ristico Ao ar Livre  Mais ~
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Certo, em partes!
Existem alguns contaminantes que
nao sio Ellllllnﬂﬂ(lﬁ no fratamento
convencional da dgua e podem ser
perigosos ao ambiente!

E a pergunta que néo quer calar!!!
Depois desse tratamento, nossa
dgua estard segura para uso,

certo?!
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Figura 4. Site utilizado para criar os quadrinhos Storyboard.

Fonte: https://www.storyboardthat.com/.

A seguir os quadrinhos Storyboard estao detalhados. As historias foram divididas em
dois capitulos, o primeiro relata a origem e problematica dos contaminantes BPA, OF e NP e

no segundo capitulo foi utilizado para representar os testes e os resultados deste trabalho.
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Quais 5o os problemas da Existem estudos que mostram que
cuntamman;.io ambiental para estas substancias podem causar
0§ OTganismos vivos € 0 : impactos na reprodugdo e imunidade

meio ambiente? s de mamiferos.

i %o Toncor0%"
e NvTRO

Mas e os demais organismos do
meio ambiente?
As plantas sdo um importante alvo de
exposicdo, pois estes fendis sdo utilizados
| como surfactantes de agrotéxicos. Serd que
eles sdo txicos as plantas?!!

Tenho lido que fendis** ambientais,
como bisfenol A, octilfenol e

nonilfenol, sio encontrados em S—

ambientes terrestres e aquaticos.

Em um laboratério de pesquisa da UFPR, uma
importante discussdo ¢ levantada ... =

Acho que precisamos avaliar a toxicidade
destas substancias nas plantas, pois elas séoa l_ p
base da cadeia alimentar e sio um importante j=1| Entio, vamos planejar o
grupo de organismos para a preservagio do experimentos!
meio ambiente, =

Primeiro temos que escolher

o organismo modelo e depois .

0s pardmetros de toxicidade. '
|

y | organismos de lahoratdrio que
s o ajudam pesquisadores a entender

: Mas o que isso significa??? | REOOEROS hmlég]_ﬂ!s Bt
/ caso, a toxicidade,

T \
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b,;.owqrero o
e

E o que sdo pardmetros de
toxicidade?

$io os efeitos observados em um
sistema biologico, por exemplo
mortalidade, danos no material

genético (DNA), etc...

Ao limpar nossa casa, por exemplo, utilizamos vérios
produtos de limpeza que contém nonilfenol e octilfenol ou
até bisfenol Al

E estas substancias, por que elas
estdo tao presentes no meio
ambiente?

Da sua casa, estas_sul:stincias vio parar no esgoto, que
5o direcionados s estagbes de tratamento de esgoto.
Elas néo sdo devidamente removidas pelos tratamento de
esgoto e acabam sendo descartados no meio ambiente.

Para garantir um ambiente saudével precisamos entender
os impactos de contaminantes ambientais e tomar
o medidas preventivas!

Assim, estas substancias estdo sendo constantemente
liberadas ao meio ambiente!
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Afinal, queremos proporcionar a
pr&&éﬂﬂiﬁﬂ do meio ambiente e
dos organismos associados a ele!

Enfim, a pergunta central de
nosso estudo ...

Serd que baikas concentrages de
bisfenol A, octilfenol ¢ nonilfenol
apresentam perigo as plantas?

Para garantir um ambiente saudavel precisamos entender
05 impactos de contaminantes ambientais e tomar

Verenos o prixing sapiiulof

1] StoryboardThat

» https://pixabay.com/illustrations/supermarket-shelf-products-shampoo-1094812/ # Viscious-Speed  Free for Most Commercial Use
/ No Attribution Required / See https://pixabay.com/service/license/ for whatis not allowed

» https://pixabay.com/vectors/wastewater-water-pollution-waste-310853/ o Clker-Free-Vector-Images ¢ Free for Most Commercial
Use / No Attribution Required / See https://pixabay.com/service/license/ for whatis not allowed

» https://pixabay.com/photos/treatment-plant-wastewater-refinery-2826990/  jarmoluk » Free for Most Commercial Use / No
Attribution Required / See https://pixabay.com/service/license/ for whatis not allowed

» https://pixabay.com/vectors/wastewater-effluent-plant-310837/  Clker-Free-Vector-Images ¢ Free for Most Commercial Use / No
Attribution Required / See https://pixabay.com/service/license/ for whatis not allowed

» https://pixabay.com/photos/tap-black-faucet-kitchen-sink-791172/ « kaboompics * Free for Commercial Use / No Attribution
Required (https://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0)
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Mas alteradores enddcrinos podem causar
outros efeitos aos organismos?

E para as plantas, que sao uma grande alvo

de exposicao?

Estes contaminantes sdo
considerados ALTERADORES
ENDOCRINOS!

L Bisfenol A
Nonilfenol

. Alteradores enddcrinos séo
n o g ot capazes de alterar o
h i | : Sy desenvolvimento, reproducdo

imunidade de alguns organismos!!!
Como vimos no capitulo anterior, nosso Lab estd estudando
trés contaminantes ambientais:
Bisfenol A, octilfenol e nonitfenol.
—— .

Vamos investigar entdo os efeitos
do bisfenol A, octilfenol e
nonilfenol para as plantas em :
concentraao baixas como aquelas [l
que sdo encontradas no ambiente!

Amndc
E assim, verificamos que baixissimas
concentrages de Bisfenol A, Nonilfenol e
Octilfenol ndo foram toxicos para as raizes
da cebola!

Utilizaremos para essa avaliagdo a cebola (Allium cepa) e

(baaaa!!!

Ela € um organismo modelo e algumas
caracteristicas de seu material genético
rmitem verificar danos nessa Q)
molecula tao importante para a vida dos
organismos!

Esse teste verifica se o contaminante vai
alterar o desenvolvimento das rafzes da cebola!
Ou seja, avaliamos se sdo tdxicos "a olho nu"...
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Mas temos que passar por mais um teste, esse é uma i i
anilise mais interna... Nas células das cebolas! “’ﬂfﬂ,’;ﬁéﬂ:‘ﬂ ,‘,'2,':,&“"
(alteragdes nos cromossomos) em
diferentes fases do ciclo celular.
H Dentro das células
‘Fases do ciclo celular Sveds cclhl
Para observar no conseguimos ver os
microscapio dptico... ‘ 7 | "N\ cromossomos!
Primeiro fazemos cortes , . ﬁ a c
finissimos nas raizes da cebola. [ B T - = B i
Interfase Pridase Metifne Anifase Teléfase
%, 00
1) v ..‘q \
As células! ) “ . ’ Fases do ciclo celular: uma célula duplica seu material ll:;; g:;?ﬁ:::}:}

“ @ ® ‘. genético (cromossomos), até originar duas novas células! - DNA!

) eV 8. >k

Dessa forma, nds conseguimos observar se 0s —’! 4 A Essas imagens sdo Todas observadas nas células das cebolas que foram
contaminantes induzem alteragdes nos cromossomos g AR exemplos de expostas ao Bisfenol A, Nonilfenol e Octilfenol.
das células das cebolas! - altera Esses danos podem gerar a morte da célula ou problema
[ — 4 cromossdmicas! no funcionamento da célula!

Alteragdo
cromossomica




Puxa, mesmo em baixas
concentraces sdo capates de
induzir danos nos

cebola!

cromossomos das células da  §

Esses danos podem levar a um
problema tardio para as plantas! ¥

AL COMPRAR UM PRODUTS:

LER & RATVLS: EVITHR PRODUTSS COM
SVBSTRUCIAS PERIGOSAS,

PREFERIL & VSO DE PRADUTAS AUE NAS
SETAM PERIGASSS AO MEIS AMBIENTE.

- COM VS0 E DESCARTE CORRETS,

Vocé pode ajudar o
meio ambiente!l!

1.1 StoryboardThat

Image Attributions
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Com essas dicas vocé
estard contribuindo para
um mundo mais saudavel!

» https://pixabay.com/illustrations/deoxyribonudleic-acid-dns-genetics- 1500068/ ¢ geralt » Free for Most Commercial Use / No
Attribution Required / See https://pixabay.com/service/license/ for what is not allowed
+ https://pixabay.com/illustrations/monster-black-and-white-eyes-426996/ ¢ geralt ¢ Free for Commercial Use / No Attribution
Required (https://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0)
» https://pixabay.com/vectors/genetics-chromosomes-rna-dna-156404/ « OpenClipart-Vectors ¢ Free for Most Commercial Use / No
Attribution Required / See https://pixabay.com/service/license/ for what is not allowed

Figura 5. Capitulo I e II dos quadrinhos Storyboard.

Nosso objetivo foi criar e disponibilizar essas ferramentas, além de motivar outras

pesquisas a desenvolverem meios de comunicagao e divulgacao cientifica para o publico leigo

e as diferentes pesquisas feitas pelas universidades, elevando a importancia disso para a nossa

sociedade. Varias universidades do Brasil t€ém revelado possuir interesse na divulgacao

cientifica de pesquisas desenvolvidas na institui¢do e até alguns possuem parcerias com



67

programas de comunicagdo e imprensa, no entanto, isso nem sempre acontece (PESSONI,

2016).

5.2.2. Jogo cientifico

Jogos de computador possuem potencial de tornar o processo de investigacao
cientifica mais envolvente fornecendo um ambiente rico e interativo que desafia o jogador a
resolver um problema complexo em um contexto significativo e permite coletar informagdes e
evidéncias de varias fontes usando ferramentas auténticas (AN et al., 2016), possibilitando
tornar nossa preocupacdo com o meio ambiente uma realidade virtual.

Nos ultimos anos, aumentou o interesse por jogos aplicados no auxilio da educagdo e
promog¢ao da divulgacdo cientifica, especialmente nas escolas. O trabalho feito por Santos e
Silva-Junior (2016) apresentou uma introdu¢do de desafios e oportunidades na virtualizacao
de Games Educacional para auxiliar estudantes e profissionais que desejam investir nessa
area.

Beware of the flood e ESLAND sao exemplos de jogos voltados para questao de
educacdo ambiental e foram desenvolvidos com o intuito de promover a educacdo ambiental e
o cuidado com a gestdo sustentavel da paisagem (INVOLEN, 2015). No estudo feito por
Souza e Rizatti (2016) foi desenvolvido um jogo de tabuleiro “Trilha da Ciéncia” para
divulgar a ciéncia, entre temas de solo, agua e alimentos em comunidades carentes no Baixo
do Rio Branco, Roraima. O autor observou que o jogo contribuiu para o processo de
divulgacdo da ciéncia entre os participantes da pesquisa.

Com a intensdo de combater o trafico de fosseis e divulgar a importancia do registro
fossil, Nunes e Pioker-Hara (2018) promoveram a divulgacdo cientifica por meio do publico
escolar para despertar o interesse pelo acervo fossil para o conhecimento cientifico e evolugao
das plantas. O trabalho teve o objetivo de contribuir tanto para a divulgacdo do avango da
pesquisa paleobotanica e também da preservagdo do patrimonio fossil do Geopark Araripe.

Nosso trabalho também reflete 0 mesmo o propodsito de divulgar aos jovens por
meio de jogo digital as area de ecotoxicologia e sustentabilidade. O foco ¢ promover o
entendimento sobre a origem de produtos quimicos, a destinagdo, os impactos no meio
ambiente e para os organismos vivos € como escolher produtos mais sustentaveis. Assim, as
figuras abaixo sdo algumas imagens representativas do jogo de educagdo cientifica

desenvolvido neste trabalho.



Produtos Perigosos ou
Sustentaveis?
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Il No comércio podemos encontrar milhares de produtos
Industriais que nossa vida de vérias formas!

IIl- Mas qual o destino final destes produtos industriais? Os produtos MR o {  IV-Os efluentes domésticos contém , Que podem
que utilizamos chegamao por meio do descarte de i causar impactos negativos ao meio ambiente.
efluentes domésticos. c
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V- Além de prejudicar o meio ambiente, diferentes i V- No entanto, esses impactos podem ser pela avaliaglo do
pode ser afetados. perigo destes produtos por meio de testes ecoloxicolégicos.

L pontos: 44

== v

= e ——— _ - -
VII- Para isso, diferentes organismos ________ podem ser utiizados & e Vill- Por meio dos testes ecotoxicoldgicos, podemos verificar quais
para verificar os danos causados por diferentes contaminantes, ; produtos séo menos para 0 meio ambiente e para os seres
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A e W . o

Dessa forma, a0 comprar ; X- Portanto, podemos fazer o consumidor feliz e contribuir com um
g escolher pm:ms que mmo SR podani Al 24" ambiente saudével, utilizando produtos sustentdveis. Isso & possfvel pela

avaliagio de produtos quimicos por testes

dﬁmﬂpnunmumanu:l

Agora voch sabe que algumas substincias presentes em produtos
do nosso cotidiano séo prejudicials ao meio amblents.

0-40 = FRACO! -
11-26 = TA INDOI 0 5
=a-ume | Pontos: 87

51-T0 = BOMI

7160 = STIMON

100 = ES GENIOII

Figura 7. Representacdo das 10 fases do jogo.

O jogo foi desenvolvido em 10 fases, com questdes elaboradas a serem respondidas
em sequéncia, frente a um tematico problema. Desta forma, visamos promover o
conhecimento cientifico do jogador em aspectos de produgdo de produtos quimicos, seus
potenciais impactos ao meio ambiente, a aplicacdo de testes bioldgicos para verificar e
garantir a seguranca do produto e a escolha de produtos menos perigosos ao meio ambiente
(sustentaveis). Assim, esperamos contribuir para a divulgacdo e conscientizacdo de jovens
sobre a problematica de uso indevido de produtos quimicos do nosso dia a dia, além de
promover o entendimento sobre a importancia das pesquisas na avaliagdo ecotoxicologica
desses produtos.

Cada fase do jogo, o jogador deve selecionar as letras para formar a palavra correta
respectiva da questdo apresentada. As imagens do fundo s3o representativas e, além disso,
existe o botdo de dicas, porém, se selecionado o valor da pontuacdo diminui. O jogador recebe

10 pontos por fase e ao errar a palavra, perde pontos também. Assim, no final do jogo podera
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conferir sua pontuagao e ler a mensagem motivacional a respeito de como podemos contribuir
para um ambiente mais saudavel.

Como perspectiva do futuro, temos o propodsito de ampliar esse jogo, abordando
mais aspectos de educacdo ambiental e divulgagdo cientifica dos estudos (eco)toxicologicos

feitos pelas universidades.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicaram que BPA, NP e OF nao apresentam toxicidade
para o sistema-teste de A. cepa, mas apresentam a capacidade de induzir alteragdes no ciclo
celular (reduc¢do do IM) e danos no DNA (AC) mesmo em baixas concentragdes. Além disso,
a exposicdo a estes contaminantes causou vacuoliza¢ao citoplasmatica, uma alteragao
morfologica que mostra a atuacdo do sistema de defesa celular em resposta a toxicantes. Estas
alteragcdes foram mais proeminentes nas exposi¢oes as formas isoladas do que em mistura. No
entanto, ressalta-se que, apesar da exposicdo em mistura resultar em efeito inibitorio quanto as
respostas de cito- e genotoxicidade, elas ndo foram completamente eliminadas e podem
também indicar perigo aos sistemas vegetais. Frente aos dados ecogenotoxicoldgicos obtidos
até o momento, BPA, NP e OF, em suas formas isoladas e em misturas, e mesmo em baixas
concentragdes, podem causar efeitos adversos a sistemas vegetais (monocotiledoneas), no
nivel celular.

Dado a relevancia ambiental e o tema dessa pesquisa ser importante para a sociedade
em geral, as ferramentas sugeridas para viabilizar a divulgacdo deste trabalho a um publico
nao técnico (quadrinhos Storyboard e Jogo cientifico) foram desenvolvidas para a
disseminagdo da ciéncia a sociedade. Esperamos, assim, que seja possivel divulgar os dados
deste estudo por meio destas ferramentas, proporcionando a conscientizacdo da populagdo na
tematica de seguranga de produtos e sustentabilidade, que pode levar a feedbacks positivos em

atitudes e pensamentos.
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ANEXO

Fases do ciclo celular
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Figura 8. Aberragcdes cromossomicas nas diferentes fases do ciclo celular observadas nas

células meristemdticas de 4. cepa. A: Interfase. Al: Broto nuclear. A2: Micronucleos. B:
Profase. B1: Micronucleo. B2: Broto nuclear. C: Metafase. C1: C-Metéafase. C2: Aderéncia
cromossomica. D: Anafase. D1: Perda cromossomica. D2: Atraso cromossomico. E:
Telofase. E1: Ponte cromossomica e ruptura. E2: Quebras cromossomicas. Foto retirada no

Microscopio AxioLab A1l Zeiss no aumento de 40x.



