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ABSTRACT
O xilol € um liquido incolor, praticamente insoluvel em agua e mis-
civel em etanol, éter e outros solventes organicos’, € muito utilizado
na pratica citoldgica, histologica e anatomo patoldgica, seja com fins
de diagnostico, pesquisa ou ensino. A aspiragédo do liquido para o
interior dos pulmdes pode resultar em pneumonia quimica, que pode
ser fatal®. Intoxicagbes agudas por xileno podem acarretar em alter-
acdes renais transitérias com elevagado da quantidade de uréia no
sangue e diminuicdo da creatina urinaria®.
Foram observados resultados negativos em ensaios de mutageni-
cidade com Salmonella, com linfoma de camundongo L5179Y e em
ensaios de danos cromossémicos com células da medula 6ssea ex-
postas a dosagens de xileno*. No entanto, o xileno frequentemente
ocorre associado a outros compostos aromaticos, sendo essa mistu-
ra, possivelmente, mais genotoxica do que quando ele aparece iso-
lado®. Em ratos, a exposigcéo ao xileno resultou em efeitos embriotox-
icos e teratogénicos, afetando o cérebro, o figado, os pulmdes e o
coracao dos organismos (NLM, 1988). Segundo Dean (1985)¢, o xile-
no pode ser considerado como ndo mutagénico, pois testes realiza-
dos com bactéria, cultura de células de mamiferos e com animais in
vivo, apresentaram resultados negativos para a mutagenicidade. Es-
tudos de toxicidade com Daphnia magna mostram que o etilbenzeno
e 0 m-xileno s&o os mais toxicos dentre os derivados do petroleo
como o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX), quando se
avalia suas concentracoes em massa/volume, enquanto que o ben-
zeno é potencialmente mais toxico, por ter a mais baixa CL50 dentre
os compostos do BTEX®. De acordo com a Organizagédo Mundial
da Saude’, tanto o tolueno como o xileno ndo apresentaram efeitos
genotoxicos nem carcinogénicos para humanos e animais de labo-
ratorios.
Vegetais superiores constituem um importante material para tes-
te das alteragbes genéticas provocadas por poluentes ambientais
e sdo, atualmente, reconhecidos como excelentes indicadores de
efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de ambientes com
presenca de substancias quimica’. Segundo Grant (1994)", os veg-
etais superiores, quando utilizados como organismos-teste, sdo ex-
celentes indicadores de efeitos téxicos, pois respondem com uma
alta sensibilidade e produzem poucos resultados falsos positivos.
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Dentre os vegetais superiores, Allium cepa tem
sido indicado como um eficiente organismo-
teste para estudos dos mecanismos basicos de
acao e de determinacdo dos efeitos de alguns
quimicos®, devido as caracteristicas que possui
na sua cinética de proliferagdo, pelo
crescimento rapido de suas raizes, pelo grande
namero de células em divisdo, pela sua alta
tolerancia a diferentes condicdes de cultivo, pela
sua disponibilidade durante o ano todo, pelo seu
facil manuseio e por possuir cromossomos em
namero reduzido (2n=16) e de grande
tamanho?®, além de serem facilmente corados e
observados (KURAS et al., 2006). A espécie A.
cepa tem sido considerada pelo “Royal
Swewdish Academy of Science™ e pelo “Gene-
Tox Program”™ como um material-teste padréo
para detectar de possiveis danos genéticos
resultantes da poluicdo ou do uso de quimicos
ambientais, tornando-se entdo imprescindivel
para 0 manejo e realizacdo do presente
trabalho.

O método de avaliacdo de alteracbes
cromossbmicas em raizes de Allium cepa é
validado pelo Programa Internacional de
Quimica® e o Programa Ambiental das Nac¢des
Unidas (UNEP) como um eficiente teste para
andlise e monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais®. O
conhecimento do potencial toxico do xilol é fato
em nossa literatura, contudo dados sobre como
o sistema Allium cepa se comporta em relacao
aos niveis considerados aceitaveis sao
escassos 0 que motivou o presente estudo.

O objetivo deste artigo foi avaliar de forma
preliminar a citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade do xilol através do teste Allium
cepa.

MATERIAL E METODOS

Solubilidade em &gua:

Foram  preparadas trés concentracdes
diferentes de xilol a partir dos indices de
solubilidade em agua (xilenos= 135mg/L). Dose
estabelecida pelo o6rgdo de fiscalizagdo

ambiental do Estado de Sao Paulo/Brasil —
CETESB;

e 12 Concentracdo: corresponde a propria
solubilidade citada (= 135mg/L);

e 22 Concentracdo: corresponde a décima
parte da 12 concentracao (= 13,5mg/L);

e 32 Concentragdo: corresponde a
centésima parte da 12 concentracdo (=
1,35mg/L).

As trés diluigGes citadas foram preparadas com
agua destilada, sendo utilizadas nos testes com
Allium cepa de acordo com a metodologia
proposta por Mazzeo (2009), com adaptacéo.

Sistema teste Allium Cepa

O material biologico utilizado neste estudo,
como sistema-teste vegetal para avaliagao dos
efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos
do «xilol, para as trés concentracbes
determinadas, constituiu-se de sementes de
Allium cepa de um mesmo lote e mesma
variedade, cebola baia periforme.

As sementes foram colocadas para germinar em
placas de petri contendo papel de filtro
umedecido com cada uma das concentracées.
Para garantir a constante concentracao do Xilol,
durante todo o ensaio, as placas foram
envolvidas com filme de PVC para impedir a
volatilizacdo das diluicdes para a atmosfera.

ApOs atingirem cerca de 2 cm de comprimento,
as raizes foram coletadas e fixadas em Carnoy
3:1 (etanol: &cido acético) por 24h apds sendo
transferidas para alcool 70% e mantidos
conservadas em refrigeracdo, até sua utilizacao.

Duas repeticdbes foram realizadas para os
tratamentos com as trés concentragdes para o
Xilol, além do controle negativo (agua
destilada). O horario de coleta dos meristemas
foi realizado entre 12h e 13h.

Para a confeccdo das laminas, as raizes
previamente fixadas, passaram por trés banhos
em agua destilada seguindo a metodologia de
Mello e Vidal (1978)" com as modificagdes:
Hidrélise em HCL a 5N por 20 min temperatura
ambiente, esmagamento entre lamina e
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laminula com uma gota de acido acético 45%,
logo apds foram congeladas em gelo seco para
a retirada das laminulas.

Depois de secas foram coradas com Giemsa
2%. As laminas secaram a temperatura
ambiente, e com uma gota de entelan e
laminula, levadas para secarem a temperatura
ambiente (37°C) e utilizadas para observacdes
em microscopio de luz'. As laminas foram
analisadas em ampliacao de 40x.

Analise das irregularidades celulares

Foram confeccionadas 10 laminas para cada
ensaio realizado. Em cada lamina foram
analisadas, aproximadamente, 150 células,
totalizando 1500 para cada tratamento.

Analise dos efeitos citotéxicos

Foram analisados os indices mitéticos e os de
fase de cada tratamento, utilizando-se as
seguintes relacdes:

« |.M (indice Mitético) = No de células em
divisdo x 100 / No total de células
observadas

« LF (indice de Fases) = No de células da
fase investigada x 100 / No de células
mitoticas

Andlise dos efeitos genotdxicos

Foram observados e quantificados todos os
possiveis tipos de aberracdes cromossdmicas
encontradas nas células de todas as laminas de
cada tratamento em relacdo as pontes, perdas
e quebras cromossémicas.

Analise dos efeitos mutagénicos

Foram analisados e quantificados todos os
possiveis tipos de anormalidades nucleares

encontradas nas células de todas as laminas de
cada tratamento em relacdo a presenca de
micronucleos e de brotos.

Delineamento estatistico

Os valores foram expressos como média * erro
padrdo da média (e.p.m.). A analise das
alteracdes cromossomicas foi realizada por
meio da observacao e contagem com auxilio de
microscopio e registradas em todas as laminas
de cada tratamento.

As diferencas entre o0s grupos foram
determinadas através da Andlise de Variancia
(ANOVA - one way), seguida, quando
detectada diferenca, pelo teste de Tukey, com
nivel de significancia de 0,05. Para os testes
utilizou-se o programa estatistico Past. Exe
(executable), ver. 2.17c.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verifica-se na Tabela 1 o indice mitético (IM) e
o indice de fase (IF) para as diferentes
concentragbes testadas. Em relacdo ao IM
verifica-se que as diferengas foram percebidas
em todas as concentracbes adotadas,
sugerindo que € necessario estudo com
diluicbes mais baixas para averiguar em quais
niveis o xilol interfere no ritmo de divisdo celular.
O IM é utilizado para avaliar a taxa de divisdo
celular e tem se mostrado um parametro
importante para avaliar os efeitos que agentes
guimicos causam no ciclo celulartt, A
concentragdo mais alta reduziu o IM enquanto
as demais concentracdes aumentaram o indice
guando comparado com o controle. Para os
indices de fase, observou-se ainda um aumento
significativo de células em profase e uma
diminuigdo de células em teldfase.

Tabela 1. Efeito citotéxico, avaliado através dos indices mitdticos e de fases observados em
células meristeméaticas de Allium cepa expostas a diferentes concentra¢cdes de xilol

IM IF
Concentracéo Profase Metéfase Anéafase Telofase
135 mg/L 26,67 +0,31* 17,00+ 1,33* 10,00+1,49 9,00+ 0,82* 4,00 + 1,05*
13,5 mg/L 56,00 + 0,42* 27,00+ 1,63* 23,00+ 1,56* 14,00+ 1,33 20,00+ 1,76*
1,35 mg/L 59,47 +0,43* 20,00 +2,11* 11,20+1,32 15,00+ 1,49 43,00+ 1,56*
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CN 39,40+ 1,22 39,20 + 2,53

10,20 +2,15 13,50+ 2,07 28,70+ 1,16

CN: Controle negativo (dgua). *Estatisticamente diferente (p< 0,00013).

O sistema A. cepa é rotineiramente utilizado
para avaliar o potencial genotoxico de quimicos
no ambiente, devido a sua alta sensibilidade e
boa correlacio com sistemas-teste de
mamiferos’.

Neste estudo foram observadas e quantificadas
as aberracdes cromossdmicas (pontes, perdas
e quebras) em diferentes concentracoes.

Verifica-se existir diferengas significativas para
as quebras cromossOmicas para todos o0s
grupos testados, e na de maior concentragéo de
xilol (135 mg/L) para as perdas e as pontes
cromossOmicas. Percebe-se, contudo, que nas
demais concentracoes testadas, algum tipo de
aberracdo cromossomica foi registrada (Tabela
2).

Tabela 2. Frequéncia das aberracdes cromossdmicas observadas em células meristematicas
de Allium cepa expostas a diferentes concentracdes de xilol

EM 135 mg/L 13,5 mg/L 1,35 mg/L CN

Perda 14,0 + 1,4* 1,0+0,1 1,0+4,2 1,0 + 0,10
Ponte 9,0 +0,74** 10,0 +1,0 1,0 + 0,10 1,0 + 0,10
Quebra 2,0+4,2* 4,0 + 5,2** 2,0+4,2% 1,0+0,10

EM: Efeito mutagénico; CN: Controle negativo (agua). *Estatisticamente diferente (p< 0,0051);

Estatisticamente diferente (p< 0,00013).

Ao avaliar a acdo mutagénica do xilol nas
diluicbes utilizadas neste estudo, verifica-se
(Tabela 3) que existe diferenca significativa para
guase todas as concentracfes utilizadas em
comparacgao ao grupo controle.

O teste do micronucleo permite uma rapida
deteccdo dos danos causados no material
genético de organismos expostos a produtos
guimicos. Os micronucleos sao estruturas
compostas de cromatina que possuem a
aparéncia de um pequeno nucleo, que se
formam a partir de fragmentos cromossémicos
ou de cromossomos inteiros perdidos na fase de
anafase, estando presentes nas células filhas,
apo0s a divisdo celular2, De acordo com
Fagundes et al. (2005) os micronucleos
originam-se de fragmentos cromossémicos
acéntricos (efeito clastogénico) produzidos por

guebras cromossdmicas ou de Cromossomos
inteiros que sofrem retardo em relagdo aos
demais, durante a migracao para os polos da
célula em anéfase (efeito aneugénico). Fenech
et al. (2005)13 explicam que a presenca de
microndcleo nas células € uma evidéncia da
presenca de aberracbes cromossémicas
estruturais e/ou numéricas ocorridas durante a
mitose.

Acreditamos que a inducdo das quebras
cromossbmicas em todas as concentracdes
utilizadas neste estudo (Tabela 2), seja a
responsavel pela quantidade expressiva de
micronucleos (Tabela 3). A presenca
significativa de micronacleos em células
meristematicas de A. cepa indica que o xilol é
capaz de causar efeitos mutagénicos sobre
esse organismo-teste.
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Tabela 3. Frequéncia das anormalidades nucleares observadas em células meristematicas
de Allium cepa expostas a diferentes concentracdes de xilol

EG 135 mg/L 13,5 mg/L 1,35 mg/L CN
Micronticleo 61,0 + 12,59 71,0 + 18,5 60,0 +8,2*  1,0+0,10
Broto 3,0 + 4,8 7,0 + 6,7 7,0+ 6,7* 1,0 + 0,10

EG: Efeito genotdxico; CN: Controle negativo (agua). *Estatisticamente diferente (p< 0,0001).

CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos com o
organismo teste A. cepa, o0 xilol mostrou-se
potencialmente  citotdxico, genotoxico e
mutagénico para células meristematicas,
inclusive quando testado em concentracfes
abaixo daquilo considerado solavel.

A espécie A. cepa caracteriza-se em um
eficiente organismo-teste para deteccdo de
efeitos toxicos induzidos por hidrocarbonetos do
petréleo, como o xilol. Ensaios de aberraces
cromossOmicas e celulares com estes
organismos constituiram ferramentas bastante
sensiveis na deteccdo de danos ao DNA
induzidos pelo xilol.

Ensaios com doses menores ao estabelecidos
pela CETESB em relagdo ao indice de
solubilidade devem ser revestidos, uma vez que
neste estudo esta concentracdo provocou
danos ao DNA.
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