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     Resumo 

 

Devido às crescentes expansões demográficas e industriais observadas nas 

últimas décadas, o meio ambiente tem recebido uma carga significativamente 

crescente de efluentes domésticos, industriais e agrícolas, causando impactos 

severos nos ecossistemas e um potencial comprometimento à saúde humana. 

Dentre os efluentes domésticos, podemos citar uma gama de poluentes, tais 

como químicos de diversas categorias, além de contaminações por agentes 

biológicos diversos. Já os efluentes industriais contêm poluentes orgânicos e/ou 

inorgânicos, dependendo da atividade industrial. Baseando-se nestes dados, 

este trabalho teve como objetivo investigar, por meio de ensaios biológicos 

com dois organismos-teste, a possível presença de contaminantes com 

potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico, que são despejados ao longo do 

rio Preto, inclusive na Represa Municipal de São José do Rio Preto. O material 

biológico utilizado neste estudo constituiu-se de sementes de Allium cepa 

(cebola) e peixes da espécie Oreochromis niloticus (Tilápia). Coletas de águas 

foram realizadas, sazonalmente, nos meses de agosto de 2006 e 2007 (estação 

seca) e março de 2007 e 2008 (estação chuvosa), em seis pontos distintos: 

Ponto 1 (P1), 8 km antes do represamento;  Ponto 2 (P2), 1 km antes do 

represamento; Ponto 3 (P3), local de despejo do esgoto; Ponto 4 (P4), margem 

oposta do despejo do esgoto; Ponto 5 (P5), saída do represamento; Ponto 6 

(P6), 1 km após  o represamento. Análises químicas foram realizadas para 

todas as coletas realizadas. Para a realização do estudo, 100 sementes de Allium 

cepa foram submetidas à germinação, em placa de Petri, em amostras de águas 

coletadas nos seis diferentes pontos do rio Preto, em água ultra pura (controle 

negativo) e em uma substância reconhecidamente aneugênica (Trifluralina - 

controle positivo), sempre à temperatura ambiente. As células dos meristemas 

radiculares de Allium cepa, expostos às amostras de águas coletadas ao longo 

do rio Preto, não apresentaram diferenças significativas de índice mitótico, para 

a maioria dos pontos de coleta e períodos estudados, quando comparados com 

os resultados do controle negativo.  Além do potencial citotóxico, foi possível 



 

avaliar o potencial genotóxico dos agentes químicos presentes nessas amostras 

de águas. Nesta avaliação, as aberrações cromossômicas mais freqüentes 

foram: C-metáfases, anáfases com pontes, perdas e quebras cromossômicas, 

além de células binucleadas. Nossos resultados mostraram valores 

significativos de genotoxicidade para os períodos de agosto de 2006 (para os 

P3, P5 e P6), março de 2007 (para os P1, P2, P3 e P6), agosto de 2007 (para os 

P1, P3, P4 e P6) e março de 2008 (para os P1, P3 e P6). Valores significativos 

de mutagenicidade também foram registrados em agosto de 2006 (para o P6) e 

agosto de 2007 (para os P3 e P6), obtidos pelos ensaios do micronúcleo. 

Alterações morfológicas nucleolares foi outro parâmetro utilizado para 

avaliação da citotoxicidade dos poluentes presentes nas amostras de águas 

coletadas. No período de agosto de 2006, foi possível observar um aumento da 

área nucleolar nas células de A. cepa, em relação ao controle negativo. Em 

março de 2007, apenas as células expostas às águas do P3 mostraram aumento 

da área nucleolar. Já em agosto de 2007, águas do P3 causaram uma 

diminuição e do P6 um aumento da área de um único nucléolo, em relação ao 

controle negativo. Foi possível observar uma diminuição de células contendo 

um único nucléolo, para os ensaios com amostras de todos os pontos e 

períodos, acompanhada de um aumento do número de nucléolos por célula. 

Dos peixes, expostos por 72 horas as diferentes amostras de águas, foram 

retiradas amostras de sangue para a confecção de lâminas pelo método de 

esfregaço. As análises realizadas, para todos os períodos, não mostraram 

resultados significativos de células micronucleadas, em relação ao grupo 

controle, com exceção das células expostas à amostra de água do P3 (coleta de 

agosto de 2007). Alterações nucleares também foram registradas. Essas 

alterações foram: núcleo notched; núcleo lobed; broken-eggs; blebbed; 

cariólise e células binucleadas. Os resultados obtidos com a análise do ensaio 

do cometa mostraram escore significativo para os P3 e P6, para todos os 

períodos do estudo, confirmando a ação genotóxica registrada em Allium cepa, 

para as águas do rio Preto. Esses resultados podem ser explicados pelo fato 

desses pontos serem o ponto final da rede de esgoto. Nossos dados apontam 



 

para um comprometimento das águas do rio Preto, decorrente de contaminação, 

principalmente, conferida por efluentes urbanos e industriais, além de também 

servir de alerta para a necessidade de um melhor monitoramento das águas 

deste recurso hídrico, para que o mesmo não venha conferir perigo aos que 

fazem uso de suas águas. 

 

Palavras-chave: Allium cepa; Oreochromis niloticus; aberrações 

cromossômicas; nucléolo; anormalidades nucleares; micronúcleo; ensaio do 

cometa; poluição aquática.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

 

Due to increasing population and industrial expansion observed in recent decades, 

the environment has received a significant increased burden of domestic industrial 

and agricultural sewerage, which can cause severe impacts on ecosystems, and a 

potential damage to human health as well. A wide range of harmful pollutants can 

be found in domestic effluent, such as chemicals from various categories, in 

addition to contamination by various biological agents. On the other hand, 

industrial effluents contain organic and / or inorganic pollutants, depending on 

industrial activity. Based on these data, this study aimed to investigate, by means 

of biological tests with two test-organism, the possible presence of contaminants 

with cytotoxic, genotoxic and mutagenic potential, which are dumped along the 

Preto river, an important river that flows in the region of Sao Jose do Rio 

Preto/SP. The biological material used in this study consisted of seeds of Allium 

cepa (onion) and one specie of fish (Tilapia: Oreochromis niloticus). Water 

samples were taken seasonally in August 2006 and 2007 (dry season) and March 

2007, and 2008 (rainy season), in six distinct sites: Site 1 (S1), 8 km before the 

damming, Site 2 (S2), 1 km before the damming, Site 3 (S3), place of sewerage 

discharge; Site 4 (S4), opposite margin of sewage discharge, Site 5 (S5), end of 

the damming; Site 6 (S6) 1 km after damming. Chemical analyses were performed 

for all collected samples. For the study, 100 seeds of A. cepa were submitted to 

germination in  Petri dishes with samples water from six different sites of the 

Preto river, Ultra pure water (negative control), and  with an aneugenic substance 

(Trifluralin - positive control). For most of collection points and periods studied, 

root meristems cells of A. cepa, exposed to water samples collected along the 

Preto river, showed no significant differences in mitotic index when compared to 

the results of the negative control. In addition to the cytotoxic potential, genotoxic 

potential of chemicals in samples of water was evaluated. Thus, the most frequent 

chromosomal aberrations were: C-metaphases, anaphase with bridges, 

chromosome breaks and losses, and binucleate cells. Our results showed 

significant genotoxicity for the periods from August 2006 (for the S3, S5 and S6), 



 

March 2007 (for S1, S2, S3 and S6), August 2007 (for S1, S3, S4 and S6) and 

March 2008 (for S1, S3 and S6). Significant values of mutagenicity were also 

recorded in August 2006 (for the S6) and August 2007 (for S3 and S6), obtained 

by the micronucleus test. Nucleolar morphological changes were another 

parameter used to evaluate the cytotoxicity of pollutants in the water samples. In 

August 2006, an increase in the nucleolar area was observed in the cells of A. 

cepa, in relation to the negative control results. In March 2007, only the cells 

exposed to the waters of S3 showed increased nucleolar area. In August 2007, 

water caused a decrease in one single nucleolus area of S3, while increased area of 

a single nucleolus was found in S6, when compared to the negative control. A 

decrease of cells containing a single nucleolus was observed for tests with 

samples of all items and periods, accompanied by an increased number of nucleoli 

per cell. Blood samples of fishes under 72 hours exposed in the various samples 

of water were taken for the construction of the method of smear slides. All 

analyses showed no significant results concerning micronucleated cells in the 

control group, with the exception of cells exposed to the water sample of S3 

(collection of August 2007). Nuclear changes were also recorded. These changes 

were notched nuclei, lobed nuclei; broken-eggs; blebbed; cariolysis and binucleate 

cells. Analysis of the comet assay scores showed significant results for S3 and S6, 

for all periods of the study, confirming the genotoxic action for A. cepa. These 

results can be explained by the fact that these points are the end point of the 

sewage network. Our data suggest that waters of the Preto river are endangered 

due to contamination, mainly by urban and industrial effluents, and also serve as a 

warning for the necessity of better monitoring of water resource, so that it will not 

expose users in danger when using its water. 

 

Keywords: Allium cepa; Oreochromis niloticus; chromosomal aberrations; 

nucleolus; nuclear abnormalities; micronucleus; comet assay; water pollution. 

 

 

 



 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Mutagênese ambiental 

 Os seres vivos estão expostos às ações de numerosos agentes 

potencialmente tóxicos. Estes agentes podem ser físicos, químicos ou biológicos e 

podem provocar efeitos fisiológicos, bioquímicos, patológicos e, em alguns casos, 

genéticos (ARNAIZ, 1995).  

 A toxicologia estuda a ação de compostos químicos e de outros agentes 

sobre os organismos, com ênfase especial aos efeitos adversos ou danosos 

(RAND; PETROCELLI, 1985). A genética toxicológica investiga os mecanismos 

de ação de agentes tóxicos que são capazes de induzir interações altamente 

específicas com os ácidos nucléicos, podendo resultar em danos genéticos, como 

mutação de ponto, erros durante o mecanismo de replicação do DNA, 

irregularidade mitótica, dentre outros (MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 

2004). 

 Pesquisas que investigam a ação de agentes mutagênicos ambientais tem 

tido grande importância no cenário mundial, pois, embora possam ocorrer 

mutações espontâneas, a maior parte delas é induzida por agentes físicos, 

químicos ou biológicos, aos quais o homem pode estar exposto (MATSUMOTO; 

MARIN-MORALES, 2004), o que pode por em risco a sua saúde. 

 Os agentes mutagênicos são substâncias que induzem alterações na 

molécula de DNA. Essas alterações podem ser corrigidas pelo próprio mecanismo 

de reparo das células, mas, quando não reparadas ou reparadas erroneamente, 

originam mutações gênicas e cromossômicas (CONNOR; FERGUNSON, 1993; 

UMBUZEIRO; ROUBICEK, 2003). Mutações gênicas referem-se às mudanças 

de um ou poucos nucleotídeos do polímero de DNA, por deleções, duplicações 

e/ou alterações de pares de bases, que acabam modificando o funcionamento de 

um gene. Já nas mutações cromossômicas, há uma reorganização na estrutura do 

DNA por translocação, inversão, deleção, duplicação, fusão e fissão dos 

cromossomos, alterando o complemento cromossômico em estrutura e/ou número 



 

(NATARAJAN; OBE, 1982; PAVLICA et al., 2000; ERDTMANN, 2003; 

JUNDI; FREITAS, 2003).  

 A maior parte das substâncias químicas, que apresentam potencial 

mutagênico, altera o material genético, em todas as fases do ciclo celular. Porém, 

para que as alterações cromossômicas se fixem, é necessário que haja um evento 

de replicação do DNA, logo após a ocorrência da alteração (OBE et al, 1982).  

 De acordo com Mitchelmore e Chipman (1998), a genotoxicidade, que é a 

capacidade de um agente tóxico danificar a molécula de DNA, está, de maneira 

geral, relacionada com eventos de poluição ambiental. Os compostos genotóxicos 

e mutagênicos encontram-se distribuídos nos ecossistemas aquáticos e terrestres, 

sendo transferidos e acumulados nos seres vivos, via cadeia trófica, podendo 

causar efeitos deletérios aos organismos expostos (UMBUZEIRO; ROUBICEK, 

2003). 

 Existem muitas categorias de classificação das fontes de poluição ou das 

atividades humanas que alteram a qualidade da água. Dentre elas, temos as 

atividades industriais, a produção de energia, o transporte, a mineração, as 

atividades agrícolas e urbanas (FALKENMARK; ALLARD, 1991; OHE et al., 

2004). Já, as substâncias poluidoras são classificadas em diferentes categorias 

como: ácidos e agentes acidificantes (SO2, NOn); nutrientes (NO3-, PO4-3); 

compostos orgânicos degradáveis; metais e metalóides, entre outros 

(FALKENMARK; ALLARD, 1991). 

 A toxicidade aguda caracteriza-se, segundo White et al. (1996), como o 

primeiro nível de impacto no ecossistema aquático. Os autores afirmam que, 

atualmente, muitas descargas industriais contêm diversas substâncias que, mesmo 

não tendo efeito agudo, são capazes de reduzir, em longo prazo, a sobrevida de 

um organismo. A redução de sobrevida pode ser devido aos danos causados no 

genoma das células somáticas e/ou germinativas, que promovem desordens 

genéticas e até mesmo o câncer. 

 Muitas técnicas, tais como a análise de aberrações cromossômicas, ensaio 

do cometa; teste do micronúcleo; quantificação dos adutos de DNA; análise das 

características morfológicas nucleolares, estão sendo desenvolvidas, por muitos 



 

autores, para avaliar o potencial genotóxico e mutagênico de agentes poluidores 

(McCARTHY et al., 1989; DEPLEDGE, 1996; KHAIDAROVA; KALASHNIK, 

1999; MATSUMOTO et al., 2005). Dependendo da mutação a ser investigada e 

do tipo de material a ser avaliado, é realizada a escolha do organismo e do teste 

mais adequado para o estudo (MATSUMOTO, 2003). 

 

1.2. Allium cepa como organismo teste  

 Os testes citogenéticos permitem a compreensão dos efeitos combinados 

de substâncias tóxicas e mutagênicas sobre os organismos-teste e mostram ser 

eficientes, quando utilizados no biomonitoramento da extensão da poluição 

(MORAES, 2000). 

 Vegetais superiores constituem um importante material para testes 

genéticos utilizados para o monitoramento de poluentes ambientais (CARITÁ; 

MARIN-MORALES, 2008). Atividades mutagênicas de químicos podem ser 

analisadas em diferentes sistemas testes vegetais como em Allium cepa, 

Arabidopsis thaliana e Hordeum vulgare. Por meio desses sistemas vegetais, 

podem ser realizados ensaios de aberrações cromossômicas e testes citogenéticos 

(CONTE et al., 1998; TIMBREL, 1999; RANK et al., 2002). Bioensaios 

realizados com plantas têm sido considerados mais sensíveis e mais simples, 

quando comparados com os de animais. Esses organismos-teste têm sido 

validados em estudos de colaboração internacional entre os ―United Nations 

Environmental Program‖ (UNEP), ―World Health Organization‖ (WHO) e ―US 

Environmental Protection Agency‖ (USEPA), que provaram a eficiência destes 

organismos no monitoramento de mutagenicidade causada por poluentes 

ambientais (FERNANDES et al., 2007).  

 Muitos vegetais têm sido considerados excelentes organismos indicadores 

de efeitos genotóxicos e mutagênicos de ambientes com presença de substâncias 

químicas (SHARMA; PANNEERSELVAN, 1990). Desta forma, ensaios com este 

grupo de organismo são úteis para se testar amostras ambientais complexas como 

esgoto (GROVER; KAUR, 1999), águas de rios (RANK; NIELSEN, 1998) e 

solos contaminados (KOVALCHUCK et al., 1998; COTELLE et al., 1999). 



 

 O gênero Allium tem sido um sistema-teste bastante utilizado em estudos 

de mecanismos básicos e de determinação dos efeitos de alguns químicos. Entre 

as espécies de Allium, A. cepa é a mais indicada como material-teste padrão pela 

―Royal Swedidsh Academy of Science‖ (FISKEJÖ, 1985) e pelo ―Gene Tox 

Program‖ (GRANT, 1982).  

  A espécie A. cepa tem sido, freqüentemente, utilizada para se determinar 

efeitos citotóxico, genotóxico e mutagênico de várias substâncias (GRANT, 1982; 

FISKEJÖ, 1985; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004), sendo utilizada 

como um organismo padrão para testes rápidos (SMAKA-KINCL et al., 1996), 

por apresentar boa correlação com sistemas teste de mamífero (GRANT, 1982; 

RANK; NIELSEN, 1993; CHAUHAN et al., 1999, MATSUMOTO et al., 2006). 

Alterações cromossômicas em A. cepa podem ser observadas em qualquer fase do 

ciclo celular e são consideradas evidências de efeitos mutagênicos promovidos 

por agentes clastogênicos ou aneugênicos, classificados de acordo com o tipo de 

alteração induzida (VIDAKOVIÉ-CIFREK et al., 2002). 

 A. cepa tem sido indicado como um eficiente organismo-teste de 

citotoxicidade e mutagenicidade, devido ao conhecimento do seu ciclo celular, ao 

crescimento rápido de suas raízes, ao grande número de células em divisão, à sua 

alta tolerância a diferentes condições de cultivo, à sua disponibilidade durante o 

ano todo, ao seu fácil manuseio, por responder a inúmeros mutágenos conhecidos 

e por possuir cromossomos em número reduzido (2n=16) e de grande tamanho 

(FISKEJÖ, 1985; QUINZANI-JORDÃO, 1987; GRANT, 1994; EGITO et al., 

2007).      

 O uso do A. cepa como material teste foi, originalmente, introduzido por 

Levan em 1938 (apud FISKEJÖ, 1985; RANK; NIELSEN, 1993) e, a partir daí, 

tem sido utilizado para avaliar e classificar a toxidade de químicos presentes no 

meio ambiente (FISKEJO, 1985). Essa espécie tem sido utilizada como vegetal 

teste indicador de mutagênese por diversos autores como Khors et al. (1997), 

Rank e Nielsen (1997), Smaka-Kincl et al. (1997), Kovalchuck et al. (1998), 

Fernandes et al. (2007), Matsumoto; Marin-Morales, 2004; Matsumoto et al. 



 

(2006), Caritá e Marin-Morales (2008), Leme e Marin-Morales, 2008, Leme et al. 

(2008), dentre outros.  

 Testes com A. cepa são adequados por oferecer parâmetros microscópicos 

como anáfases prematuras, aderências cromossômicas, pontes, fragmentação e 

perdas cromossômicas, C-metáfases e micronúcleos, que podem se caracterizar 

em evidências de eventuais mutações no conteúdo genético celular. Segundo 

Fiskejö (1985), resultados positivos obtidos pelo teste de A. cepa devem ser 

considerados como uma indicação da potencialidade do químico testado em 

induzir também danos biológicos em outros organismos. 

 

1.3. Teste de aberrações cromossômicas 

 O teste de aberrações cromossômicas é uma das mais antigas ferramentas 

utilizadas no estudo de avaliação da genotoxicidade e mutagenicidade. Esse teste, 

baseado na citogenética convencional, é um dos poucos métodos diretos para 

mensurar alterações em sistemas expostos a mutágenos ou carcinógenos 

potenciais (RANK et al., 2002), sendo considerado um ensaio muito sensível e 

confiável para estudo e monitoramento ambiental (FISKEJÖ, 1985; GRANT, 

1994; COTELLE et al., 1999; EVSEEVA et al., 2003; MATSUMOTO; MARIN-

MORALES, 2004; EGITO et al., 2007; CARITÁ; MARIN-MORALES., 2008; 

LEME; MARIN-MORALES, 2008).    

 Os testes de aberrações cromossômicas com A. cepa fornecem um rápido 

exame dos efeitos tóxicos de substâncias químicas complexas e de íons metálicos 

(GRANT, 1982; FISKEJÖ, 1985; FISKEJÖ, 1988; FISKEJÖ, 1993; GRANT, 

1994; NIELSEN; RANK, 1994; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004; 

MATSUMOTO et al. 2005, 2006). Este teste foi o primeiro dos nove ensaios com 

vegetais avaliados pelo programa Gene-Tox da Agência de Proteção Ambiental 

dos Estados Unidos (CONSTANTIN; OWENS, 1982; GRANT, 1994) e tem sido, 

amplamente, utilizado na avaliação de amostras ambientais complexas como rios 

(RANK; NIELSEN, 1998, 1999; SMAKA-KINCL et al., 1996; MATSUMOTO et 

al., 2006; CARITÁ; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 



 

2008; LEME et al., 2008 ), solos contaminados (COTELLE et al., 1999) e esgoto 

(GROVER; KAUR, 1999). 

 Pelo teste de aberrações cromossômicas em células meristemáticas de A. 

cepa pode ser quantificada uma série de parâmetros morfológicos e citogenéticos, 

incluindo a morfologia e o crescimento da raiz, o índice mitótico, a indução de 

micronúcleos e de anormalidades no ciclo célular, como C-metáfases, aderências 

cromossômicas, pontes e fragmentações cromossômicas, entre outras (GRANT, 

1994; EVSEEVA et al., 2003; EGITO et al., 2007). 

 A avaliação da freqüência de aberrações cromossômicas e de micronúcleos 

em células de meristemas radiculares fornece um método fácil e eficiente para se 

estudar os efeitos de diferentes agentes mutagênicos, como compostos de 

mercúrio, selênio, zinco, cromo e cádmio (FISKEJÖ, 1979; FISKEJÖ, 1988; 

GULATI et al., 1994; BORBOA; DE LA TORRE, 1996; MATSUMOTO; 

MARIN-MORALES, 2004; MATSUMOTO et al., 2006). 

 

1.4. Características morfológicas nucleolares 

 O nucléolo é o componente celular que reflete o estado de atividade da 

célula (FISCHER et al., 1991; GERRERO et al., 1989; HERNDEZ-VERDUM, 

1991; RISUEÑO; MEDINA, 1986). Nessa organela, genes de DNA ribossomal 

são transcritos em RNA ribossomal, sendo, mais tarde, processados e 

empacotados em subunidades de ribossomos (MARTINI; FLAVELL, 1985; 

RISUEÑO; MEDINA, 1986).  

 O tamanho do nucléolo, freqüentemente, indica sua atividade total, mas 

também pode refletir o grau de coordenação de todos os processos que afetam o 

acúmulo das subunidades ribossomais no nucléolo (KWIATKOWSKA; 

MASZEWSKI, 1985; KARPOVA et al., 2006). O número de nucléolo por célula 

corresponde ao número de sítios de síntese de RNA ribossomal ativo, ou seja, o 

número de regiões organizadoras nucleolares (RONs) ativas no núcleo em 

intérfase (SHERUDILO; SEMESHIN, 1969; LAZREVA, 1999; LEEK et al., 

1991; RUSCHOFF et al., 1995). 



 

 Mudanças das características nucleolares podem servir de parâmetro para a 

avaliação da toxicidade de metais pesados (ARKHIPCHUK, 1995; 

ARKHIPCHUK et al., 2000; KARPOVA et al., 2006). Karpova et al. (2006), 

estudando células de Bétula pendula que cresceram expostas a poluição da cidade 

de Voronezh, observaram um aumento no número de células com três nucléolos. 

Um aumento no número de nucléolo por célula também foi observado para 

coníferas que cresceram sob condições de estresse (KHAIDAROVA; 

KALASHNIK et al., 1999), fenômeno este considerado como decorrente de 

adaptação destas plantas às condições ambientais submetidas. 

 Succi et al. (2008), estudando o efeito de diferentes concentrações de 

chumbo (0,025 mg/L e 0,034 mg/L), sobre células meristemáticas de A. cepa, 

observaram uma diminuição da área nucleolar, para as células expostas à 

concentração mais baixa, e um aumento desta área para a concentração mais 

elevada. 

 

1.5. Peixes como organismo-teste 

 Outro organismo teste bastante utilizado para o monitoramento de 

poluentes ambientais são os peixes. Segundo Powers (1989), os peixes reúnem 

características que os tornam excelentes modelos experimentais para estudos de 

toxicologia aquática, pois alertam sobre o potencial de perigo de substâncias 

químicas ou para a evidência da poluição ambiental. 

 Peixes acumulam poluentes diretamente de águas contaminadas ou pela 

ingestão de organismos contaminados, uma vez que desempenham diferentes 

papéis na cadeia trófica, sendo capazes de bioacumular, de forma direta, 

contaminantes dissolvidos na água, caracterizando uma via indireta de 

contaminação (MINISSI et al., 1996; ATTEQ et al., 2002).  

    A possibilidade dos peixes serem mantidos em laboratório e facilmente 

expostos às substâncias tóxicas, permite a utilização destes organismos na 

avaliação da presença de substâncias que tenham o potencial de causar efeitos 

teratogênicos e carcinogênicos em humanos (HARSHBARGER; CLARK 1990). 



 

 De acordo com Alves-Costa (2001), a espécie Oreochromis niloticus 

(tilápia) é um excelente sistema-teste para ensaios de avaliação da toxicidade de 

substâncias presentes em ecossistemas aquáticos. O. niloticus é uma espécie 

comumente encontrada no Brasil, particularmente no estado de São Paulo, e em 

estuários pelo mundo todo, conhecida por responder, rapidamente, às alterações 

ambientais (VIJAYAN et al., 1996). 

 Os peixes são úteis na avaliação de atividades tóxicas de substâncias 

presentes em recursos hídricos, pois são sistemas biológicos que oferecem vários 

parâmetros de análise, caracterizados como endpoints eficientes de 

genotoxicidade e mutagenicidade. Dentre estes parâmetros temos: a indução de 

formação de adutos de DNA (SIKKA et al., 1990; STEIN et al., 1993), as análises 

de quebras de fita simples, avaliadas pelo ensaio do cometa (SHUGART et al., 

1992) e a ação mutagênica, por meio do teste do micronúcleo. 

 

1.6. Teste do micronúcleo 

 Uma das técnicas mais promissoras, baratas e rápidas para avaliação de 

mutagenicidade é o teste do micronúcleo (LANDOLT; KOCAN, 1983; HEDDLE 

et al.,1983). Hayashi et al. (1998) descreveram o teste do micronúcleo como uma 

técnica vantajosa, pelo fato de poder ser usado em qualquer população celular em 

proliferação, sem que seja necessário o conhecimento prévio de seu cariótipo. O 

teste do micronúcleo foi, originalmente, desenvolvido como um teste que utilizava 

eritrócitos policromáticos de medula óssea de roedores (SCHMIDT, 1976) e, mais 

tarde, estendido aos eritrócitos circulantes (MAcGREGOR et al., 1980). Esse teste 

tem sido também aplicado, com sucesso, em eritrócitos de peixes.  

 Segundo Fenech (2000), os micronúcleos podem ser resultantes de eventos 

celulares que levam a fragmentação do material genético, como, por exemplo, os 

fragmentos acêntricos, decorrentes de quebras cromossômicas durante o processo 

de divisão celular (agente clastogênico); ou ainda de perdas de cromossomos 

inteiros que não são incorporados ao núcleo principal, durante o ciclo celular, pela 

inativação do fuso mitótico (agente aneugênico). Assim, as substâncias indutoras 

de micronúcleo podem ser classificadas como de ação clastogênica ou aneugênica.  



 

 A utilização de técnicas moleculares, como sondas específicas para a 

região centromérica do cromossomo ou anticorpos anticinetocóricos, permite 

distinguir a origem dos micronúcleos, esclarecendo se são formados por 

fragmentos acêntricos ou por cromossomos inteiros, perdidos durante o processo 

de divisão celular (RIBEIRO, 2003). Embora o micronúcleo possa se originar 

espontaneamente, a sua indução é, comumente, utilizada para se detectar danos no 

material genético, resultantes de exposição a um agente mutagênico (HEDDLE et 

al., 1983). 

 De acordo com Stopper e Muller (1997), uma das causas do aparecimento 

de células micronucleadas seria a indução de alterações na maquinaria mitótica, 

principalmente, alteração no fuso e no cinetócoro. Para Kramer et al. (1990), os 

micronúcleos são capazes de sintetizar DNA, porém não está claro se a 

informação genética dentro do micronúcleo é acessível para a célula. Já para Obe 

e Beek (1982), micronúcleos decorrentes de aberrações cromossômicas, têm um 

ciclo celular retardado em relação ao núcleo principal. Se o micronúcleo contém 

cromossomos inteiros e a síntese de DNA do seu material genético for sincrônica 

à síntese de DNA do núcleo principal, é possível que haja uma reintegração do 

conteúdo genético do micronúcleo ao genoma nuclear (GUSTAVINO et al., 

1994).  

 O mecanismo de formação dos micronúcleos é o mesmo para todos os 

organismos. Em plantas, como A. cepa, o teste do micronúcleo é avaliado, em 

células da região F1 (região não meristemática) ou ainda, conjuntamente, com as 

aberrações cromossômicas, em células meristemáticas (MA et al., 1995; LEME; 

MARIN-MORALES, 2008).   

 Tem se discutido que os micronúcleos possam ser uma forma de 

eliminação de algum tipo de dano sobre o material genético (STOPPER; 

MÜLLER, 1997; FERNANDES et al., 2007). Estudos realizados por Von-Hoff et 

al. (1992) em tumores humanos, foram observados a presença de oncogene 

amplificado nesses tumores, geralmente presentes em elementos acêntricos 

extracromossômicos. A eliminação desses elementos poderia ser acelerada pela 

formação de micronúcleos.  Fernandes et al. (2007) demonstraram, por meio de 



 

ensaios realizados com o herbicida trifluralina, sob o sistema teste de Allium cepa, 

que quando o material nuclear foi amplificado, em decorrência de ação 

aneugênica do herbicida,  houve a eliminação do mesmo sob a forma de 

micronúcleos. 

 Os eritrócitos de peixes são especialmente usados em testes de 

micronúcleo, pois, por serem células nucleadas, facilitam, por comparação destas 

estruturas com o núcleo principal, a conclusão do tipo de ação que levou à sua 

formação (aneugênica ou clastogênica) (AL-SABTI e METCALFE, 1995). Testes 

do micronúcleo realizados com eritrócitos de sangue periférico de O. niloticus 

são, particularmente, utilizados para avaliar a presença de mutágenos ambientais 

(GRISOLIA et al., 2001; MATSUMOTO et al., 2006; VENTURA et al., 2008; 

HOSHINA et al., 2008).   

 Além da análise de micronúcleos, algumas alterações na morfologia e no 

envoltório nuclear, decorrentes de efeitos de substâncias químicas presentes na 

água podem ser observadas em eritrócitos de peixes. Carrasco et al. (1990) 

classificaram essas anormalidades, como: blebbed (evaginações sutis do 

envoltório nuclear); lobed (evaginações proeminentes do envoltório nuclear); 

notched (invaginação do envoltório nuclear ou núcleo em forma de rim) e broken 

eggs (pequena porção nuclear ligada ao núcleo principal por uma pequeno 

filamento nucleoplasmático). Estas alterações podem estar relacionadas com 

falhas na divisão celular, processo de morte celular e reações decorrentes de 

genotoxicidade e/ou mutagenicidade de químicos ambientais (NAKANO; OKA, 

1991; COMARK, 1991; FENECH, 2000) e, portanto, podem ser usadas como 

indicativas de reatividade com o material genético, complementando a análise de 

micronúcleo. 

 

1.7. Ensaio do cometa 

O ensaio do cometa, realizado com eritrócitos de peixes, tem sido um teste muito 

usado para a avaliação da poluição ambiental (NACCI et al., 1996; 

MATSUMOTO et al., 2006; SOUZA; FONTANETTI, 2007; VENTURA et al., 

2008). Considerada por Monteith e Vanstone (1995) como uma das melhores 



 

ferramentas para o biomonitoramento ambiental, o ensaio do cometa, pode ser 

utilizado para se avaliar danos em células em proliferação ou não, in vivo ou in 

vitro e podem ser aplicadas com o propósito de análises genotoxicológicas.  

 O ensaio do cometa é, particularmente, uma técnica valiosa que permite a 

detecção de diferentes respostas celulares ao dano e reparo de DNA, em qualquer 

população de células eucarióticas que possa ser obtida por suspensão simples 

(SASAKI et al., 1997; KOSZ-VNENCHAK; ROKOSZ, 1997; MITCHELMORE; 

CHIPMAN, 1998). A técnica requer pequenas amostras celulares (1-10.000 

células) e os resultados podem ser obtidos em um único dia. Ostling e Johanson 

(1984) e Olive et al. (1990) têm mostrado que a sensibilidade do ensaio do 

cometa, para detectar danos em células únicas, é comparável a outros métodos de 

avaliação, sendo usado na investigação da genotoxidade de vários agentes 

(MATSUMOTO et al., 2005).    

 O ensaio do cometa, por ser considerado sensível, rápido, econômico, além 

de requerer poucas células para a sua execução (KOSZ-VNENCHAK; ROKOSZ, 

1997; SASAKI et al., 1997; MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998), tem sido 

indicado como um excelente método para se detectar mudanças muito pequenas 

na estrutura do DNA, célula a célula, tais como as atividades de reparo, o modo de 

empacotamento do material genético e a própria integridade do DNA (KOPPEN 

et al., 1999).  

 Ostling e Johanson (1984) foram os primeiros a desenvolver uma técnica 

de eletroforese em gel para detectar danos de DNA, em teste com células únicas. 

Nessa técnica, as células embebidas em agarose são colocadas em uma lâmina de 

microscopia, lisadas por detergentes e sais, o que promove uma liberação do DNA 

para ser submetido à eletroforese, sob condições neutras. As células com uma alta 

freqüência de duplas quebras de DNA mostram uma migração crescente das 

porções deste DNA, em direção ao ânodo. A migração de DNA é, então, 

quantificada por coloração com brometo de etídeo e pela medida da intensidade 

da fluorescência de duas posições fixas, dentro do padrão de migração, usando 

fotômetro microscópico. Como as condições neutras usadas limitam a 

aplicabilidade do teste, esta técnica foi modificada por Singh et al. (1988), que 



 

desenvolveram uma técnica de eletroforese de célula única (SCGE-single cell gel 

electrophoresis), sob condições alcalinas. Com esta modificação foi possível 

evidenciar a ocorrência de quebras em cadeia simples do DNA. Os protocolos 

para o ensaio do cometa variam entre laboratórios, porém, Macnamee et al. (2000) 

propuseram modificações nos métodos ortodoxos de célula única, fazendo com 

que várias células fossem processadas de uma só vez, aumentando a eficiência da 

técnica, sem comprometer a sua confiabilidade. Os resultados obtidos por eles 

demonstraram ser similares àqueles previamente relatados, quando utilizaram o 

ensaio do cometa convencional.  

 Durante a última década, o ensaio do cometa foi extensivamente utilizado 

como uma ferramenta básica em muitas áreas de pesquisa, sendo aplicadas como 

metodologia de biomonitoramento ambiental, avaliação dos efeitos da radiação 

sobre os organismos, investigação de processos de reparo do DNA e 

ecotoxicologia genética. Frenzilli et al. (2000) utilizaram o ensaio do cometa para 

a validação dos efeitos genotóxicos de 18 compostos químicos, revelando sua 

eficiência na identificação de agentes genotóxicos. Os mesmos pesquisadores 

também demonstraram que a produção de quebras nas fitas do DNA pode ser 

correlacionada com as propriedades mutagênicas e carcinogênicas dos poluentes 

ambientais. 

 Bücker et al. (2006) avaliaram o potencial genotóxico e mutagênico do 

benzeno, por meio do ensaio do cometa e do teste do micronúcleo em peixes 

elétricos (Eingenmannia virescens), expostos a 50 ppm deste composto, em 

diferentes tempos de exposição. Os autores concluíram que o ensaio do cometa é 

mais sensível que o teste do micronúcleo, pois com o teste do micronúcleo não foi 

possível detectar efeitos mutagênicos nos eritrócitos analisados. Em contrapartida, 

os dados obtidos pelo ensaio do cometa sugeriram a ação genotóxica do benzeno, 

devido um aumento progressivo no número de células com nucleóides de classes 

dois e três, de acordo com o gradual aumento de tempos de exposição, indicando 

um efeito tempo-dependente. 

 

 



 

1.8. Genotoxicidade dos metais pesados 

    Nos últimos anos, tem aumentado drasticamente a emissão de metais 

pesados no ambiente, causando impacto severo nos ecossistemas e um 

comprometimento grave à saúde humana. As principais atividades responsáveis 

pela contaminação por metais pesados em solos e em águas são derivadas de 

atividades industriais, agrícolas e urbanas, decorrendo em sérios problemas 

ambientais (MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2005). Segundo Pascalicchio 

(2002), além das atividades industriais, emissões naturais também podem estar 

relacionadas com a contaminação ambiental por metais pesados. 

 Os metais Se, Cd, Cr e Ni são encontrados na alimentação, normalmente, 

em quantidades baixas, mas quando estes metais estão presentes em excesso, 

podem levar a efeitos carcinogênicos e/ou mutagênicos (MINISSI; LOMBI, 

1997).  Alguns metais pesados induzem a formação de tumores em organismos 

experimentais e em seres humanos, eventualmente, expostos (MATSUMOTO; 

MARIN-MORALES, 2005). Segundo Pascalicchio (2002), os metais pesados e 

seus metabólitos induzem alterações nas estruturas dos cromossomos, 

promovendo mutações de pontos tanto em procariotos como em eucariotos. 

 O cádmio (Cd) é um metal pesado comumente avaliado em estudos 

ambientais, devido à sua alta toxicidade, larga distribuição no ambiente e longo 

período de meia-vida (MARCANO et al., 2002). Este metal age no metabolismo 

celular e sua presença está relacionada com a alteração na diferenciação e 

proliferação celular. Por atuar no aparelho mitótico, o Cd, além de promover 

alterações do índice mitótico, contribui para a formação de células portadoras de 

micronúcleos (MARCANO et al., 2006; SETH et al., 2008).  

 Estudos realizados por Correia et al. (2008), com células meristemáticas de 

A. cepa expostas a duas diferentes concentrações de cádmio (0,007 mg/L e 0,017 

mg/L), mostraram um aumento do índice mitótico destas células, em relação ao 

teste controle, um aumento no número de células com micronúcleos e com 

aberrações cromossômicas (anáfases multipolares, pontes e perdas cromossômicas 

e uma distribuição desigual dos cromossomos nas células-filhas), além de uma 

diminuição do número de células portadoras de nucléolos únicos. Por outro lado, 



 

Seth et al. (2008), avaliando os efeitos de três concentrações de Cd, pelo teste de 

aberrações cromossômicas e do ensaio do cometa em células meristemáticas de A. 

cepa, relataram que as três concentrações foram capazes de inibir o índice 

mitótico e induzir a formação de aberrações cromossômicas e de micronúcleos.   

 Trabalhos realizados por Arkhipchuk e Garanko (2005), com duas 

diferentes concentrações de Cd (0,1 mg/L e 1,0 mg/L), em eritrócitos de Carassius 

auratus gibelio, mostraram um aumento no número de células com micronúcleos.  

 O cádmio tem mostrado efeito em vários níveis de transdução celular, 

como: sinais da membrana plasmática; o aumento do cálcio intracelular livre, que 

interfere no metabolismo da ATPase de vesículas celulares; a ativação da 

expressão oncogênica, pela indução de transcrição de oncogenes 

(BEYERSMANN et al., 1994).  

 O chumbo (Pb) é um elemento bastante abundante em toda a crosta 

terrestre, usado em processos industriais desde épocas muito antigas, e que teve, 

ao longo do tempo, seu uso progressivamente aumentando. A exposição ambiental 

ao chumbo aumentou, significativamente, após a revolução industrial e ao 

conseqüente aumento da mineração (ALLOWAYA; AYRES, 1994). 

 O Pb promove distúrbios mitóticos nas plantas (LEVAN 1945; 

AHLBERG et al., 1972; RAMEL, 1973; LIU et al., 1994), toxicidade sobre os 

nucléolos (LIU et al., 1994), indução de células binucleadas (SWIEBODA, 1976) 

e inibição do crescimento das raízes (LANE; MARTIN, 1980). 

   Jiang e Liu (2000), estudando o efeito de diferentes concentrações de Pb 

sobre células meristemáticas de Zea mays, observaram uma diminuição do índice 

mitótico, um aumento de células contendo micronúcleos e aberrações 

cromossômicas e indução da liberação do material nucleolar do núcleo para o 

citoplasma. Foi observado por Succi et al. (2008), em células meristemáticas de 

A. cepa, expostas a diferentes concentrações de Pb, um aumento significativo do 

índice mitótico, do número de células com aberrações cromossômicas e com 

micronúcleos e uma diminuição da área nucleolar.  

 O cobre (Cu) é um elemento essencial aos organismos, cuja ação do 

próprio sobre o organismo é regulada por mecanismos homeostáticos. Quando os 



 

mecanismos de controle são sobrecarregados e/ou quando os mecanismos de 

reparo celular são deteriorados, o Cu passa de elemento essencial a elemento 

tóxico para a célula (PEDROZO; LIMA, 2001a). 

 As fontes antropogênicas de cobre incluem desde a emissão pelas 

atividades de mineração e fundição, até a queima de carvão como fonte de 

energia. Outras fontes incluem seu uso como agente antiaderente em pinturas, na 

agricultura (em fertilizante, algicida, suplemento alimentar) e excretas de animais 

incluindo a espécie humana (esgotos) (PEDROZO; LIMA, 2001a).   

 Os efeitos tóxicos do cobre foram diagnosticados para vários organismos 

aquáticos (BUTLER; ROESIJADI, 2001; FRANKLIN et al., 2002), inclusive 

peixes (PARIS-PALACIOS et al., 2000; SMITH et al., 2001; MANZL et al., 

2003; ARKHIPCHUK; GARANKO, 2005). Rau et al. (2004) demonstraram que 

células de peixes são mais sensíveis ao cobre que células de mamíferos, dados 

estes corroborados pelos estudos realizados por Arkhipchuk e Garanko (2005), em 

eritrócitos de Carassius auratus gibelio, que mostraram um aumentado do índice 

de micronúcleo, após exposição ao Cu.    

 O ferro (Fe) é tido como elemento essencial para todas as formas de vida, 

uma vez que também é um componente chave para a manutenção da homeostase 

celular. Inúmeros processos biológicos são intermediados por enzimas que 

requerem o ferro como co-fator (PEDROZO e LIMA, 2001b). Porém, em altas 

concentrações, o Fe pode se envolver na formação de radicais livres (reação de 

Fenton) e se tornar extremamente tóxico para a célula (MATSUMOTO; MARIN-

MORALES, 2005)  

 Elevados níveis de Fe foram encontrados em tecidos de tilápias coletadas 

no lago Nasser (Egito) por Rashed (2001). A presença deste metal foi maior no 

estômago do que em outros tecidos. O autor sugere que o elevado índice de Fe 

neste lago seja decorrente de um aumento das descargas da agricultura nesta 

região, a qual inclui fertilizantes químicos e biocidas.   

 O alumínio (Al) é o terceiro metal mais abundante da crosta terrrestre 

(ACHARY, et al., 2008). É um metal altamente citotóxico para as plantas 

(PEJCHAR et al., 2002), tendo como a mais importante conseqüência fisiológica 



 

a interrupção do crescimento da raiz das plantas e a mudança na morfologia 

radicular (VOUTSINAS et al., 1997; DOVGALYUK et al., 2003; ACHARY, et 

al., 2008). Voutsinas et al. (1997) sugerem que o citoesqueleto seja a estrutura 

alvo do Al, pois este metal tem ação sobre a polimerização das tubulinas e, 

consequentemente, na formação do fuso mitótico.  

 Várias alterações celulares foram relatadas para A. cepa, após exposição 

ao Al, como diminuição no índice mitótico (FISKEJÖ, 1988; KAYMAK, 1996; 

CAMPOS; VICCINI, 2003), anáfases e telófases com pontes e quebras 

cromossômicas (FISKEJÖ, 1988; CAMPOS; VICCINI, 2003), células 

micronucleadas e binucleadas (FISKEJÖ, 1988; ROY et al., 1989) e dissolução 

nucleolar (FISKEJÖ, 1983).  

 O manganês (Mn) é um metal insolúvel em água, encontrado em 

abundância na natureza, sob a forma de óxidos, carbonatos e silicatos de 

manganês. Entre as principais aplicações industriais do manganês, destacam-se a 

fabricação de fósforos de segurança, pilhas secas, ligas não-ferrosas (com cobre e 

níquel), esmalte porcelanizado, fertilizantes, fungicidas, rações, eletrodos para 

solda, magnetos, catalisadores, vidros, tintas, cerâmicas, materiais elétricos e 

produtos farmacêuticos (cloreto, óxido e sulfato de manganês) (SALGADO, 

1996).  

 Mukhopadhyay e Sharma (1990) observaram que o Mn causou um 

distúrbio no fuso mitótico em células meristemáticas de A. cepa. Os mesmos 

autores observaram que o metal causou um efeito clastogênico nas células em 

estudo, devido à presença de muitas quebras cromossômicas.   

 

1.9. Caracterização da área de estudo e os padrões de qualidade de água 

segundo Resolução 357/2005 (CONAMA)  

 De acordo com a resolução CONAMA 357/2005, ―classe de qualidade de 

água‖ é o conjunto de condições e padrões de qualidade de água, necessários ao 

atendimento dos usos preponderantes, atuais ou futuros. A resolução CONAMA 

(Conselho Nacional do Meio Ambiente), n° 357 de 17 de março de 2005, dispõe 



 

sobre a classificação dos corpos de águas doces, de acordo com seus usos 

preponderantes, em: 

 Classe 1: águas destinadas ao abastecimento doméstico, sem tratamento 

prévio ou com simples desinfecção; 

 Classe 2: águas destinadas ao abastecimento doméstico, após tratamento 

convencional, à irrigação de hortaliças ou plantas frutíferas e à recreação de 

contato primário (natação, esqui -aquático e mergulho); 

 Classe 3: águas destinadas ao abastecimento doméstico, após tratamento 

convencional, à preservação de peixes em geral e de outros elementos de fauna e 

da flora e à dessedentação de animais; 

 Classe 4: águas destinadas ao abastecimento doméstico, após tratamento 

avançado, ou à navegação, à harmonia paisagística, ao abastecimento industrial, à 

irrigação e a usos menos exigentes. 

 O rio Preto é um rio localizado no interior do estado de São Paulo-Brasil 

(20° 55’ 59‖ S e 49° 18’ 59‖ W), cuja nascente situa-se entre os municípios de 

Cedral e Potirendaba. Ao longo do seu curso, recebe os afluentes: córregos da 

Lagoa Seca, da Invernada e do Baixadão, do Elias, das Damas e do Cedro. Passa 

pelo distrito de Engenheiro Schmidt e, antes de chegar a São José do Rio Preto, 

incorpora as águas de mais dois córregos (o Sem Nome e o da Onça ou da Lagoa). 

Em 1956, no trecho urbano da cidade de São José do Rio Preto, o rio foi 

represado, formando a represa municipal de, aproximadamente, 5Km2 (com 4 Km 

de comprimento), com profundidade máxima de 2,5m (Anexo 1A) e que é 

responsável pelo abastecimento de água para 33% da população da cidade.  

Quando o rio passa por São José do Rio Preto, recebe água de diversos córregos 

como o da Canela, Borá, e Piedade, e, antes de terminar sua travessia pelo 

município, encontra-se com o córrego da Felicidade, passando por várias outras 

cidades, até desaguar no rio Turvo. 

 Segundo o Comitê das Bacias dos rios Turvo e Grande, o rio Preto, até 

encontrar o Córrego Piedade, em São José do Rio Preto, é um rio de classe3, 

passando, deste ponto em diante, a ser considerado como de classe 4 (Jornal BOM 

DIA, 24/03/08).  



 

 Tendo em vista que estudos sobre possíveis impactos das águas do rio 

Preto, decorrentes de contaminantes com potencial citotóxico, genotóxico e 

mutagênico são bastante escassos, a abordagem proposta para este trabalho, 

certamente, trará uma contribuição adicional para a população, sobre os potenciais 

riscos que possam estar expostos, pelo uso inadequado deste recurso, nas várias 

atividades nele desenvolvidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. OBJETIVOS 

 

 O presente estudo teve como objetivo geral investigar a possível presença 

de agentes químicos com potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico, que 

são despejados ao longo do rio Preto/SP, inclusive na Represa Municipal de 

São José do Rio Preto/SP, por meio de bioensaios realizados com os sistemas-

testes de Allium cepa e Oreochromis niloticus. 

 

Objetivos específicos; 

 Avaliar o potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico, das águas 

do rio Preto, por meio das análises da freqüência do índice 

mitótico, aberrações cromossômicas e micronúcleos, em células 

meristemáticas de A. cepa; 

 

 Avaliar o potencial de citotoxicidade de contaminantes químicos 

presentes nas águas do rio Preto, por meio do uso de características 

morfológica e quantitativa do nucléolo de células meristemáticas 

de A. cepa; 

 

 

 Avaliar o potencial genotóxico e mutagênico, das águas do rio 

Preto, por meio do ensaio do cometa, do teste do micronúcleo e de 

outras anormalidades nucleares, em eritrócitos de O. niloticus; 

 

 

 Avaliar a influência da sazonalidade sobre os resultados obtidos.   



 

3. ARTIGOS A SEREM SUBMETIDOS 

 

 

Artigo 1: Aberrações cromossômicas e micronúcleo em Allium cepa, expostas 

em águas do rio Preto  

Artigo 2: Danos genotóxicos e mutagênicos em Oreochromis niloticus 

(Peciformes, Cichlidae), por amostras de águas do rio Preto 

Artigo 3: Biomonitoramento da poluição do rio Preto/SP, usando características 

nucleolares de Allium cepa  
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O manuscrito será submetido à revista Aquatic Toxicology 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Resumo 

Testes de toxicidade e genotoxicidade têm sido realizados em associação às 

análises físicas e químicas, a fim de estabelecer a qualidade da água e contribuir 

para a melhoria dos ecossistemas aquáticos. O objetivo do presente estudo foi 

analisar os efeitos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos induzidos por poluentes 

derivados de despejos realizados ao longo do rio Preto/SP-Brasil, por meio da 

análise da variação do índice mitótico, de aberrações cromossômicas e da indução 

de células micronucleadas, sob o sistema teste de Allium cepa. Foram realizadas 

análises químicas das amostras de água coletadas nos meses de março de 2007 e 

2008 (estação chuvosa) e nos meses de agosto de 2006 e 2007 (estação seca), em 

seis pontos distintos do rio: Ponto 1 (P1), 8 km antes do represamento; Ponto 2 

(P2), 1 km antes do represamento; Ponto 3 (P3), local do despejo de esgoto 

urbano; Ponto 4 (P4), margem oposta de despejo do esgoto; Ponto 5 (P5), saída do 

represamento; Ponto 6 (P6), 1 km após represamento. Nestas análises, foram 

detectados valores que se encontram acima dos limites recomendados pela 

portaria 357/2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), para os 

elementos químicos Cd, Pb, Fe, Al, NH3, Mn, Cu e Zn. O potencial genotóxico 

dos agentes químicos presentes nessas amostras de águas foi obtido pelas análises 

de aberrações cromossômicas, onde foram encontradas as anormalidades: C-

metáfases; anáfases com pontes; perdas e quebras cromossômicas; além de células 

binucleadas e outras alterações celulares. Nossos resultados mostraram valores 

significativos de genotoxicidade para os períodos de agosto de 2006 (para os P3, 

P5 e P6), março de 2007 (para os P1, P2, P3 e P6), agosto de 2007 (para os P1, 

P3, P4 e P6) e março de 2008 (para os P1, P3 e P6). Valores significativos de 

mutagenicidade também foram registrados em agosto de 2006 (para o P6) e 

agosto de 2007 (para os P3 e P6), obtidos pelos ensaios do micronúcleo.  

 

Palavras-chave: Allium cepa; aberrações cromossômicas; micronúcleo; 

genotoxicidade; mutagenicidade  

 

 



 

1. Introdução 

 

Com o crescimento da população humana e da produção industrial tem 

havido um aumento crescente das descargas poluidoras, que provocam a 

deterioração do meio ambiente. Dentre os ambientes impactados pela poluição 

ambiental, os ecossistemas aquáticos são os mais atingidos, pois acabam, de uma 

forma ou de outra, servindo como receptores temporários ou definitivos de uma 

enorme gama de substâncias. Quando a carga poluidora contém substâncias 

capazes de induzir danos no material genético de organismos expostos, pode 

também ocorrer uma transferência deste comprometimento para a população 

humana que, de alguma maneira, interage com este ecossistema aquático (Claxton 

et al., 1998; Andrade et al., 2004; Matsumoto et al., 2006; Egito et al., 2007).   

 Devido ao aumento da descarga química no ambiente, diversos estudos 

têm sido realizados, na tentativa de avaliar os efeitos que possam ser induzidos 

por estes agentes. Testes de toxicidade e genotoxicidade têm sido realizados em 

associação com análises físicas e químicas, para se estabelecer a qualidade de 

corpos d’água e/ou contribuirem para a melhoria dos ecossistemas aquáticos 

(Grant, 1994, 1999; Smaka-Kincl et al., 1996; Egito et al., 2007).   

Plantas superiores constituem um importante material para ensaios 

citogenéticos realizados com o intuito de monitorar os poluentes ambientais. 

Vegetais superiores, incluindo Allium cepa, são reconhecidos como excelentes 

bioindicadores, para se determinar efeitos citotóxico, genotóxico e mutagênico de 

químicos ambientais, incluindo metais pesados (Fiskejö, 1988; Steinkellner et al., 

1998) e tem sido usado para o monitoramento de amostras complexas, como 

águas de rios (Rank e Nielsen, 1998; Matsumoto e Marin-Morales, 2004; Egito et 

al., 2007; Leme e Marin-Morales, 2008; Caritá e Marin-Morales, 2008), lagos 

(Grisolia et al., 2005), esgotos industriais e domésticos (Matsumoto e Marin-

Morales, 2004) e solos contaminados (Cotelle et al., 1999).  

Para Grant (1982) e Chauhan et al. (1999), A. cepa é um eficiente 

sistema teste para avaliar o potencial genotóxico de químicos presentes no 



 

ambiente, devido sua sensibilidade e boa correlação com sistema teste de 

mamíferos, sendo indicado para ensaios de monitoramento ambiental, 

especialmente de ambientes aquáticos. 

O presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos citotóxicos, 

genotóxicos e mutagênicos induzidos por poluentes derivados de despejos 

realizados ao longo do rio Preto/SP-Brasil, por meio da análise da variação do 

índice mitótico, de aberrações cromossômicas e da indução de células 

micronucleadas, sob o sistema teste de Allium cepa. 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Caracterização da área de estudo e locais de coleta das amostras de água 

A área escolhida no presente estudo foi o rio Preto (20° 55’ 59‖ S/ 49° 18’ 

59‖ W), localizado no interior do estado de São Paulo-Brasil. Em São José do Rio 

Preto/SP- Brasil, no trecho urbano, o rio apresenta uma parte represada, formando 

a represa municipal responsável pelo abastecimento de água da população. A área 

total da represa municipal é de aproximadamente 5 Km
2
 (com 4 Km de 

comprimento), com profundidade máxima de 2,5m. O rio Preto há vários anos, 

vem sofrendo com a poluição dada pelos emissários de esgotos não tratados, pelo 

despejo clandestino de lixos e pelo assoreamento decorrente, principalmente, da 

ausência da mata ciliar. Alguns acidentes foram registrados neste rio, 

especificamente na zona urbana de São José do Rio Preto, com registros de 

mortalidade de peixes decorrente de lançamentos irregularmente de efluentes 

industriais (CETESB – 03/2004 - São José do Rio Preto/SP).  

Para a avaliação do potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico das 

águas do rio Preto, amostras de águas foram coletadas em de março de 2007 e 

2008 (estação chuvosa) e agosto de 2006 e 2007 (estação seca), em seis pontos 

distintos do rio Preto: Ponto 1 (P1), 8 km antes do represamento;  Ponto 2 (P2), 

1km antes do represamento; Ponto 3 (P3), local de despejo do esgoto; Ponto 4 

(P4), margem oposta do despejo do esgoto; Ponto 5 (P5), saída do represamento; 

Ponto 6 (P6), 1 km após represamento (Figura1).  



 

Galões plásticos novos, com capacidade de 20L, foram utilizados, para a coleta 

das amostras de águas aos ensaios de Allium cepa. Para as amostras de águas 

destinadas às análises de elementos químicos, frascos estéreis de vidro de 2L 

foram utilizados para coleta. O procedimento das coletas das amostras de águas 

foi realizado segundo a metodologia de coleta de águas superficiais, descrita pela 

CETESB (1987), como segue: 

(1) Primeiramente, os galões foram submergidos nas águas do local de 

coleta, para uma lavagem previa do mesmo com a água do ponto a ser coletado; 

(2) Após este procedimento, os recipientes foram, novamente, 

submergidos nas águas dos respectivos pontos, porém, em locais correspondentes 

aos pontos médios da largura do rio, até o completo preenchimento de seu 

volume; 

(3) Após coleta, as amostras foram levadas imediatamente ao laboratório 

para início dos experimentos. 

Temperaturas médias, máximas e mínimas e índices pluviométricos 

foram obtidos, para todos os meses de coleta, junto ao Centro de Pesquisas 

Metereológicas e Climáticas Aplicadas à Agricultura (CEPAGRI), da cidade de 

São José do Rio Preto/SP-Brasil (Tabela 1).  

 

2.2. Material biológico 

 O material biológico utilizado nos ensaios de citotoxicidade, 

genotoxicidade e mutagenicidade constituiu-se de sementes de Allium cepa (2n = 

2X = 16 cromossomos) de uma única variedade (Baia Periforme) e de um mesmo 

lote, para evitar diferentes respostas durante os bioensaios. 

 

2.3. Bioensaio 

 Sementes de A. cepa foram submetidas à germinação em amostras de 

águas coletadas nos pontos de coleta acima mencionados, em água Milli-Q 



 

(controle negativo) e 0,0019ppm de uma substância reconhecidamente aneugênica 

(Trifluralina - controle positivo), em placas de Petri contendo, aproximadamente, 

100 sementes cada. Os experimentos foram desenvolvidos em temperatura 

ambiente.  

Após a germinação, quando as raízes de A. cepa atingiram cerca de 1,5 

cm de comprimento, elas foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de 

etanol para 1 ácido acético – v:v), por um período de 24 horas. Posteriormente, 

para análise dos índices mitótico, de aberrações cromossômicas e de células com 

micronúcleos, as radículas fixadas foram submetidas à reação de Feulgen (Mello e 

Vidal, 1978, com modificações), que compreende duas etapas: uma hidrólise 

ácida em HCl 1M a 60º C, durante 11 minutos e a coloração pelo reativo de 

Schiff, por 2 horas, em local escuro. Para o preparo das lâminas, as pontas das 

raízes foram seccionadas, em lâmina, para extração das suas regiões 

meristemáticas. Para intensificar a coloração das células, foi adicionada aos 

meristemas uma gota de carmim-acético (2%). O material foi recoberto com 

lamínula e, com o auxílio de um estilete de madeira, submetido a uma leve 

pressão, para proporcionar um melhor espalhamento das células sobre a lâmina, 

sem o comprometimento das análises. O material foi analisado ao microscópio de 

luz, com aumento de 400 vezes. 

Para análises dos efeitos genotóxicos, diversos tipos de aberrações 

cromossômicas foram consideradas, em diferentes estágios de divisão celular 

(prófase, metáfase, anáfase e telófase), como C-metáfases, metáfases aderentes, 

perdas, pontes e quebras cromossômicas, anáfases multipolar e outras. As células 

com micronúcleos, observadas em células meristemáticas de A.cepa, foram 

utilizadas como um outro endpoint, considerado como resultante de efeito 

mutagênico dos químicos presentes nas águas utilizadas nos ensaios. O efeito 

citotóxico foi um terceiro parâmetro considerado, obtido pelas análises do índice 

de divisão celular, ou índice mitótico exibido pelas células, segundo a fórmula: 

IM (índice mitótico) = número de células em divisão   x  100 

                                       total de células observadas 



 

 

 Para todas as categorias analisadas, foram contabilizadas cerca de 5000 

células por tratamento, sendo 500 células por lâmina, obtidas de um total de 10 

lâminas. Os dados foram comparados, usando o teste Kruskal-Wallis, em um nível 

de significância de p<0,05.  

3. Análises químicas 

Foram realizadas análises químicas de todas as amostras de água coletadas ao 

longo do rio Preto. Para esta análise foram quantificados os elementos químicos: 

nitrato, nitrito, amônia, sulfatos, cloreto, chumbo, alumínio, manganês, ferro total, 

cobre, zinco, cromo e cádmio. 

4. Resultados 

4.1. Parâmetros químicos  

 Nas análises químicas foram detectados valores que se encontram acima 

dos limites recomendados pela portaria 357/2005, do Conselho Nacional do Meio 

Ambiente (CONAMA), para os elementos químicos Cd, Pb, Fe, Al, NH3, Mn, Cu 

e Zn (Tabela 2). 

4.2. Indução dos efeitos citotóxicos 

 Os índices mitóticos obtidos pelas análises realizadas em células de A. 

cepa não mostraram diferenças significativas quando comparados com os 

resultados do controle negativo em células meristemáticas de A. cepa, expostas às 

amostras de águas coletadas ao longo do rio Preto (Tabela 3). 

  

4.3. Indução de aberrações cromossômicas e nucleares  

Foram observadas células micronucleadas, exibindo diferentes 

tamanhos de micronúcleos (Figura 2b-g), além de células portadoras de quebras 

cromossômicas (Figura 2h, 2i - setas), que foram contabilizadas como endpoint de 

potencial mutagênico. Foi observado um aumento significativo (p<0,05) na 

freqüência de quebras cromossômicas e de células micronucleadas para os ensaios 

realizados com as amostras de água do P3 (agosto de 2007) e P6 (agosto de 2006 
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e agosto de 2007), quando comparados com o controle negativo (Tabela 3 e 

Figura 3 A). O controle positivo apresentou valores significativos para todos os 

períodos estudados. 

Na avaliação do potencial genotóxico, foram observadas as seguintes 

anormalidades: anáfase com perda cromossômica (Figura 2k, 2l - setas); C-

metáfase (2n); anáfase com ponte cromossômica (Figura 2o); célula binucleada 

(Figura 2p); anáfase multipolar (Figura 2q, 2r), dentre outras. Células 

meristemáticas de A. cepa, expostas às amostras de águas coletadas nos P3 e P6, 

exibiram freqüências de aberrações cromossômicas maiores que as do controle 

negativo, com diferenças estatisticamente significativas, para todos os períodos 

estudados (Tabela 3). Valores significativos também foram registrados para 

amostras de águas coletadas nos períodos de março de 2007-2008 e agosto de 

2007, para o P1. Os P2 e P4, quando comparados com o controle negativo, 

apresentaram valores significativos nos períodos de março e agosto de 2007, 

respectivamente. Células meristemáticas expostas a amostra de água do P5 

apresentaram valores estatisticamente significativos somente no mês de agosto de 

2006 (Tabela 3 e Figura 3B). 

Quando o número de cada tipo de anormalidades foi analisado 

individualmente, apenas a freqüência de pontes cromossômicas, encontrada para 

os ensaios realizados com amostras do P3 no período de agosto de 2007, mostrou 

resultado estatisticamente significativo em relação ao controle negativo (Tabela 

4).  

   

5. Discussão 

O despejo acidental e intencional de compostos químicos prejudiciais 

no ambiente aquático tem o potencial de perturbar a estrutura e o funcionamento 

do ecossistema natural (Vanzella et al., 2007). Existem muitas fontes poluidoras 

derivadas de várias atividades humanas que alteram a qualidade da água. Para Ohe 

et al. (2004), as atividades relacionadas com a indústria, a produção de energia, o 



 

transporte, a mineração e agricultura constituem fontes poluidoras importantes dos 

recursos hídricos. Segundo Falkenmark e Allard (1991), as substâncias poluidoras 

podem ser classificadas em diferentes categorias como: ácidos e agentes 

acidificantes (SO2, NOn); nutrientes (NO3
-
, PO4

-3
); compostos orgânicos 

degradáveis; metais e metalóides.  

O rio Preto, tido como modelo deste estudo, é um rio que, ao passar 

pelo trecho urbano da cidade de São José do Rio Preto/SP-Brasil, recebe todo o 

esgoto gerado no município (de cerca de 480 mil habitantes), que equivale a quase 

20 toneladas de detritos, sem tratamento, lançados, diariamente, neste manancial. 

As amostras de águas do rio Preto apresentaram índices acima dos recomendados 

dos elementos químicos: cobre (Cu) cádmio (Cd), ferro (Fe) e chumbo (Pb), em 

quase todos os pontos de coleta e períodos estudados, cujas concentrações 

diferiram entre as estações e entre as amostra de água. O Fe e o Cu foram 

encontrados em todas as amostras de águas coletadas, para todos os períodos do 

estudo, sempre em concentrações bem superiores às recomendadas pela 

legislação, pelo nível de classe que o rio se insere. 

Em duas das coletas realizadas (agosto de 2007 e março de 2008), foi 

também observada a presença de Manganês, em concentrações superiores às 

recomendadas pela legislação. Em agosto de 2007, o Mn foi encontrado em todas 

as amostras coletadas, com exceção dos P2 e P4 e em março de 2008 só não foi 

registrado para o P4. Contudo, os índices aumentados deste metal não foram 

suficientes para explicar a indução dos efeitos genotóxicos observados, pois, 

mesmos nos pontos e períodos onde não foram quantificados níveis acima do 

padrão recomendado pela legislação, houve registros de aberrações 

cromossômicas, parâmetros indicativos da genotoxicidade da água do rio Preto.  

O Pb apresentou diferenças entre as estações de verão e de inverno, para 

quase todos os pontos de coleta, apresentando valores maiores no inverno que no 

verão. O aumento desses valores na estação seca pode ser explicado pela perda do 

volume de água, comum na maioria dos reservatórios de água, durante a estiagem. 

Em contrapartida, na última coleta (verão de 2008), foram observados valores 



 

superiores aos encontrados para as coletas anteriores, podendo este acréscimo 

estar relacionado com um aumento de emissão de efluentes contaminados com 

este metal neste período. 

A distribuição dos compostos químicos, contaminantes ou não dos 

ambientes aquáticos, é controlada por processos químicos, físicos e biológicos 

que, acabam determinando sua concentração na coluna de água, nos sólidos 

suspensos e nos sedimentos (Sá, 2003; Santos et al., 2006). 

 Os níveis de citotoxicidade de um composto testado podem ser 

determinados pelo aumento ou decréscimo do índice mitótico (IM), que pode ser 

usado como um parâmetro de citotoxicidade em estudos de biomonitoramento 

ambiental (Fernandes et al., 2007). Índices mitóticos menores que o controle 

negativo podem indicar que o crescimento e o desenvolvimento dos organismos 

expostos foram afetados pelos compostos testados. Por outro lado, índices 

mitóticos maiores que os encontrados no controle negativo são provenientes da 

indução do aumento da divisão celular, que podem caracterizar um evento 

detrimental para as células, produzindo uma proliferação descontrolada e, 

eventualmente, levar a uma posterior formação de tumor (Caritá e Marin-Morales, 

2008) 

De acordo com Caritá e Marin-Morales (2008), o aumento ou a 

diminuição do índice mitótico pode ser um importante indicador para monitorar 

os níveis de poluição em ambientes afetados, especialmente aqueles contaminados 

com compostos potencialmente tóxicos e citotóxicos.  

Metais pesados introduzidos no ambiente de maneira natural e/ou 

antropogênica acumulam no solo e são absorvidos pelas plantas, induzindo a 

muitos efeitos tóxicos, especialmente, nas raízes. Foi mostrado que metais 

pesados como chumbo e cádmio inibiram o crescimento de raízes (Liu et al., 

1994, 2003; Seregin et al., 2004) devido ao decréscimo no índice mitótico, valores 

estes acompanhados pela redução do número de células em metáfase e anáfase 

(Wierzbicka, 1988, 1989; Samardakiewicz e Woz´ny, 2005; Fusconi et al., 2006). 



 

Segundo Seth et al. (2008), a interação do metal pesado cádmio com 

proteínas essenciais para a progressão do ciclo celular pode ser a causa da inibição 

do índice mitótico. Inibição da síntese dessas proteínas pode também causar 

retardo no crescimento, como relatado, precocemente, em mostarda indiana 

exposta ao cádmio (Seth et al., 2007).  

Na opinião de Wierzbicka’s (1999), a redução no número de células em 

divisão, na presença de metais, resulta de distúrbios do ciclo celular conduzindo 

para seu prolongamento. Por exemplo, em células meristemáticas de A. cepa 

tratadas com chumbo, o ciclo celular foi alongado por 8,5h, quando comparado 

com controle negativo. Este aumento do ciclo mitótico se deu, principalmente, 

pela prolongação da fase S. A redução na proliferação celular também foi 

observada por Lerda (1992). O autor observou que a freqüência de células em 

divisão foi diminuindo, progressivamente, com o aumento das concentrações de 

chumbo. 

Segundo Glinska et al. (2007), os metais chumbo, cádmio e cromo 

diminuíram o índice mitótico e induziram numerosos distúrbios mitóticos em 

raízes meristemáticas de A. cepa, confirmando seus efeitos citotóxicos descritos 

para muitas plantas. 

No presente estudo o teste de índice mitótico não se caracterizou em um 

bom parâmetro para avaliação deste tipo de poluição para este recurso hídrico, 

haja vista, que nenhum resultado apresentou-se estatisticamente significativo, 

quando comparado com o controle negativo.  

Quanto à genotoxicidade dessas águas, uma elevada freqüência de 

aberrações cromossômicas foi observada em todos os pontos e períodos de coleta. 

Aberrações cromossômicas são caracterizadas por mudanças na estrutura 

cromossômica ou no número total de cromossomos que podem ocorrer, 

espontaneamente, e como resultado de exposição a agentes físicos e químicos 

(Leme et al., 2008). 

As aberrações cromossômicas mais observadas em nossos ensaios foram 

alterações em células em anáfase (ponte, perda, e multipolaridade), em metáfase 



 

(C-metáfases), como também a presença de células binucleadas, células com 

micronúcleos e quebras cromossômicas.  

Segundo Fenech e Crott (2002), micronúcleos podem ser resultados de 

fragmentos acêntricos (agentes clastogênico) ou de cromossomos inteiros (agente 

aneugênico) que não foram incorporados ao núcleo principal, durante o ciclo 

celular. Desta maneira, uma substância capaz de induzir a formação de 

micronúcleos, pode ser considerada uma substância clastogênica ou aneugênica 

(Meng, 2003). A ação clastogênica é comprovada pela presença de micronúcleos 

decorrentes de quebras cromossômicas durante o processo de divisão celular. Já a 

ação aneugênica acontece pela inativação do fuso mitótico, que levará a perda de 

cromossomos inteiros, ficando os mesmos ausentes no núcleo principal da célula 

(Fenech, 2000). 

Yamamoto e Kikuchi (1980) mostraram que, medindo o diâmetro do 

micronúcleo, é possível determinar se o agente testado tem ação clastogênica 

ou aneugênica. Os autores mostraram que micronúcleos derivados de agentes 

clastogênicos eram menores que os micronúcleos derivados de ação 

aneugênica. Contudo este método não tem sido satisfatório para um grande 

número de micronúcleos, não mostrando confiança em muitos outros casos. 

Outros autores, como Combes et al., 1995; Fenech, 2000, concluíram que a 

utilização da análise do tamanho do micronúcleo, como um parâmetro para 

determinar clastogenicidade ou aneugenicidade de agentes diversos, poderia 

não ser confiável o suficiente, visto que, dependendo da espécie, o cariótipo 

pode ser assimétrico, sendo heterogêneo em relação ao tamanho do 

cromossomo, como, por exemplo, o cariótipo humano.   

Contrariamente ao observado no homem, algumas espécies de plantas 

superiores, como A. cepa, possuem um padrão cariotípico simétrico, o qual 

apresenta homogeneidade quanto ao tamanho dos seus cromossomos, 

apresentando cromossomos grandes e em pequena quantidade (2n = 16) (Grant, 

1982; Fiskesjö, 1985). Desta forma, a metodologia proposta por Yamamoto e 

Kikuchi (1980), pode ser válida para o organismo teste de A. cepa, para a 



 

detecção das ações aneugênica e/ou clastogênica de uma substância, em 

relação ao tamanho de seus micronúcleos.  

Além disso, os micronúcleos presentes nas células mostraram tamanhos 

variados. Nem todos os micronúcleos observados apresentaram tamanho 

semelhante aos micronúcleos observados para os ensaios realizados com a 

Trifluralina, um herbicida de reconhecida ação aneugênica (Fernandes et al., 

2007), sugerindo assim que alguns metais do presente estudo podem apresentar 

ação clastogênica e outros ação aneugênica, o que pode também ser reforçado 

pelos tipos de aberrações observadas (quebras e perdas cromossômicas), 

durante as análises. Estudos com girassóis relataram que, dependendo da 

concentração e do tempo de exposição ao alumínio, cádmio, cobre e níquel, 

aumenta o efeito clastogênico e aneugênico nessas plantas (Chakravarty e 

Srivastava, 1992). Também foi documentado que os metais chumbo, cádmio e 

cromo induziram micronúcleo em células meristemáticas de A. cepa. (Lerda, 

1992; Matsumoto et al, 2006; Glinska, 2007). 

Os resultados mostraram um aumento significativo do número de 

micronúcleos em raízes expostas aos P3 (agosto de 2007) e P6 (agosto de 2006 e 

agosto de 2007), em relação ao controle negativo, mostrando o efeito mutagênico 

dos agentes químicos presentes nas amostras das águas destes pontos de coleta. 

Esses resultados podem nos indicar que a baixa pluviosidade observada na estação 

seca, pode ter promovido uma maior concentração dos metais presentes nas 

amostras destas águas e que águas derivadas desses pontos de coleta apresentaram 

maior potencialidade de indução de efeitos mutagênicos, decorrente do 

comprometimento ambiental, conferido pelo despejo direto de esgoto urbano 

nesses pontos.  

 Alterações como C-metáfases caracterizam uma evidência da presença de 

agentes aneugênicos, pois são decorrentes de uma completa inativação do fuso 

mitótico das células (Fiskejö, 1985; Fiskejö, 1993). Quando os fusos são 

completamente inativados, nenhuma placa equatorial é organizada e, 

conseqüentemente, a divisão do centrômero é bloqueada. Sendo assim, podemos 



 

sugerir que muitas das C-metáfases observadas nos ensaios realizados com as 

diferentes amostras de água devem ser decorrentes da inativação do fuso mitótico 

destas células. De acordo com Fernandes et al., (2007), a presença de C-metáfases 

pode resultar em células multinucleadas, embora o resultados mais freqüente 

sejam a indução de células poliplóides e de células com micronúcleos.  

Os resultados não mostraram valores significativos para C-metáfases, em 

células meristemáticas expostas a águas do rio Preto. Por outro lado, apresentaram 

aumento de micronúcleos de tamanho grandes em alguns pontos, confirmando a 

ação aneugênica dos químicos presentes nas amostras de águas coletadas. Glinska 

et al. (2007) mostraram que soluções de cádmio, chumbo e cromo, nas 

concentrações de 100 µM, induziram formação de C-metáfases e micronúcleos 

em células meristemáticas de A.cepa. 

Pontes cromossômicas, segundo Marcano et al. (2004), podem ocorrer 

como conseqüência da aderência e uma subseqüente falha na separação dos 

cromossomos na anáfase ou ainda ser atribuída a uma translocação desigual ou 

inversão dos segmentos cromossômicos. Uma vez aderidas, as cromátides 

permanecem unidas e, quando separadas, na anáfase, podem levar a ruptura do 

cromossomo. Essa sugestão esclareceria a presença de micronúcleos derivados de 

perdas de cromossomos inteiros, após tratamento com amostras de água do rio 

Preto.  

 De acordo com Rank e Nielsen (1998), as anáfases multipolares decorrem 

do mau funcionamento do fuso mitótico, que distribui os cromossomos de forma 

irregular, encaminhando-os para mais de dois pólos nas células, contrariamente ao 

que ocorre em células de divisão normal. Para Fernandes et al. (2007), as anáfases 

multipolares podem ser decorrentes de ação aneugência de uma substância, que 

impede a polimerização dos fusos mitóticos, sem impedir a duplicação dos centros 

organizadores de microtúbulos. Quando a ação do agente é atenuada e a célula 

volta a normalidade de divisão, vai existir mais de dois centros organizadores de 

microtúbulos presentes, levando a multipolaridade na divisão.  



 

 De acordo com a literatura, tais alterações podem ser decorrentes da ação 

de certos metais pesados. Nos últimos anos, a emissão de metais pesados no 

ambiente tem aumentado, causando impacto severo nos ecossistemas e o 

comprometimento grave à saúde humana. As principais atividades 

responsáveis pela contaminação por metais pesados no solo e na água são as 

atividades industriais, agrícolas e urbanas, decorrendo em sérios problemas 

ambientais (Marcano et al., 2002; Matsumoto e Marin-Morales, 2005). 

 Os dados indicam aumento da genotoxicidade e mutagenicidade na época 

da estação seca comparada com a estação chuvosa, principalmente nos pontos 

3 e 6 onde ocorrem descargas de efluentes.  
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Estado de São Paulo
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Figura 1: Localização da cidade de São José do Rio Preto/SP-Brasil (latitude 

20° 55’ 59‖ S, longitude 49° 18’ 59‖ W) e dos pontos de coleta ao longo do rio 

Preto. P1: 8 km antes do represamento; P2: 1 km antes do represamento; P3: 

local de despejo de esgoto; P4: margem oposta de despejo de esgoto; P5: saída 

do represamento e P6: 1 km após represamento.   



 

Tabela 1: Dados meteorológicos da cidade de São José do Rio Preto/SP-Brasil, 

referentes aos períodos de coleta das amostras de água do rio Preto, obtidos junto 

ao CEPAGRI. 

Período de 

coleta 

Média de 

temperatura 

máxima (°C)  

Média de 

temperatura 

mínima (°C) 

Índice de 

chuva (mm) 

Nº total 

de dias 

chuvosos 

     

Agosto 2006 30.68 16.45 6.2 1 

 

Agosto 2007 29.68 16.81 0 0 

 

Março 2007 32.61 21.58 111.6 8 

 

Março 2008 28.90 22.58 164.8 10 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Tabela2: Análises químicas das amostras de águas coletadas em diferentes pontos ao longo do rio Preto, São José do Rio Preto/SP. 

Elementos químicos (mg/L) 

  Cd Cloreto Pb Al NH3 Fe  Mn Cr Cu Nitrato Nitrito Sulfato Zn 

Estações e pontos               

Inverno 2006               

P1  0,002* 3,8 0,019* 0,010 0,20 1,04* 0,063 0,01 0,05* 1,10 0,008 5,0 0,17    

P2  0,002* 6,6 0,013* 0,020 0,74 1,69* 0,050 0,01 0,09* 2,20 0,037 7,0 0,16 

P3  0,003* 4,8 0,013* 0,136* 0,17 0,67* 0,038 0,01 0,01* 3,00 0,033 16,0 0,16 

P4  0,002* 3,0 0,007 0,214* 0,19 0,60* 0,034 0,01 0,02* 2,50 0,013 4,0 0,21* 

P5  0,001 3,6 0,010* 0,021 0,19 0,36* 0,039 0,01 0,02* 2,60 0,012 4,0 0,20* 

P6  0,001 4,3 0,025* 0,043 0,58 0,48* 0,031 0,01 0,05* 1,80 0,031 3,0 0,09 

               

Verão 2007               

P1  0,002* 10,3 0,010* 0,043 1,05 2,05* 0,077 0,01 0,01* 1,90 0,098 0,0 0,02    

P2  0,001 7,9 0,013* 0,065 0,65 2,17* 0,043 0,01 0,01* 2,10 0,053 7,0 0,01 

P3  0,001 8,7 0,008 0,024 0,50 1,10* 0,056 0,01 0,02* 1,80 0,047 16,0 0,01 

P4  0,002* 4,5 0,008 0,039 0,47 1,28* 0,067 0,01 0,01* 0,80 0,027 4,0 0,01 

P5  0,003* 3,7 0,015* 0,043 0,41 0,81* 0,052 0,01 0,03* 0,80 0,032 4,0 0,01 

P6  0,017* 5,5 0,011* 0,033 0,94 0,80* 0,039 0,01 0,01* 1,50 0,047 3,0 0,01 

               

Inverno 2007               

P1  0,001 6,8 0,016* 0,030 2,66 2,34* 0,133* 0,01 0,03* 2,20 0,257 1,0 0,01    

P2  0,001 4,7 0,010* 0,098 0,67 2,45* 0,093 0,01 0,03* 1,60 0,064 0,0 0,01 

P3  0,007* 25,0 0,034* 0,013 3,62 0,42* 0,102* 0,01 0,13* 1,60 0,011 76,0 0,04 

P4  0,002* 3,0 0,013* 0,054 0,23 0,95* 0,071 0,01 0,02* 0,80 0,005 0,0 0,01 

P5  0,002* 4,1 0,021* 0,102* 0,78 1,08* 0,223* 0,01 0,03* 1,00 0,019 1,0 0,00 

P6  0,002* 16,2 0,012* 0,084 3,74* 1,22* 0,216* 0,01 0,06* 1,40 0,032 16,0 0,02 

               

Verão 2008               

P1  0,002* 5,7 0,032* 0,029 1,69 2,30* 0,284* 0,01 0,03* 1,80 0,067 0,0 0,00 

P2  0,001 4,3 0,025* 0,042 0,89 2,49* 0,115* 0,01 0,02* 1,60 0,060 0,0 0,01 

P3  0,001 9,4 0,030* 0,250* 0,99 1,75* 0,118* 0,0 0,04* 1,60 0,036 10,0 0,01 

P4  0,002* 4,3 0,028* 0,080 0,45 1,25* 0,101* 0,02 0,02* 1,80 0,029 4,0 0,01 

P5  0,001 7,1 0,026* 0,173* 0,89 1,74* 0,133* 0,0 0,03* 1,60 0,029 4,0 0,01 

P6  0,002* 9,6 0,026* 0,164* 2,00 1,47* 0,114* 0,01 0,08* 1,90 0,058 6,0 0,01 

VMP  0,001 250 0,01 0,1 3,7 0,3 0,1 0,05 0,009 10 1,0 250 0,18 

               

VMP: Valor Máximo Permitido ; * Valores acima do recomendado pelo  Conselho nacional do Meio Ambiente (CONAMA)  - portaria 357/2005  



 

 

Tabela 3: Médias e desvio-padrão dos efeitos citotóxicos (IM), genotóxicos (AC) e mutagênicos 

(MN+QC) em células meristemáticas de Allium cepa, após tratamento com amostras de água 

coletadas ao longo do rio Preto, controle negativo e controle positivo.     

Coletas Pontos IM AC MN+QC 

 CN 0,49 ± 0,04  0,2 ± 0,42  0,0 ± 0,00 

 CP 0,41 ± 0,02 9,8 ± 1,39*  4,6 ± 1,26* 

 P1 0,46 ± 0,09 2,2 ± 1,03  0,7 ± 0,82 

Agosto 2006 P2 0,45 ± 0,09 1,8 ± 1,03  1,2 ± 1,03 

 P3 0,44 ± 0,07 3,2 ± 1,68*   1,1 ± 0,56 

 P4 0,45 ± 0,07 2,1 ± 1,28  0,9 ± 0,73 

 P5 0,46 ± 0,04 2,6 ± 0,69*  0,6 ± 0,69 

 P6 0,41 ± 0,08 2,6 ± 0,84*  1,5 ± 0,70* 

     

 CN 0,46 ± 0,06 0,2 ± 0,42 0,0 ± 0,00 

 CP 0,40 ± 0,05 6,5 ± 1,95*  4,9 ± 1,37* 

 P1 0,44 ± 0,07 3,2 ± 1,68* 0,4 ± 0,69 

Março 2007 P2 0,44 ± 0,06 2,3 ± 1,33* 0,4 ± 0,51 

 P3 0,42 ± 0,07 2,3 ± 0,82* 0,5 ± 0,52 

 P4 0,43 ± 0,06 1,6 ± 0,96 0,3 ± 0,48 

 P5 0,46± 0,06 1,5 ± 0,70 0,3 ± 0,48 

 P6 0,43 ± 0,06 2,2 ± 0,92* 0,3 ± 0,48 

     

 CN 0,50 ± 0,09 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31 

 CP 0,39 ± 0,04 8,9 ± 1,19*  3,7 ± 1,70* 

 P1 0,47 ± 0,09 2,7 ± 1,33* 0,9 ± 0,73 

Agosto 2007 P2 0,47 ± 0,07 2,0 ± 0,81 0,6 ± 0,69 

 P3 0,42 ± 0,05 4,2 ± 2,44* 1,6 ± 1,26* 

 P4 0,44 ± 0,09 2,3 ± 1,06* 0,5 ± 0,52 

 P5 0,47 ± 0,07 2,2 ± 0,92 0,5 ± 0,52 

 P6 0,45 ± 0,08 2,6 ± 0,84* 1,4 ± 0,51* 

     

 CN 0,54 ± 0,09 0,1 ± 0,31   0,0 ± 0,00 

 CP 0,43 ± 0,07 7,5 ± 1,58*  3,8 ± 1,13* 

 P1 0,56 ± 0,10 1,9 ± 0,73*  0,2 ± 0,42 

Março 2008 P2 0,60 ± 0,13 1,8 ± 1,03  0,3 ± 0,48 

 P3 0,52 ± 0,05  2,3 ± 0,94 * 0,8 ± 0,63 

 P4 0,53 ± 0,14 1,6 ± 0,96  0,2 ± 0,42 

 P5 0,53 ± 0,05 1,8 ± 0,79  0,4 ± 0,69 

 P6 0,50 ± 0,07 2,5 ± 1,58 * 0,6 ± 0,51 

     

* Valores estatisticamente significativos pelo teste de Kruskal-Wallis, com p< 0,05; IM: Índice 

mitótico; AC: Aberração cromossômica; MN: micronúcleo; QC: quebra cromossômica; CN: 

Controle negativo; CP: Controle positivo. 



 

 

Figura 2: Células meristemáticas de Allium cepa expostas 

ao herbicida Trifluralina (a, j e m) e a águas coletadas ao 

longo do rio Preto (b-i, k-l, n-r). (a-g) Células 

micronucleadas exibindo diferentes tamanhos de 

micronúcleos; (h-j) anáfases com quebras cromossômicas 

(setas); (k-l) Células exibindo perdas cromossômicas 

(setas); (m-n) C-metáfases; (o) Anáfase com ponte 

cromossômica; (p) Célula binucleada; (q-r) Anáfases 

multipolares. Aumento de 1000X    
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* valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis, com p<0,05 

 

Figura 3: Alterações mutagênicas (A) e genotóxicas (B) encontradas em 

células meristemáticas de Allium cepa, tratadas com água (CN), 

Trifluralina (CP) e amostras de águas (P1-P6) coletadas em diferentes 

pontos ao longo do rio Preto. 
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Tabela 4: Médias e desvio-padrão de aberrações cromossômicas encontradas em células meristemáticas de Allium cepa, após exposição em amostras de água coletadas ao 

longo do rio Preto-SP, controle negativo e controle positivo em diferentes estações. 

 PC MP PdC CB C-M AdC PeP AMP 

Agosto 2006         

CN 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 

CP 1,4 ± 0,84* 1,1 ± 0,56*  1,4 ± 0,84* 1,6 ± 0,84* 1,1 ± 0,87 1,2 ± 0,42* 0,4 ± 0,70 1,1 ± 0,73* 

P1 0,4 ± 0,51 0,4 ± 0,51 0,1 ± 0,31 0,7 ± 0,94 0,4 ± 0,51 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 

P2 0,5 ± 0,70 0,0 ± 0,48 0,2 ± 0,42 0,1 ± 0,31 0,2 ± 0,42 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,1 ± 0,31 

P3 0,8 ± 0,63 0,5 ± 0,70 0,5 ± 0,97 0,3 ± 0,67 0,7 ± 1,05 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,1 ± 0,31 

P4 0,4 ± 0,51 0,2 ± 0,42 0,4 ± 0,51 0,6 ± 0,70 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,1 ± 0,31 

P5 0,6 ± 0,69 0,2 ± 0,42 0,6 ± 0,70 0,3 ± 0,48 0,3 ± 0,48 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31 

P6 0,6 ± 0,51 0,4 ± 0,69 0,4 ± 0,69 0,5 ± 0,70 0,3 ± 0,48 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,1 ± 031 

Março 2007         

CN 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 

CP 0,8 ± 0,79 0,8 ± 0,79 0,5 ± 0,72 0,6 ± 0,70 1,0 ± 0,94 0,5 ± 0,70 0,3 ± 0,48 0,8 ± 0,78 

P1 0,7 ± 0,82 0,4 ± 0,52 0,3 ± 0,48 0,6 ± 0,69 0,6 ± 0,69 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31 0,2 ± 0,42 

P2 0,8 ± 0,63 0,5 ± 0,52 0,0 ± 0,00 0,7 ± 1,05 0,2 ± 0,42 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 

P3 0,6 ± 0,69 0,2 ± 0,42 0,0 ± 0,00 0,4 ± 0,52 0,3 ± 0,48 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,1 ± 0,31 

P4 0,3 ± 0,48 0,2 ± 0,42 0,2 ± 0,42 0,1 ± 0,31 0,3 ± 0,67 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 

P5 0,5 ± 0,70 0,3 ± 0,48 0,2 ± 0,63 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 

P6 0,8 ± 0,78  0,4 ± 0,51 0,0 ± 0,00 0,5 ± 0,84 0,4 ± 0,69 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,0 ±0,00 

Agosto 2007         

CN 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 

CP 1,1 ± 0,56* 1,3 ± 0,94* 0,9 ± 0,56 1,8 ± 0,92* 1,1 ± 0,73* 1,0 ± 0,47* 0,3 ± 0,50 0,7 ± 0,67 

P1 1,0 ± 0,47  0,3 ± 0,48 0,3 ± 0,48 0,7 ± 0,94 0,2 ± 0,42 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 

P2 0,5 ± 0,70 0,3 ± 0,48 0,3 ± 0,48 0,5 ± 0,70 0,1 ± 0,31 0,3 ± 0,67 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 

P3 1,4 ± 1,07* 0,9 ± 1,59 0,5 ± 0,52 0,8 ± 1,39 0,2 ± 0,42 0,0 ± 0,00 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 

P4 0,9 ± 1,10 0,2 ± 0,42 0,4 ± 0,51 0,4 ± 0,51 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,3 ± 0,48 

P5 0,7 ± 0,67 0,1 ± 0,31 0,4 ± 0,51 0,5 ± 0,70 0,3 ± 0,48 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,1 ± 0,31 

P6 0,7 ± 0,67 0,4 ± 0,51 0,3 ± 0,48 0,3 ± 0,48 0,3 ± 0,48 0,1 ± 0,33 0,0 ± 0,00 0,1 ± 0,31 

Março 2008         

CN 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00  0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 

CP  0,9 ± 0,74 0,8 ± 1,03 0,9 ± 0,73 0,7 ± 0,82 1,4 ± 0,51 0,8 ± 0,42 0,4 ± 0,69 0,9 ± 0,56 

P1 0,7 ± 0,82 0,3 ± 0,48 0,2 ± 0,42 0,4 ± 0,69 0,2 ± 0,42 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 

P2 0,5 ± 0,53 0,3 ± 0,48 0,3 ± 0,48  0,7 ± 0,82 0,2 ± 0,42 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 

P3 0,4 ± 0,51 0,4 ± 0,70 0,3 ± 0,48 0,5 ± 1,27 0,2 ± 0,42 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 

P4  0,5 ± 0,97 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31 0,5 ± 0,84 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31 0,1 ± 0,31  

P5 0,4 ± 0,51 0,3 ± 0,48  0,3 ± 0,48 0,4 ± 0,69 0,3 ± 0,48 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 

P6 0,4 ± 0,84  0,4 ± 0,51  0,2 ± 0,42  0,7 ± 0,95  0,4 ± 0,51 0,0 ± 0,00  0,0 ± 0,00  0,1 ± 0,31 

PC: pontes cromossômicas; MP: anáfase multipolar; PdC: perda cromossômica; CB: célula binucleada; AdC: aderência cromossômica; PeP: ponte e perda cromossômica; AMP: 

anáfase multipolar; AC: aberrações cromossômicas; CP: controle positivo; CN: controle negativo. * Valores estatisticamente significativos pelo teste de Kruskal-Wallis, com p< ,05. 
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Resumo 

Em nosso estudo, os testes do micronúcleo, alterações nucleares e o ensaio do 

cometa foram aplicados em eritrócitos de Oreochromis niloticus (Perciformes, 

Cichlidae), para avaliar o possível potencial mutagênico e genotóxico dos 

químicos contidos nos efluentes domésticos e urbano que são despejados ao longo 

rio Preto. Amostras de água foram coletadas em seis diferentes pontos do rio Preto 

nos meses de março de 2007 e 2008 (estação chuvosa) e agosto de 2007 (estação 

seca) em seis pontos distintos do rio: Ponto 1 (P1), 8 km antes do represamento; 

Ponto 2 (P2), 1 km antes do represamento; Ponto 3 (P3), local do despejo de 

esgoto urbano; Ponto 4 (P4), margem oposta de despejo do esgoto; Ponto 5 (P5), 

saída do represamento; Ponto 6 (P6), 1 km após represamento. As análises 

químicas dessas águas detectaram a presença dos elementos químicos Cd, Pb, Al, 

Fe, Mn, e Cu, em concentrações acima das recomendadas pela legislação. Para a 

realização dos testes, cinco espécimes de O. niloticus foram expostos, por 72 

horas, a diferentes amostras de águas e a água de poço artesiano (controle 

negativo). Embora os resultados de mutagenicidade, desenvolvidos pelo teste do 

micronúcleo, tenha mostrado valor estatisticamente significativo somente em 

células expostas a amostra de água coletada em agosto de 2007 no ponto 3, foram 

registradas anormalidades nucleares em eritrócitos dos peixes, como: núcleos 

notched, blebbed, lobed e broken-eggs, além de cariólise e células binucleadas, 

em freqüências, significativamente, mais altas que o teste controle, para alguns 

pontos e períodos estudados, sugerindo uma genotoxicidade dos compostos 

presentes nas águas deste rio, sob os organismos testados.  Para o ensaio do 

cometa, foram observados resultados, significantemente, diferentes do controle 

negativo, para os pontos 3 e 6 em todos os períodos de coleta. Nossos dados 

apontam para um comprometimento das águas do rio Preto, alertando para a 

necessidade de um melhor monitoramento da qualidade deste importante recurso 

hídrico.  

 

Palavras-chave: Teste do micronúcleo; alterações nucleares; mutagenicidade; 

ensaio do cometa; genotoxicidade; Oreochromis niloticus.  



 

1. Introdução 

 

O ambiente aquático tem sido o destino final de efluentes urbanos, 

industriais e agrícolas. Pelo possível potencial mutagênico e carcinogênico dos 

químicos presentes nesses efluentes, muitos pesquisadores têm desenvolvido 

pesquisas para avaliar os efeitos desta poluição aquática, tanto de ambientes 

marinhos como de água doce, nos organismos expostos, direta ou indiretamente, a 

ela (1-6). Neste contexto, muitos testes de toxicidade e de genotoxicidade têm 

sido realizados, complementado os dados obtidos com as análises físicas e 

químicas, conferindo uma melhor avaliação da qualidade da água, o que tem 

contribuído, significativamente, para a melhoria dos ecossistemas aquáticos (7-9). 

Os peixes reúnem características que os tornam excelentes modelos 

experimentais para estudos de toxicologia aquática, em que são, particularmente, 

utilizáveis, pois alertam sobre o potencial de perigo de substâncias químicas ou 

para a possibilidade da poluição ambiental (10).  

A espécie Oreochromis niloticus é um excelente organismo-teste usado 

em ensaios laboratoriais para investigação da toxicidade de substâncias químicas 

presentes em ecossistemas aquáticos (11). É uma espécie comumente encontrada 

em estuários do mundo todo, conhecida por responder, rapidamente, às alterações 

ambientais (12). 

O uso do teste do micronúcleo (MN) em eritrócitos de peixes tornou-se 

extremamente vantajoso, quando comparado a outros biomarcadores de 

mutagenicidade realizados com estes organismos, tais como avaliação de troca 

entre cromátides irmãs e o teste de aberrações cromossômicas, uma vez que os 

peixes apresentam cromossomos pequenos, em grande quantidade e com baixo 

índice mitótico (13,14), o que pode dificultar as conclusões baseadas em 

resultados citogenéticos. O teste do MN tem sido realizado com grande sucesso 

em avaliações de potenciais mutagênicos de poluentes ambientais e de diferentes 

substâncias químicas (15). 



 

Nos últimos anos, vários estudos têm sido acrescentados aos testes de MN 

realizados com peixes, como, por exemplo, a avaliações da presença de 

anormalidades nucleares nas células destes organismos, quando estes são expostos 

a químicos ambientais (6,14,16-19). Carrasco et al. (16) descrevem algumas 

alterações na morfologia e no envoltório nuclear, decorrentes de efeitos de 

substâncias químicas presentes na água, como: blebbed (evaginações sutis do 

envoltório nuclear); lobed (evaginações proeminentes do envoltório nuclear); 

notched (invaginação do envoltório nuclear ou núcleo em forma de rim) e broken 

eggs (pequena porção nuclear ligada ao núcleo principal por uma pequeno 

filamento nucleoplasmático). Estas alterações podem estar relacionadas com 

falhas na divisão celular, processo de morte celular e reações decorrentes de 

genotoxicidade e/ou mutagenicidade de químicos ambientais (20-22) e, portanto, 

podem ser usadas como indicativas de reatividade com o material genético, 

complementando a análise de micronúcleo. 

O ensaio do cometa é um teste que pode fornecer importantes 

informações sobre o potencial genotóxico de uma substância. O teste detecta 

pequenos danos no DNA e também apresenta vantagens quanto ao número de 

células para sua realização, além de ser de fácil e rápida aplicação, exigindo um 

curto período de tempo para a realização dos experimentos (23-28).  

No presente estudo, os testes do micronúcleo, de alterações nucleares e 

o ensaio do cometa foram aplicados em eritrócitos de O. niloticus (Perciformes, 

Cichlidae), que foram expostos a amostras de água de um importante recurso 

hídrico (rio Preto) da região de São José do Rio Preto –SP-Brasil,  para avaliar o 

potencial mutagênico e genotóxico da água deste rio, em decorrência dos 

efluentes que recebe ao longo do seu curso.  

   

 



 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Caracterização da área de estudo e locais de coleta das amostras de 

águas 

O rio Preto é um importante recurso hídrico, localizado no interior do 

estado de São Paulo-Brasil, que, no trecho urbano da cidade de São José do Rio 

Preto/SP-Brasil, apresenta uma parte represada (área total de, aproximadamente, 

5Km
2
 e profundidade máxima de 2,5m), formando a represa municipal 

responsável pelo abastecimento público da população local. 

A área deste rio, escolhida para o presente estudo, está localizada entre as 

coordenadas 20° 55’ 59‖ S/ 49° 18’ 59‖ W. O rio Preto vem sofrendo, há vários 

anos, impactos decorrentes da poluição ambiental antropogênica, conferida, 

principalmente, pelos emissários de esgotos não tratados, pelo despejo clandestino 

de esgoto doméstico e pelo assoreamento decorrente da ausência da mata ciliar.  

    Amostras de águas foram coletadas nos meses de março de 2007 e 2008 

(estação chuvosa) e agosto de 2007 (estação seca), em seis pontos distintos do rio, 

como segue: Ponto 1 (P1) – 8 km antes do represamento;  Ponto 2 (P2) - 1 km 

antes do represamento; Ponto 3 (P3) - local de despejo do esgoto; Ponto 4 (P4) - 

margem oposta do despejo do esgoto; Ponto 5 (P5) - saída do represamento; Ponto 

6 (P6) – 1 km após represamento  (Figura 1).  

Galões plásticos novos, com capacidade de 20L, foram utilizados, para 

a coleta das amostras de águas aos ensaios de Oreochromis niloticus. Para as 

amostras de águas destinadas às análises de elementos químicos, frascos estéreis 

de vidro de 2L foram utilizados para coleta. O procedimento das coletas das 

amostras de águas foi realizado segundo a metodologia de coleta de águas 

superficiais, descrita pela CETESB (1987), como segue: 

(1) Primeiramente, os galões foram submergidos nas águas do local de 

coleta, para uma lavagem previa do mesmo com a água do ponto a ser coletado; 

(2) Após este procedimento, os recipientes foram, novamente, 

submergidos nas águas dos respectivos pontos, porém, em locais correspondentes 



 

aos pontos médios da largura do rio, até o completo preenchimento de seu 

volume; 

(3) Após coleta, as amostras foram levadas imediatamente ao laboratório 

para início dos experimentos. 

Temperaturas médias, máximas e mínimas e índices pluviométricos foram 

obtidos, para todos os meses de coleta, junto ao Centro de Pesquisas 

Metereológicas e Climáticas Aplicadas à Agricultura (CEPAGRI), da cidade de 

São José do Rio Preto/SP-Brasil (Tabela 1).  

 

2.2. Material biológico 

 Os organismos-teste usados para a realização da pesquisa foram espécimes 

de Oreochromis. niloticus (Perciformes, Cichlidae), com cerca de 12 cm de 

comprimento,  para evitar diferenças intra-específicas relacionadas ao tamanho e 

idade dos peixes. Os espécimes foram obtidos junto à piscicultura da UNESP 

(Campus de São José do Rio Preto/SP), levados para o Biotério, aclimatados por 

uma semana em temperatura média de 23 °C, para, posteriormente, serem usados 

nos experimentos. 

 

2.3. Bioensaio 

 Foram utilizados, para a realização dos experimentos, sete aquários de 

vidro (capacidade de 50L), sendo um para o controle negativo, contendo apenas 

água de poço artesiano e os restantes destinados para cada um dos pontos de 

coleta. As amostras de águas coletadas foram diluídas, na proporção de 1:1 com 

água de poço artesiano, e acondicionadas nos aquários, sob constante aeração, por 

três dias. Após este período, cinco espécimes de O. niloticus, foram distribuídos, 

aleatoriamente, entre os aquários, onde permaneceram por 72 h, para estimar os 

possíveis efeitos genotóxico e mutagênico dos contaminantes presentes nas águas 

do rio Preto. Nenhum alimento foi fornecido aos peixes durante o experimento.  

 



 

2.3.1. Teste do micronúcleo e teste de alterações nucleares 

Para a realização do teste do MN, foi realizada uma punção cardíaca, 

com seringa heparinizada, para a retirada de cerca de 3cc de sangue de cada 

espécime. Para o preparo das lâminas foi descartada a primeira gota de sangue da 

seringa, com o intuito de evitar a contaminação do sangue com o líquido corporal 

e muco. Três lâminas foram confeccionadas, pela técnica de esfregaço (extensões 

sangüíneas), para cada indivíduo. O material foi fixado, por 10 minutos, em 

metanol absoluto e, após 24 horas, foi submetido à reação de Feulgen, que 

compreende duas etapas: uma hidrolise ácida em HCl 1M a 60º C, durante 11 

minutos e, posteriormente, a submissão ao reativo de Schiff, por 2 horas, em local 

escuro.  

Um total de 3.000 eritrócitos foi analisado para cada peixe do estudo 

(de todos os pontos de coleta e do controle) sob objetiva de imersão (100x). A 

média e o desvio padrão do número de eritrócitos com micronúcleo e outras 

alterações nucleares foram determinadas pela análise de 15.000 células por ponto 

de coleta do estudo.  Os resultados obtidos foram comparados, estatisticamente, 

pelo teste Kruskal-Wallis.  

 

2.3.2. Ensaio do cometa 

O mesmo sangue coletado para o teste de micronúcleo foi utilizado para 

o ensaio do cometa, seguindo a metodologia: Uma amostra de 10 l de sangue foi 

diluída em 1.000 l de solução fisiológica. As lâminas foram montadas com 10 l 

da suspensão celular + 120 l de agarose de baixo ponto de fusão (0,5%), a 37
o
 C. 

As lâminas permaneceram em uma solução de lise (1ml de triton X-100, 10 ml de 

DMSO e 89ml de solução de lise estoque, pH 10,0 – solução estoque: NaCl 2,5M, 

EDTA 100mM, Tris 10mM, para 1L) em geladeira por 1 hora. Após a lise, as 

lâminas foram transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese. Para as 

corridas, adicionou-se tampão alcalino (NaOH 300mM e EDTA 1mM (pH ~13), 

por 20 minutos. Decorrido o tempo de relaxamento, as lâminas foram submetidas 

à eletroforese, por 20 minutos à 25V, 300mA. As lâminas foram, a seguir, 



 

neutralizadas com Tris 0,4M, por 15 minutos e fixadas em etanol por 10 minutos. 

A coloração foi realizada com brometo de etídio (0,02 mg/ml). 

 Para cada peixe foram analisados, 100 nucleóides, com a utilização de 

microscópio de fluorescência Leica, filtro B - 3
4
 (excitação: = 420 – 490nM, 

barreira: = 520nM), em objetiva de 40x. Os nucleóides foram classificados, 

visualmente, de acordo com a migração dos fragmentos em: classe 0 (sem dano); 

classe 1 (pouco); classe 2 (dano médio) e classe 3 (grande dano), de acordo com a 

classificação de Kobayashi (29) (Figura 2). Também foram verificados os scores 

de cada tratamento, multiplicando-se o número dos nucleóides observados em 

cada classe pelo valor da classe (0, 1, 2 ou 3).  

Para a análise estatística, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, com p<0,05, 

comparando o número total de cometas, e as suas diferentes classes, entre os 

resultados dos tratamentos e o teste controle. 

 

3. Análises químicas 

Foram realizadas análises químicas de todas as amostras de água coletadas 

ao longo do rio Preto. Para esta análise foram quantificados os elementos 

químicos: nitrato, nitrito, amônia, sulfatos, cloreto, chumbo, alumínio, manganês, 

ferro total, cobre, zinco, cromo e cádmio. 

 

4. Resultados 

 Nas análises químicas foram detectados valores que se encontram acima 

dos limites recomendados pela portaria 357/2005, do Conselho Nacional do Meio 

Ambiente (CONAMA), para os elementos químicos Cd, Pb, Fe, Al, NH3, Mn, Cu 

e Zn (Tabela 2). 

 Foram realizados, inicialmente, testes com amostras não diluídas das águas 

de todos os pontos de coleta, para estimar a toxicidade das mesmas. Todos os 

pontos mostraram ser tóxicos, pois levaram a morte de todos os peixes 

experimentados. Portanto, houve a necessidade da diluição das amostras, na 
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proporção de 1:1, com água de poço artesiano, para dar prosseguimento aos 

bioensaios. 

 Apenas os espécimes de O. niloticus, expostos às águas do P3, coleta de 

agosto de 2007, apresentaram freqüências significativas de eritrócitos 

micronucleados, em relação ao controle negativo (Figs. 3 A-C (setas), 4 e Tabela 

3).  

 Foram observados eritrócitos com alterações na morfologia nuclear, como 

núcleos notched (Fig. 3D), lobed (Fig. 3E), Broken-eggs (Fig.3F), blebbed 

(Fig.3G), além de células binucleadas (3H) e células em cariólise (Fig. 3I). Pelas 

nossas análises, pudemos registrar, para março de 2007, um número de células 

com núcleo notched, para P2 e P6, estatisticamente diferente (p < 0,05) das 

observadas no grupo controle. Valor significativo (p < 0,05) de eritrócitos 

apresentando núcleos blebbed foi observado para P4, para o mesmo período. 

Em agosto de 2007, para P4 e P6, o número de eritrócitos com núcleo 

lobed foi estatisticamente diferente (p < 0,05) do grupo controle. Peixes expostos 

em amostra de água do P3 apresentaram eritrócitos com núcleos notched, blebbed 

e broken-eggs, cujos valores diferiram, estatisticamente, do grupo controle. 

No mês de março de 2008, foram observados valores significativos de 

eritrócitos com núcleos lobed e blebbed (P3), notched, blebbed e broken-eggs 

(P4), quando comparados com os resultados do teste controle.  

 O ensaio do cometa, realizado com as diferentes amostras de águas 

coletadas ao longo do rio Preto, indicaram, de maneira geral, uma potencialidade 

de indução de danos no DNA, quando comparados com o controle negativo. A 

freqüência de nucleóides, em cada classe de migração, e o escore do dano foram 

utilizados como parâmetros para a avaliação da genotoxicidade. As diferentes 

classes encontradas estão expostas na Figura 2.  

 As médias dos escores obtidas nos experimentos realizados com as 

amostras de águas coletadas nos P3 e P6 apresentaram valores, significativamente, 

diferentes do teste controle, para todos os períodos estudados. Os P2 e P4 



 

apresentaram escores significativos somente para março de 2008 e agosto de 2007 

(Figura 5 e Tabela 5). 

 Em relação ao número total de células com cometa, pudemos observar 

que, em março de 2007, as amostras de águas coletadas nos P2 e P6 causaram 

danos estatisticamente significativos nas células. Os valores encontrados em P6 

foram significativos em todos os períodos estudados e em P3, só não foram 

significativos para março de 2007 (Tabela 5).    

 

5. Discussão  

 Águas superficiais, tais como as de rios e lagos, recebem grandes 

quantidades de efluentes, sejam eles de origem agrícola, industrial e/ou doméstica. 

Essas águas que, na maioria das vezes, possuem compostos desconhecidos e com 

potencial mutagênico e/ou genotóxico, são utilizadas como água potável para o 

consumo humano, em atividades recreativas e na irrigação (30), podendo colocar 

em risco a saúde da população.   

 O uso de peixes como bioindicadores de impacto ambiental tem sido cada 

vez mais freqüente, pois estes organismos são eficientes para alertar sobre o 

perigo de substâncias químicas derivadas da poluição ambiental (31-32). A 

espécie O. niloticus tem sido largamente utilizada para este fim, por diversos 

autores (6,17-19) que estudam os comprometimentos da poluição.  

Micronúcleos são estruturas celulares que aparecem na célula, em 

decorrência da ação de agentes que promovem quebras no material genético 

(agentes clastogênico) ou perdas de cromossomos inteiros (agente aneugênico), 

materiais estes que não são reincorporados ao núcleo principal da célula, durante o 

ciclo celular (33, 34). Além do teste do micronúcleo, também podem ser feitos 

outros testes para a avaliação de potencial genotóxico, como, por exemplo, o de 

indução de anormalidades nucleares. Estes testes têm sido, atualmente, realizados 

por vários autores, tanto para células humanas (35-36) como para células de peixe 

(6, 17, 18), e tem se caracterizado em bons indicadores de efeitos genotóxicos. 



 

Contudo, os mecanismos de formação dessas anormalidades ainda não são bem 

conhecidos, mas diversos estudos indicam que as alterações nucleares possam 

aparecer em resposta à exposição a gentes genotóxicos (36,37). Alguns estudos 

mostram que um grande número de substâncias químicas pode interferir na síntese 

de DNA e levar ao aparecimento destas anormalidades nucleares (6, 18).  

Em nosso estudo, o teste do micronúcleo, o de anormalidades nucleares e o 

do cometa foram aplicados em eritrócitos de O. niloticus, expostos às águas do rio 

Preto, para avaliação dos potenciais mutagênico e genotóxico dos químicos 

presentes neste rio.  

 Pelas análises realizadas com todas as amostras de águas coletadas ao 

longo do rio Preto, pudemos observar que as amostras do P3, realizada em agosto 

de 2007, apresentaram freqüências de micronúcleos, significativamente, 

superiores às encontradas para o controle negativo. 

Os resultados de anormalidade nucleares, observadas em eritrócitos de 

peixes tratados com águas do rio Preto, mostraram um aumento significativo nos 

valores de células com núcleos notched, blebbed, lobed e broken-eggs, para 

alguns pontos e períodos estudados. Alguns autores sugerem que uma 

amplificação gênica pode levar a alterações do tipo lobed e blebbed, via ponte-

fusão-quebra, durante a eliminação do DNA amplificado dos núcleos das células 

(17). Alterações nucleares do tipo notched, provavelmente, podem estar 

associadas com eventos de aneuploidias (38).  

Os resultados obtidos neste estudo podem ser decorrentes de dois eventos 

distintos: 1. que as concentrações dos metais presentes nas amostras de águas do 

rio Preto são genotóxicas mas não conferem efeito mutagênico no organismo 

testado, uma vez que houve resultados positivos para altas freqüências de indução 

de anormalidades nucleares, em relação ao controle, para as águas de alguns 

pontos de coleta (P3 e P6), nos períodos de março de 2007-2008 e agosto de 2007, 

que não foram correspondentes aos resultados de indução de altas  freqüências de 

células micronucleadas (só observadas para o P3, em agosto de 2007); 2. que, 

como essas amostras de águas foram diluídas em água de poço artesiano, as 

concentrações finais dos metais podem não conferir mutagenicidade aos 



 

organismos expostos e, por isso, não levaram à formação de MN nestes 

organismos. 

 Em relação às análises do ensaio do cometa, usando O. niloticus como 

sistema teste, pôde-se observar que apenas as águas dos pontos P3 e P6, para 

todos os períodos do estudo, revelaram resultados significativos, em relação ao 

controle negativo, o que confirma o efeito genotóxico dos metais presentes nestas 

águas, já detectados pelos outros bioensaios apresentados (Tabela 5). 

Nossos resultados corroboram as pesquisas desenvolvidas por alguns 

autores (6, 23, 39,40), que mostraram que o ensaio do cometa, utilizando peixes 

como organismo teste, é uma ferramenta efetiva na detecção do potencial 

genotóxico de ambientes aquáticos. Segundo Nanthawan et al., (41), o ensaio do 

cometa é uma técnica indicada para detectar danos no DNA provocados por 

agentes químicos presentes no ambiente aquático. 

Por meio das análises químicas realizadas com as águas do recurso hídrico 

em estudo, podemos sugerir que os metais, encontrados em concentrações mais 

elevadas que a legislação CONAMA (42), possam ser os responsáveis pelos 

efeitos genotóxicos observados no presente estudo.  

A presença de metais pesados como o cromo, ferro, cobre, cádmio, 

chumbo e zinco em ecossistemas aquáticos caracteriza uma grande preocupação 

ambiental, devido a toxicidade e genotoxicidade destes elementos sob as diversas 

formas de vida (43). Um estudo realizado por Ergene et al. (44) sugeriu que os 

efeitos genotóxicos observados em eritrócitos de peixes estavam relacionados 

com os metais pesados contidos nas amostras de águas de lagos do Goksu Delta 

(Turquia), a qual os peixes foram expostos.     

Em nosso estudo os metais pesados: cobre (Cu), cádmio (Cd), ferro (Fe) e 

chumbo (Pb) foram encontrados em concentrações superiores às recomendadas 

pela legislação brasileira, CONAMA (42), para quase todos os pontos e períodos 

estudados, porém suas concentrações diferiram entre as estações  e entre as 

amostra realizadas. Concentrações de Cd e Pb, superiores às recomendadas pela 

legislação brasileira, também foram encontradas por Hoshina et al. (19) em 



 

amostras de águas coletadas em um rio (Atibaia, estado de São Paulo-Brasil) que 

recebe efluentes de uma refinaria de petróleo.   

O Fe e o Cu foram encontrados em todas as amostras de águas coletadas 

para todos os períodos do estudo, sempre em concentrações superiores às 

permitidas pela legislação. A toxicidade do Cu é dada pela sobrecarga nos 

mecanismos de controle homeostático celular e/ou por danificar os mecanismos 

de reparo da célula (45). Quando presente em elevadas concentrações na água, o 

Cu é capaz de intoxicar os organismos aquáticos, uma vez que o alvo deste metal 

parece ser a homeostase do sódio, influenciando na absorção de cloretos e na 

excreção de compostos nitrogenados (46). 

Elevados níveis de Fe, decorrentes do uso de fertilizantes químicos e 

biocidas, também foram observados no lago Nasser (Egito) (47). Esta 

contaminação levou a um comprometimento de alguns tecidos dos peixes 

expostos (tilápia), sendo o estômago o órgão mais afetado.  

Em duas das coletas realizadas (agosto de 2007 e março de 2008), o 

Manganês apresentou concentrações superiores às permitidas pela legislação 

brasileira. Em agosto de 2007 o Mn só não foi encontrado nas águas dos pontos 

P2 e P4. Este metal também não foi detectado no ponto P4, para a coleta de março 

de 2008.  

Pelas análises químicas realizadas, foi observado que o Pb apresentou 

concentrações diferentes entre as estações de verão e inverno, para quase todos os 

pontos de coleta, sendo os maiores valores registrados para o período de inverno. 

O aumento desses valores pode ser explicado pela própria característica da 

estação, onde o volume d´agua é reduzido, promovendo, assim, uma maior 

concentração dos elementos químicos.  Em contrapartida, na coleta de verão de 

2008 foram observados valores bem maiores de Pb, quando comparado com os 

resultados da coleta anterior, o que sugere um aumento do lançamento de 

efluentes contaminados com este metal. O Pb que é depositado nos lagos, rios e 

oceanos, pode ser proveniente da atmosfera  ou de escoamento superficial do solo 

(fontes indiretas mas significativas de contaminação aquática), ou estar 

relacionado com fontes naturais e/ou antropogênicas. Dentre as fontes 



 

antropogênicas mais importantes, destacam-se as atividades de mineração, de 

produção e processamento do metal, além das indústrias de ferro e aço (48).  

Diante dos resultados apresentados, pudemos observar que as águas 

derivadas dos P3 e P6 apresentaram maior potencialidade de indução de efeitos 

genotóxico no sistema biológicos testado, provavelmente decorrente do 

comprometimento ambiental conferido pelo despejo de esgoto urbano da cidade 

de Rio Preto nos dois pontos de estudo.  
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Figura 1: Localização da cidade de São José do Rio Preto/SP-Brasil (latitude 

20° 55’ 59‖ S, longitude 49° 18’ 59‖ W) e dos pontos de coleta ao longo do 

rio Preto. P1: 8 km antes do represamento; P2: 1 km antes do represamento; 

P3: local de despejo de esgoto; P4: margem oposta de despejo de esgoto; P5: 

saída do represamento e P6: 1 km após represamento.   



 

Tabela 1: Dados metereológicos da cidade de São José do Rio Preto/SP-Brasil 

referentes aos períodos de coleta das amostras de água do rio Preto. 

Meses de 

coleta 

Temperatura 

máxima (°C) 

Temperatura 

mínima (°C) 

Índice de 

chuvas (mm) 

Nº total 

de dias 

chuvosos 

     

Março 2007 32.61 21.58 111.6 8 

 

Agosto 2007 29.68 16.81 0 0 

 

Março 2008 28.90 22.58 164.8 10 

     

  Nota: Os valores acima foram obtidos a partir das médias diárias. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Classes do teste do cometa: classe 0 (sem dano); classe 1 (pouco); classe 2 

(dano médio) e classe 3 (grande dano) 

 

 

 

 

 

 

 



 

Tabela2: Análises químicas das amostras de água coletadas em diferentes pontos ao longo do rio Preto, São José do Rio Preto/SP. 
Elementos químicos (mg/L) 

  Cd Cloreto Pb Al NH3 Fe  Mn Cr Cu Nitrato Nitrito Sulfato Zn 

Estações e pontos               

Inverno 2006               

P1  0,002* 3,8 0,019* 0,010 0,20 1,04* 0,063 0,01 0,05* 1,10 0,008 5,0 0,17   0,031 

P2  0,002* 6,6 0,013* 0,020 0,74 1,69* 0,050 0,01 0,09* 2,20 0,037 7,0 0,16 

P3  0,003* 4,8 0,013* 0,136* 0,17 0,67* 0,038 0,01 0,01* 3,00 0,033 16,0 0,16 

P4  0,002* 3,0 0,007 0,214* 0,19 0,60* 0,034 0,01 0,02* 2,50 0,013 4,0 0,21* 

P5  0,001 3,6 0,010* 0,021 0,19 0,36* 0,039 0,01 0,02* 2,60 0,012 4,0 0,20* 

P6  0,001 4,3 0,025* 0,043 0,58 0,48* 0,031 0,01 0,05* 1,80 0,031 3,0 0,09 

               

Verão 2007               

P1  0,002* 10,3 0,010* 0,043 1,05 2,05* 0,077 0,01 0,01* 1,90 0,098 0,0 0,02    

P2  0,001 7,9 0,013* 0,065 0,65 2,17* 0,043 0,01 0,01* 2,10 0,053 7,0 0,01 

P3  0,001 8,7 0,008 0,024 0,50 1,10* 0,056 0,01 0,02* 1,80 0,047 16,0 0,01 

P4  0,002* 4,5 0,008 0,039 0,47 1,28* 0,067 0,01 0,01* 0,80 0,027 4,0 0,01 

P5  0,003* 3,7 0,015* 0,043 0,41 0,81* 0,052 0,01 0,03* 0,80 0,032 4,0 0,01 

P6  0,017* 5,5 0,011* 0,033 0,94 0,80* 0,039 0,01 0,01* 1,50 0,047 3,0 0,01 

               

Inverno 2007               

P1  0,001 6,8 0,016* 0,030 2,66 2,34* 0,133* 0,01 0,03* 2,20 0,257 1,0 0,01    

P2  0,001 4,7 0,010* 0,098 0,67 2,45* 0,093 0,01 0,03* 1,60 0,064 0,0 0,01 

P3  0,007* 25,0 0,034* 0,013 3,62 0,42* 0,102* 0,01 0,13* 1,60 0,011 76,0 0,04 

P4  0,002* 3,0 0,013* 0,054 0,23 0,95* 0,071 0,01 0,02* 0,80 0,005 0,0 0,01 

P5  0,002* 4,1 0,021* 0,102* 0,78 1,08* 0,223* 0,01 0,03* 1,00 0,019 1,0 0,0 

P6  0,002* 16,2 0,012* 0,084 3,74* 1,22* 0,216* 0,01 0,06* 1,40 0,032 16,0 0,02 

               

Verão 2008               

P1  0,002* 5,7 0,032* 0,029 1,69 2,30* 0,284* 0,01 0,03* 1,80 0,067 0,0 0,00 

P2  0,001 4,3 0,025* 0,042 0,89 2,49* 0,115* 0,01 0,02* 1,60 0,060 0,0 0,01 

P3  0,001 9,4 0,030* 0,250* 0,99 1,75* 0,118* 0,0 0,04* 1,60 0,036 10,0 0,01 

P4  0,002* 4,3 0,028* 0,080 0,45 1,25* 0,101* 0,02 0,02* 1,80 0,029 4,0 0,01 

P5  0,001 7,1 0,026* 0,173* 0,89 1,74* 0,133* 0,0 0,03* 1,60 0,029 4,0 0,01 

P6  0,002* 9,6 0,026* 0,164* 2,00 1,47* 0,114* 0,01 0,08* 1,90 0,058 6,0 0,01 

VMP  0,001 250 0,01 0,1 3,7 0,3 0,1 0,05 0,009 10 1,0 250 0,18 

               

VMP: Valor Máximo Permitido ; * Valores acima do recomendado pelo  Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)  - portaria 357/2005  
 



 

 

 

 

Figura 3: Micronúcleos e alterações nucleares em eritrócitos 

de Oreochromis niloticus, após exposição a amostras de águas 

coletadas ao longo do rio Preto. A-C. Células micronucleadas; 

D. Núcleo notched (seta); E. Núcleo lobed (seta); F. Broken-

eggs (seta); G. Núcleo blebbed (seta); H. Célula binucleada 

(seta); I. Cariólise (seta).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 4: Médias e desvio padrão de micronúcleos (MN) e anormalidades 

nucleares (AN) encontradas em eritrócitos de O. niloticus, após 72 horas de 

exposição em amostras de águas coletadas ao longo do rio Preto e água de 

poço artesiano nos períodos de (A) março de 2007, (B) agosto de 2007 e (C) 

março de 2008.   

 

A 

B 

C 



 

Tabela 3: Número, médias e desvio padrão de micronúcleos (MN) encontrados em eritrócitos de 

O. niloticus expostos, por 72 horas, a amostras de águas coletadas ao longo do rio Preto/SP.    

Amostras Pontos Número de 

eritrócitos 

analisados 

Número de MN Média ± S.D 

 

 

Controle 15000 01 0,2 ± 0,55 

 Ponto 1 

 

15000 03 0,6 ± 0,54 

 Ponto 2 

 

15000 03 0,6 ± 0,54 

Março 2007 

 

Ponto 3 

 

15000 09 1,8 ± 0,83 

 Ponto 4 

 

15000 04 0,8 ± 0,84 

 Ponto 5 

 

15000 02 0,4 ± 0,90 

 Ponto 6 

 

15000 05 1,0 ± 0,70 

   

 

  

 

 

Controle 15000 00 0,0 ± 0,00 

 Ponto 1 

 

15000 07 1,4 ± 1,14 

 Ponto 2 

 

15000 11 2,2 ± 2,59 

Agosto 2007 

 

Ponto 3 

 

15000 19 3,8 ± 1,92* 

 Ponto 4 

 

15000 09 1,8 ± 2,05 

 Ponto 5 

 

15000 12 2,4 ± 1,14 

 Ponto 6 

 

15000 15 3,0 ± 2,34 

    

 

 

 

 

Controle 15000 01 0,2 ± 0,44 

 Ponto 1 

 

15000 03 0,6 ± 0,54 

 Ponto 2 

 

15000 04 0,8 ± 0,83 

Março 2008 Ponto 3 

 

15000 07 1,4 ± 0,89 

 Ponto 4 

 

15000 05 1,0 ± 0,70 

 Ponto 5 

 

15000 02 0,4 ± 0,54 

 Ponto 6 

 

15000 04 0,8 ± 0,83 



 

Tabela 4: Incidências de alterações nucleares (médias e desvio-padrão) encontradas em eritrócitos de O. niloticus, após 72 horas de exposição em diferentes 

amostras de águas coletadas ao longo do rio Preto/SP.  

 Alterações CN P1 P2 P3 P4 P5 P6 

 BN 0,4 ± 2,6 0,6 ± 0,54 0,4 ± 0,54 0,8 ± 0,83 0,6 ± 0,89 0,2 ± 0,44 1,4 ± 1,67 

 LB 2,6 ± 0,54 8,6 ± 5,31 8,6 ± 3,64 11,2 ± 3,56 9 ± 3,53 8,2 ± 4,20 10,4 ± 3,43 

 NT 2,6 ± 1,34 7,6 ± 3,04 11,6 ± 3,43* 11,4 ± 5,72 9,4 ± 5,02 10,6 ± 5,59 13 ± 5,83* 

Março 2007 BL 0,4 ± 0,54 1,8 ± 0,44 2 ± 1,22 3 ± 1,58 4,2 ± 1,92* 2,2 ± 0,83 1,2 ± 0,83 

 BE 0,0 ± 0,00 0,8 ± 0,83 0,4 ± 0,54 0,8 ± 0,83 1,4 ± 0,54 0,4 ± 0,54 0,4 ± 0,54 

 CA 0,2 ± 0,44 0,8 ± 0,83 0,8 ± 0,83 0,8± 0,83 0,4 ± 0,54 0,6 ± 0,54 1 ± 1,22 

 MT 6,2 ± 1,48 20,2 ± 7,42 23,8 ± 6,26 28 ± 5,43* 25 ± 6,44 22,2 ± 8,31 27,4 ± 6,87* 

 TA 31 101 119 140 125 111 137 

 NCA 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 

         

 BN 0,4 ± 0,54 0,8 ± 0,83 1,2 ± 0,83 3,0 ± 1,87 0,8 ± 0,83 1,2 ± 1,30 1,4 ± 0,89 

 LB 3,0 ± 1,58 9,6 ± 2,40 11,4 ± 2,70 10,8 ± 2,38 12,2 ± 3,63* 10,8 ± 5,93 12,6 ± 3,57* 

 NT 5,0 ± 2,54 9,8 ± 1,92 10,8 ± 2,16 12,6 ± 2,78* 9,2 ± 3,89 9,2 ± 1,92 11,6 ± 4,82 

 BL 0,4 ± 0,54 4,0 ± 2,12 4,6 ± 3,20 5,4 ± 2,07* 4,6 ± 2,07 2,2 ± 0,83 5,0 ± 3,16 

Agosto 2007 BE 0,0 ± 0,00 0,6 ± 0,89 1,2 ± 0,83 2,2 ± 1,09* 1,8 ± 0,83 0,6 ± 0,89 1,8 ± 0,83 

 CA 0,2 ± 0,44 2,0 ± 0,1 1,4 ± 1,67 2,8 ± 1,69 1,4 ± 0,54 1,0 ± 1,22 1,0 ± 0,70 

 MT 9 ± 3,31 27,8 ± 5,54 30,6 ± 2,19 36,8 ± 6,76* 30,0 ± 6,44 25,0 ± 5,78 33,4 ± 9,98* 

 TA 45 139 153 184 150 125 167 

 NCA 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 

         

 BN 0,4 ± 0,54 0,6 ± 0,89 O,6 ± 0,89 1,4 ± 0,54 0,8 ± 0,83 1,6 ± 0,89 1,2 ± 1,64 

 LB 5,2 ± 1,78 11,2 ± 2,38 12,4 ± 3,97 13,6 ± 5,17* 9,4 ± 2,07 7,8 ± 3,96 12,4 ± 2,79 

 NT 4,0 ± 1,22 8,6 ± 4,03 9,6 ± 5,17 11,4 ± 5,12 11,4 ± 3,84* 10,6 ± 5,59 10,8 ± 5,54 

 BL 0,4 ± 0,54 1,4 ± 0,54 2,2 ± 0,83 3,2 ± 0,83* 4,2 ± 1,92* 2,4 ± 1,14 1,8 ± 1,64 

Março 2008 BE 0,0 ± 0,00 0,8 ± 0,44 0,6 ± 0,54 0,6 ± 0,54 1,4 ± 0,54* 0,6 ± 0,54 0,4 ± 0,54 

 CA 0,2 ± 0,44 1,2 ± 1,09 0,6 ± 0,54 0,8 ± 0,44 0,4 ± 0,54 1,0 ± 0,70 1,4 ± 1,14 

 MT 10,2 ± 2,94 23,8 ± 6,53 26,0 ± 9,05 31,0 ± 7,51* 27,6 ± 4,66* 24,0 ± 7,71 28,0 ± 8,18 

 TA 51 119 130 155 138 120 140 

 NCA 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 

         

BN: binucleada; LB: núcleo lobed; NT: núcleo notched; BL: núcleo blebbed; BE: broken-eggs; CA: cariólise; MT: média total; TA: total de células analisadas com 

alteração; NCA: número total de células analisadas. * p < 0,05, pelo teste Kruskal-Wallis. 
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* valores estatisticamente significativos (p<0,05), em relação ao controle negativo, pelo método de 

Kruskal-Wallis. 

 

Figura 5: Médias e desvio padrão de nucleóides com danos, para cada classe 

considerada, encontrada em eritrócitos de Oreochromis niloticus, após exposição 

em diferentes amostras de águas coletadas ao longo do rio Preto, nos meses de 

(A) março de 2007, (B) agosto de 2007 e (C) março de 2008.  

A 

B 
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Tabela 5: Variações nucleares, após aplicação do ensaio do cometa, em eritrócitos de O. niloticus,  expostos a 

amostras de águas coletadas em março de 2007-2008 e agosto de 2007 ao longo do rio Preto.  
Coletas Tratamentos Total de células 

com cometa 

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore 

        
 CN 23,4±4,98 76,6±4,97 13,4±5,07 9±2,34 1±0,70 34,2±5,89 
 P1 54,8±7,15 47,6±7,40 31,6±2,88* 15,2±8,29 5,6±1,14 78,8±15,77 
 P2 60,6±2,61* 47,4±2,96 21,6±2,30 20±7,17 9,6±2,07* 90,4±8,08 
Março/2007 P3 55,8±11,81 44,2±11,81 27,2±6,90 18,8±8,58 9,8±3,11* 94,2±23,14* 

 P4 55,4±4,23 44,6±9,23 26,2±5,80 22,4±8,90 6,8±2,77 91,4±18,18 
 P5 53,4±8,20 46,6±8,20 23,4±6,89 24,2±10,68 5,8±3,27 89,2±21,87 
 P6 60,8±13,46* 39,2±13,46* 30±7,90 24,8±8,19 6±3,53 97,6±24,08* 
        
 CN 20,8±6,97 79,2±6,97 16±4,41 3,4±3,78 1,4±0,89 27±10,31 
 P1 53,2±9,52 46,8±9,52 29,2±2,58 15,2±5,35 8,8±4,65 85±23,27 
 P2 54,4±7,30 45,6±7,30 27,4±6,58 17,2±7,98 9,8±2,38 89,4±12,40 

Agosto/2007 P3 63±8,12*  37,8±8,12* 25,8±10,59 25,8±8,78* 11,4±2,96* 115,6±15,32* 
 P4 61,4±15,53 38,6±15,53 27,6±11,23 20,8±6,68 13±3,46* 109±24,47* 
 P5 55,2±9,03 44,8±9,03 27,75±12,57 18,8±8,78 7,6±2,07 89,2±15,02 
 P6 64±3,80* 36±3,80* 27,6±7,82 25,2±8,34* 11,2±2,77* 111,4±10,03* 
        
 CN 26,4±6,06 73,6±6,06 19,6±3,84 6±4,18 0,8±1,30 34±10,22 
 P1 50,6±11,03 49,4±11,03 28,2±5,31 14,8±9,73 7,6±1,14 80,6±19,19 
 P2 59,4±9,98 40,6±9,98 28,8±5,11 22,6±8,29 8±1,58 98,6±17,08* 

Março/2008 P3 69,4±8,17* 30,6±8,17* 32±7,34 27,8±8,01* 9,6±3,20* 109,2±30,37* 
 P4 56,2±9,73 43,8±9,73 33,8±9,09* 15,6±5,85 6,8±3,03 83±18,20 

 P5 46,2±15,07 53,8±15,06 26,2±8,89 12,8±6,97 7,2±1,92 73,4±24,46 
 P6 61,6±9,15* 38,4±9,15* 26±4,06 27,8±10,87* 7,8±1,48 103±16,53* 

 
* valores estatisticamente significativos, em relação ao controle negativo, pelo método estatístico de Kruskal-Wallis, com 

p<0,05. 
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Resumo 

O nucléolo é um componente celular que reflete o estado de atividade da célula. Nessa organela 

genes de DNA ribossomal (DNAr) são transcritos em RNA ribossomal (RNAr) que mais tarde são 

processados e empacotados em subunidades ribossomais. No presente estudo as características 

nucleolares (número de nucléolo por célula, a área de um único nucléolo e a quantidade de células 

apresentando pareamento heteromórfico de nucléolo -  PNhet) foram utilizadas para avaliação da 

citotoxicidade dos poluentes derivados de despejos realizados ao longo do rio Preto/SP-Brasil. Para 

a realização do estudo, amostras de água foram coletadas nos meses de março de 2007 e 2008 

(estação chuvosa) e agosto de 2006 e 2007 (estação seca) em seis pontos distintos, como seguem: 

Ponto 1 (P1), 8 km antes do represamento;  Ponto 2 (P2), 1 km antes do represamento; Ponto 3 

(P3), local de despejo do esgoto; Ponto 4 (P4), margem oposta do despejo do esgoto; Ponto 5 (P5), 

saída do represamento; Ponto 6 (P6), 1km após represamento. Sementes de Allium cepa foram 

submetidas à germinação em águas coletadas nos pontos acima mencionados, em água pura 

(controle negativo) e em uma substância reconhecidamente mutagênica (Trifluralina - controle 

positivo). A análise das células dos meristemas radiculares de A. cepa, expostas às amostras de 

águas coletadas ao longo do rio Preto, mostraram mudanças significantes das características 

nucleolares, quando comparadas com o controle negativo, como o aumento e o decréscimo da área 

nucleolar, diminuição do número de células contendo um único nucléolo e o aumento do número de 

células contendo três, quatro, cinco e seis nucléolos. Nossos resultados confirmam que o uso de 

características nucleolares, usando células de A. cepa como organismo teste, pode caracterizar um 

eficiente biomarcador de citotoxicidade, sendo uma valiosa ferramenta para ensaios de 

biomonitoramento de águas contaminadas com químicos ambientais.   

Palavras-chave: Allium cepa; citotoxicidade, número de nucléolo; nucléolo heteromórfico, 

qualidade de água. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

1. Introdução 

 

A poluição dos recursos hídricos é um problema sério e atual. Dentre os problemas mais 

graves que afetam a qualidade da água de rios e lagos encontram-se os esgotos domésticos tratados 

de forma inadequada; o controle inadequado de efluentes industriais e as atividades agrícolas, que 

constituem, indiscutivelmente, as maiores fontes antropogênicas de emissão de compostos químicos 

sobre os corpos d’agua (VEGA et al., 1996; CLAXTON et al., 1998; MORAES; JORDÃO, 2002). 

Muitos desses efluentes constituem misturas complexas, com características tóxicas, tais 

como os agrotóxicos, hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs), metais pesados e uma 

enorme gama de substâncias que, conjuntamente, podem agravar ainda mais as condições 

ambientais e, conseqüentemente, todo o ecossistema (VEGA et al., 1996).  

O risco que os metais pesados conferem ao ambiente e à saúde humana tem estimulado, há 

vários anos, investigações que possam contribuir para uma melhor compreensão dos reais efeitos 

que estes químicos possam promover sobre os organismos. Muitos estudos sobre a avaliação da 

potencialidade de indução de danos no material genético, como os obtidos por meio de testes 

citogenéticos, tem sido desenvolvidos (BAUCHINGER et al.,1976; LERDA, 1992; GABARA et al. 

1995; DOVGALYUK et al., 2003; MATSUMOTO et al., 2006), o que levaram ao conhecimento de 

que estes compostos podem ser potencialmente mutagênicos e estão seriamente envolvidos com a 

poluição ambiental.  Alguns metais pesados induzem, comprovadamente, a formação de tumores 

em organismos experimentais e em seres humanos, eventualmente, expostos (SUNDERMAN, 

1984; FRIBERG et al., 1985; WISE et al., 2004). As contaminações por metais pesados mais 

observadas no ambiente são aquelas causadas pelo alumínio, arsênico, bário, cádmio, chumbo, 

níquel, mercúrio e cromo (MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2005).  

O nucléolo é o componente celular que reflete o estado de atividade da célula (FISCHER 

et al., 1991; GERRERO et al., 1989; HERNANDEZ-VERDUM, 1991; RISUEÑO; MEDINA, 

1986). Nessa organela, genes de DNA ribossomal são transcitos em RNA ribossomal, sendo mais 

tarde processados e empacotados em subunidades ribossomais (MARTINI; FLAVELL, 1985; 

RISUEÑO; MEDINA, 1986). O tamanho do nucléolo, freqüentemente, indica sua atividade total, 

mas também pode refletir o grau de coordenação de todos os processos que afetam o acúmulo das 

subunidades ribossomais no nucléolo (KWIATKOWSKA; MASZEWSKI, 1985; KARPOVA et al., 

2006).   



 

 

Na espécie A. cepa, dois ou raramente três nucléolos são formados durante a telófase, 

sendo que na intérfase eles podem permanecer distintos ou se fundirem, formando um único 

nucléolo (CHOUINARD; LEBLOND, 1967; PANZERA et al., 1996).  

Diversos fatores, usando várias técnicas, têm demonstrado que as características 

morfológicas nucleolares são importantes indicadoras de processos genéticos e moleculares e são 

utilizadas como marcadores do metabolismo celular (ROMANENKO et al., 1992). O teste 

nucleolar têm se mostrado mais sensível a diferentes efeitos negativos causados nas células, 

quando comparado com outros testes citogenéticos (ARKHIPCHUCK et al, 1992; BUTORINA; 

KALAEV, 2000). Mudanças das características nucleolares em células de plantas, incluindo 

Allium cepa e animais, têm sido utilizadas na avaliação da toxicidade de metais pesados 

(ARKHIPCHUK, 1995; ARKHIPCHUK et al., 2000). 

Características nucleolares foram utilizadas, com sucesso, na detecção de danos causados 

a células de peixes expostas a radiação e na avaliação da citotoxicidade de substâncias orgânicas 

e inorgânicas sob células de plantas e invertebrados (GABARA et al., 1995; ARKHIPCHUK, 

1995; ARKHIPCHUK et al., 2000; ARKHIPCHUK; GARANKO, 2002; ÇAVAS; ERGENE 

2003; KARPOVA et al., 2006). 

No presente estudo as características nucleolares (número de nucléolo por célula, a área 

de nucléolos únicos e a quantidade de células apresentando pareamento heteromórfico de 

nucléolo -  PNhet) foram utilizadas para avaliação da citotoxicidade dos poluentes derivados de 

despejos realizados ao longo do rio Preto/SP-Brasil. 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Caracterização da área de estudo e locais de coleta das amostras de água 

A área escolhida no presente estudo foi o rio Preto (20° 55’ 59‖ S/ 49° 18’ 59‖ W), 

localizado no interior do estado de São Paulo-Brasil. Em São José do Rio Preto/SP- Brasil, no 

trecho urbano, o rio apresenta uma área represada, formando a represa municipal responsável 

pelo abastecimento de água da população. A área total do represamento é aproximadamente 

5Km
2
 (com 4 Km de comprimento), com profundidade máxima de 2,5m. O rio Preto vem, há 

vários anos, sofrendo com a poluição dada pelos emissários de esgotos não tratados, pelo despejo 

clandestino de lixos e pelo assoreamento decorrente, principalmente, da ausência da mata ciliar. 

Alguns acidentes foram registrados neste rio e, em um deles, houve o registro de uma grande 

mortalidade de peixes na altura da zona urbana de São José do Rio Preto, que pode ter sido 

ocasionada por lançamentos irregularmente de efluentes industriais (CETESB, São José do Rio 

Preto/SP, 03/2004).  



 

 

Amostras de água foram coletadas nos meses de março de 2007 e 2008 (estação chuvosa) 

e agosto de 2006 e 2007 (estação seca), em seis pontos distintos, como segue: Ponto 1 (P1), 8 km 

antes do represamento;  Ponto 2 (P2), 1km antes do represamento; Ponto 3 (P3), local de despejo 

do esgoto; Ponto 4 (P4), margem oposta do despejo do esgoto; Ponto 5 (P5), saída do 

represamento; Ponto 6 (P6), 1 km após represamento (Figura 1).  

Galões plásticos novos, com capacidade de 20L, foram utilizados, para a coleta das 

amostras de águas aos ensaios de Allium cepa. Para as amostras de águas destinadas às análises 

de elementos químicos, frascos estéreis de vidro de 2L foram utilizados para coleta. O 

procedimento das coletas das amostras de águas foi realizado segundo a metodologia de coleta 

de águas superficiais, descrita pela CETESB (1987), como segue: 

(1) Primeiramente, os galões foram submergidos nas águas do local de coleta, para uma 

lavagem previa do mesmo com a água do ponto a ser coletado; 

(2) Após este procedimento, os recipientes foram, novamente, submergidos nas águas dos 

respectivos pontos, porém, em locais correspondentes aos pontos médios da largura do rio, até o 

completo preenchimento de seu volume; 

(3) Após coleta, as amostras foram levadas imediatamente ao laboratório para início dos 

experimentos. 

Temperaturas médias, máximas e mínimas e índices pluviométricos foram obtidos, para 

todos os meses de coleta, junto ao Centro de Pesquisas Metereológicas e Climáticas Aplicadas à 

Agricultura (CEPAGRI), da cidade de São José do Rio Preto/SP-Brasil (Tabela 1).  

 

2.2. Material biológico 

 O material biológico utilizado como organismo teste neste estudo constituiu-se de sementes 

de Allium cepa (2n = 2X = 16 cromossomos) de uma única variedade (Baia Periforme) e de um 

mesmo lote, para evitar diferentes respostas durante o andamento dos bioensaios. 

 

2.3. Bioensaio 

 Sementes de A. cepa foram submetidas à germinação em águas coletadas nos pontos de 

coleta acima mencionados, em água pura (controle negativo - CN) e em uma substância 

reconhecidamente mutagênica (Trifluralina, 0,0019ppm - controle positivo - CP), em placas de 

Petri, contendo aproximadamente 100 sementes cada e sempre a temperatura ambiente.  



 

 

Após a germinação, quando as raízes de A. cepa atingiram cerca de 1,5 cm de 

comprimento, aproximadamente cinco dias após o início do experimento, elas foram coletadas e 

fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol para 1 ácido acético – v:v), por um período de 24 

horas. Posteriormente, para análise das características nucleolares (número de nucléolo por 

célula, a área de um único nucléolo e a quantidade de células apresentando um par de nucléolo 

heteromórfico PNhet), as radículas fixadas foram submetidas à técnica de impregnação por íons 

prata – AgNOR (Howell; Black, 1980, com modificações), que compreende duas etapas: uma 

hidrólise ácida em HCl 1M a 60º C, durante 11 minutos e, posteriormente, submetidas a 

impregnação por íons prata. As pontas das raízes foram seccionadas, em lâmina, para extração 

das suas regiões meristemáticas. Para intensificar a fixação das células, foi adicionada uma gota 

de ácido acético 45%. O material foi recoberto por lamínula, onde, com o auxílio de um estilete 

de madeira, foi feita uma leve pressão, somente para proporcionar um melhor espalhamento das 

células sobre a lâmina. Essa pressão foi bem suave, para que não houvesse comprometimento 

das análises.  

O número de nucléolos foi contabilizado em 1000-1300 células interfásicas de cada 

tratamento em microscópio de luz com aumento de 1000x. A área de um nucléolo único foi 

medida em 200 células de cada tratamento, sob microscopia de luz, com aumento de 1000x, 

utilizando o sistema IMAGE J- Image Processing and Analysis in Java, Versão 1.4 (http:// 

rsb.info.nih.gov/ij/). Para as células portadoras de um número par de nucléolos, foi realizada uma 

análise adicional, classificando os nucléolos em homomórficos (quando os nucléolos 

apresentaram tamanho aproximadamente iguais) e heteromórficos – PNhet (quando exibiram 

tamanhos diferente entre si). Os dados foram comparados, usando o teste Kruskal-Wallis, em um 

nível de significância de p<0,05.  

 

 

3. Análises químicas 

Foram realizadas análises químicas de todas as amostras de água coletadas ao longo do rio Preto. 

Para esta análise foram quantificados os elementos: nitrato, nitrito, amônia, sulfatos, cloreto, 

chumbo, alumínio, manganês, ferro total, cobre, zinco, cromo e cádmio.  

 

 

 



 

 

4. Resultados 

 Os resultados das análises químicas das amostras de águas derivadas das coletas realizadas 

nos anos de 2006, 2007 e 2008 estão dispostos na Tabela 2. Foram detectados valores que se 

encontram acima dos limites recomendados pela portaria 357/2005, do Conselho Nacional do Meio 

Ambiente (CONAMA), para os elementos químicos Cd, Pb, Al, Fe,NH3, Mn, Cu e Zn. 

 Os resultados do número de nucléolos por células meristemáticas de A. cepa, expostas a 

diferentes amostras de águas coletadas ao longo do rio Preto, estão apresentados nas Figuras 2, 3 e 

4. 

 Em agosto de 2006, células expostas à amostra de água do P3 apresentaram um aumento 

significativo (p<0,05) de núcleos contendo quatro nucléolos, quando comparada com o CN. Esse 

aumento foi significativo também para o CP e P4. A amostra de água do P4 também apresentou 

valores estatisticamente significativos para células contendo dois nucléolos e PNhet. Outro ponto de 

coleta que apresentou valores significativos (p<0,05) para células contendo PNhet foi o P5. O CP 

apresentou uma freqüência, estatisticamente, significativa de células com cinco nucléolos, quando 

os resultados foram comparados com o teste controle negativo.  

 Para a amostra de água coletada no P3, em março de 2007, e para o teste CP foi observada 

uma diminuição, estatisticamente, significativa do número de células com um e dois nucléolos, em 

relação ao CN. Por outro lado a amostra de água do P6 causou um aumento significativo do número 

de células com dois nucléolos. As amostras de águas do P1 e CP causaram um aumento 

estatisticamente significativo de células contendo quatro nucléolos, quando comparadas com o CN.  

 Para agosto de 2007, o número de células com um nucléolo foi menor, em relação ao CN, 

para todos os ensaios realizados, porém, com dados estatisticamente significativos somente para o 

P3 e CP. Ensaios realizados com amostras de águas dos P2, P3 e P6, mostraram uma incidência 

significativamente menor de células com dois nucléolos. As águas dos P2, P5, P3 e o CP induziram 

a um aumento significativo no número de células com PNhet e com três nucléolos. Todas as 

amostras de águas causaram aumento no número de células com quatro nucléolos, porém esses 

valores apresentaram-se estatisticamente significantes somente para as amostras dos P3, P6 e CP. A 

freqüência de células com cinco nucléolos só foi, estatisticamente, significativa para os ensaios 

realizados com o CP. 

 Em março de 2008, as amostras de águas do P3 e do CP causaram uma diminuição de 

células contendo um nucléolo, dados estes significativos em relação ao CN. Em contrapartida, na 

amostra do P6 foi observado um aumento significativo de células contendo três nucléolos, quando 

comparada com o CN. 



 

 

 Os resultados das avaliações referentes às áreas de nucléolos únicos das células 

meristemáticas de A. cepa, expostas as diferentes amostras de águas coletadas ao longo do rio 

Preto estão expostos na Figura 5. 

 Em agosto de 2006, as células expostas às águas coletadas nos P3 e P6 e ao CP 

apresentaram um aumento estatisticamente significativo da área nucleolar (nucléolo único), 

quando comparadas com o CN. Nas células expostas às águas dos P3 e P4 também foi verificado 

um aumento da área nucleolar em relação ao P1. Nas células expostas às amostras do P5 foi 

observada uma diminuição significante da área nucleolar em relação às amostras do P3. Na 

amostra coletada em P6 foi constatado um aumento, estatisticamente, significativo da área 

nucleolar em relação ao P2 e P5. 

 Em março de 2007, um aumento significativo da área nucleolar foi observado em células 

expostas à amostra do P3 e ao CP, quando comparados com o CN. Para as amostras coletadas em 

P3, P4 e P6, foi verificado um aumento significativo da área de um único nucléolo, em relação à 

amostra do P1. Um aumento da área nucleolar também foi constatado nas células meristemáticas 

expostas à amostra do P3, quando comparado com o P2.     

 No período de agosto de 2007, células expostas às águas do P3, P6 e ao CP sofreram uma 

diminuição (P3) e um aumento (P6 e CP) significativos, da área nucleolar em relação ao CN. 

Nas células expostas à amostra do P3, também foi verificada uma diminuição, significativa, da 

área nucleolar, quando comparada com as células da amostra do P1. Por outro lado, amostras do 

P4 e P5 causaram um aumento significativo no tamanho do nucléolo, em relação ao P3. Amostra 

do P6 causou um aumento, estatisticamente, significativo da área nucleolar, em relação ao P1, 

P2, P3, P4 e P5. 

 Em março de 2008, apenas células expostas ao CP apresentaram um aumento significativo 

em relação ao CN. Já nas células das amostras do P3, P4 e P6 houve um aumento da área 

nucleolar, quando comparado com as células da amostra do P2.     

  

5. Discussão 

 Em nosso estudo os metais pesados: cobre (Cu) cádmio (Cd), ferro (Fe) e chumbo (Pb) 

foram encontrados em quase todos os pontos e períodos estudados, porém suas concentrações 

diferiram entre as estações  e de uma amostra de água para outra (Tabela 2). O Fe e o Cu foram 

encontrados em todas as amostras de águas coletadas para todos os períodos do estudo, sempre em 

concentrações bem superiores às permitidas pela legislação CONAMA, 2005.  



 

 

Em duas das coletas realizadas (agosto de 2007 e março de 2008), foi possível observar que 

o Manganês apresentou uma concentração superior à considerada normal para este metal. Em 

agosto de 2007, o Mn só não foi encontrado nas amostras dos P2 e P4 e, em março de 2008, só não 

esteve presente nas análises do ponto P4. Contudo, os índices aumentados deste metal não foram 

suficientes para explicar a indução dos efeitos citotóxicos observados nos ensaios realizados, pois, 

mesmo nos pontos e períodos onde não foram quantificados níveis de Mn acima do padrão 

estabelecido pela legislação, houve registros de alterações nucleolares, parâmetros indicativos da 

citotoxicidade da água do rio Preto.  

As análises químicas detectaram que o Pb apresentou diferença de concentração entre as 

estações verão e inverno, para quase todos os pontos de coleta, apresentando valores maiores no 

inverno do que no verão. O aumento desses valores na estação seca pode ser explicado pela perda 

do volume de água, comumente observado na maioria dos reservatórios de água doce, durante os 

períodos de estiagem.  Em contrapartida, na coleta de verão de 2008 foram observados valores bem 

maiores que os encontrados nas coletas anteriores, podendo sugerir um aumento do lançamento de 

efluentes com este metal. 

Regiões organizadoras nucleolares (RONs) são segmentos dos cromossomos, nos quais os 

genes ribossomais estão localizados e que correspondem às constrições secundárias. Durante a 

intérfase, as RONs estão localizadas nos centros fibrilares e estão intimamente associadas ao 

componente fibrilar denso do nucléolo.  Estas estruturas contêm todos os componentes necessários 

para a síntese de rRNA e, portanto, genes para a transcrição de RNAr 18S, 5,8S e 28S, 

independente do local onde se encontram nos cromossomos (SUMNER, 1990; HERNANDEZ-

VERDUN, 2006a; HERNANDEZ-VERDUN, 2006b) .  

O conjunto de características das regiões organizadoras nucleolares reflete diferentes 

mecanismos de regulação do nucléolo. Por exemplo, o número de nucléolo por célula corresponde 

ao número de sítios de síntese de RNA ribossomal ativo, ou seja, o número de regiões 

organizadoras nucleolares (RONs) ativas no núcleo em intérfase (SHERUDILO; SEMESHIN, 

1969; LAZREVA, 1999; LEEK et al., 1991; RUSCHOFF et al., 1995); o tamanho de um único 

nucléolo reflete a atividade transcricional dos sítios de DNA ribossômico (LAFARGA et al., 1985; 

MELLINK et al., 1994; DZIDZIGURI et al., 1994) e a porcentagem de células com PNhet 

caracteriza o mecanismo específico de regulação das regiões organizadoras nucleolares pares no 

núcleo em intérfase (ARKHIPCHUCK; PALAMARCHUK, 1996; ARKHIPCHUCK; GARANKO, 

2005). 

Em células de A. cepa, dois ou raramente três nucléolos são formados durante a telófase, 

sendo que na intérfase podem permanecer distintos ou se fundirem formando um único nucléolo 



 

 

(CHOUINARD; LABLOND, 1967; PANZERA et al., 1996). Nessa espécie, cinco RONs estão 

presentes nos cromossomos, sendo uma no telômero do braço longo do cromossomo 8, no qual não 

existe constrição secundária, e as outras quatro localizadas nos cromossomos satélites do 

cromossomo 6 (PANZERA, 1996).     

Para Rawlins e Shaw (1990), a presença de células multinucleoladas pode estar associada 

a dois fatores: 1. que pode estar relacionado com um estágio intermediário entre telófase (células 

contendo mini nucléolos) e intérfase (células com um único nucléolo grande); 2. que pode não ter 

ocorrido a fusão completa do material nucleolar nessas células, devido a ação de substâncias 

estranhas ao organismo. Segundo Arkhipchuck (1998) a formação de um único nucléolo é mediada, 

principalmente, pela fusão de duas regiões organizadoras funcionais. A fusão do nucléolo no núcleo 

em intérfase é fortemente correlacionada com a atividade metabólica das células (POPP; 

WACHTLER, 1983; WACHTLER et al., 1984).  

No presente trabalho foi observado uma diminuição no número de células portadoras de 

um único nucléolo e um aumento de células com dois, três, quatro, cinco e seis nucléolos, 

principalmente, para todas as coletas realizadas no período de inverno (estação seca), no controle 

positivo, diferentemente do controle negativo, que apresentou um grande número de células 

portadoras de nucléolos únicos e nenhuma célula apresentando quatro, cinco e seis nucléolos. Esse 

fato pode ter ocorrido devido à presença de metais pesados nas amostras de águas, em 

concentrações superiores às consideradas normais pela legislação. Esses metais podem ter 

ocasionado um aumento descontrolado do número de centros ativos de síntese de RNA ribossomal, 

causando um aumento do número de nucléolos, por não permitir a fusão do material nucleolar 

nessas células. Uma fusão normal foi observada para as células do CN, que apresentaram um maior 

número de células portadoras de nucléolos únicos, em relação aos ensaios com as amostras de águas 

contaminadas com metais pesados.  

Podemos sugerir que esse aumento no número de nucléolos, observado para a estação de 

inverno, possa estar relacionado com as características da própria estação (seca), onde pode ter 

ocorrido uma perda do volume de água, comum na maioria dos reservatórios de água do estado de 

São Paulo, durante os períodos de estiagem, proporcionando uma menor diluição dos metais e de 

outros poluentes presentes neste recurso hídrico estudado. 

Karpova et al. (2006) estudando células de Bétula pendula, que cresceram expostas a 

poluição da cidade de Voronezh, observaram um aumento no número de células com três nucléolos. 

Aumento no número de nucléolo por célula também foi observado em coníferas que cresceram sob 



 

 

condições de estresse (KHAIDAROVA; KALASHNIK et al, 1999). Os mesmos autores acreditam 

que este fenômeno seja uma característica adaptativa das coníferas sob condições de estresse. 

Células da nadadeira caudal de Cyprinus carpio L., expostas aos metais pesados cádmio e 

cobre, apresentaram um aumento do número de nucléolos (ARKHIPCHUCK; GARANKO, 2005). 

Uma alta porcentagem de células meristemáticas de Pisum sativum, contendo três nucléolos, foi 

observada por Gabara et al. (1995), após tratamento com chumbo.   

Em relação à área nucleolar estudada no presente trabalho, a maioria das amostras de 

águas testadas induziu a um aumento, estatisticamente, significativo das áreas nucleolares, quando 

comparadas com o CN, com exceção da amostra do P3 (inverno de 2007), que apresentou uma 

diminuição significativa das áreas nucleolares se suas células. 

O volume nucleolar está ligado à atividade de cada RON (MARTINI; FLAVELL, 1985), 

como por exemplo, ao número de genes ativos para codificar RNAr (FLAVELL; O’DELL, 1979; 

MARTINI et al., 1982). Dessa forma, o aumento do tamanho nucleolar pode ser devido à 

amplificação dos genes ribossomais e/ou a alta atividade transcricional desses genes, como também 

pode estar relacionado a um problema na liberação dos produtos da transcrição dos genes 

ribossomais para o núcleo. Ambos os processos podem resultar do impacto de poluentes sobre 

plantas (CHELIDZE; ZATSEPINA, 1988; SOBOL’, 2001). Por outro lado a diminuição na área 

nucleolar, observada no presente estudo, pode indicar uma possível inibição do funcionamento dos 

genes ribossomais, devido à presença de poluentes nas águas do recurso hídrico analisado. 

Para Gabara et al. (1995), outro fator que pode colaborar para a diminuição da área nucleolar 

seria a ausência da região satélite no cromossomo (que contem informação para codificar RNA 

ribossômico), em células expostas a metais pesados como cádmio, chumbo e cromo, uma vez que o 

tratamento com essas substâncias causam anormalidades mitóticas como quebras, perdas e pontes 

cromossômicas. 

Variações periódicas na síntese de RNAr, acúmulo no nucléolo e transporte para o 

citoplasma (JENNANE et al., 1987; MORENO et al., 1989; WILLIAMS; JORDAN, 1980), durante 

o ciclo celular, pode também induzir mudanças no tamanho e na composição dos componentes 

nucleolares. Portanto, nucléolos grandes estão presentes em células ativas e nucléolos pequenos em 

células inativas. 

As mudanças no volume nucleolar, observadas no presente trabalho, pode ser uma 

conseqüência dos danos causados às RONs pelos poluentes presentes nas amostras de águas. Pode 

ser sugerido que o aumento da área nucleolar nas células de A. cepa tenha ocorrido devido à alta 

atividade transcricional dos genes ribossomais, estimulada pela presença dos poluentes, uma vez 



 

 

que nucléolos grandes são presentes em células ativas. Por outro lado, duas hipóteses para a 

diminuição da área nucleolar podem ser indicadas: a) a perda do cromossomo satélite, uma vez que 

aberrações cromossômicas do tipo perda e quebra foram observadas no presente trabalho, pela 

técnica de Feulgen; b) promoção de efeitos inibitórios sobre os sítios contendo genes para 

transcrição do RNAr, como conseqüência da ação dos metais presentes nas amostras de águas. 

Succi et al. (2008), estudando o efeito do chumbo em diferentes concentrações (0,025 

mg/L e 0,034 mg/L), sobre células meristemáticas de A. cepa, observaram uma diminuição e um 

aumento, respectivamente, da área nucleolar nessas células. O tamanho de um único nucléolo 

diminuiu, consideravelmente, em células de Allium fistulosum, após 15 minutos de radiação a laser 

(ARKHIPCHUK, 1995). As células de A. cepa expostas ao metal pesado mercúrio também 

apresentaram uma diminuição da área nucleolar (ARKHIPCHUK; GARANKO 2002). Também, foi 

verificado que o metal cádmio, em diferentes concentrações, causou aumento da área nucleolar, 

diminuição de células com um único nucléolo e aumento de células com dois, três, quatro e cinco 

nucléolos (CORREIA et al., 2008)   

Portanto, os resultados obtidos no presente estudo, corroboram vários trabalhos citados da 

literatura, que indica que as características nucleolares (número, tamanho e área) são extremamente 

úteis e confiáveis para a avaliação de toxicidade de poluentes ambientais.  
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Estado de São Paulo
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P2; P3; P4; P5 e P6

 

 

Figura 1: Localização da cidade de São José do Rio Preto/SP-Brasil (latitude 20° 55’ 59‖ S, 

longitude 49° 18’ 59‖ W)  e dos pontos de coleta ao longo do rio Preto.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabela 1: Dados meteorológicos da cidade de São José do Rio Preto/SP-Brasil, 

referentes aos períodos de coleta das amostras de água do rio Preto, obtidos junto ao 

CEPAGRI. 

Período de 

coleta 

Média de 

temperatura 

máxima (°C) 

Média de 

temperatura 

mínima (°C) 

Índice de 

chuva (mm) 

Nº total 

de dias 

chuvosos 

     

Agosto 2006 30.68 16.45 6.2 1 

 

Março 2007 32.61 21.58 111.6 8 

 

Agosto 2007 29.68 16.81 0 0 

 

Março 2008 28.90 22.58 164.8 10 

     
Nota: Os valores da tabela acima foram obtidos a partir das médias diárias 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Tabela2: Análises químicas das amostras de águas coletadas em diferentes pontos ao longo do rio Preto, São José do Rio Preto/SP. 
Elementos químicos (mg/L) 

  Cd Cloreto Pb Al NH3 Fe  Mn Cr Cu Nitrato Nitrito Sulfato Zn 

Estações e pontos               

Inverno 2006               

P1  0,002* 3,8 0,019* 0,010 0,20 1,04* 0,063 0,01 0,05* 1,10 0,008 5,0 0,17  0,012 0,031 

P2  0,002* 6,6 0,013* 0,020 0,74 1,69* 0,050 0,01 0,09* 2,20 0,037 7,0 0,16 

P3  0,003* 4,8 0,013* 0,136* 0,17 0,67* 0,038 0,01 0,01* 3,00 0,033 16,0 0,16 

P4  0,002* 3,0 0,007 0,214* 0,19 0,60* 0,034 0,01 0,02* 2,50 0,013 4,0 0,21* 

P5  0,001 3,6 0,010* 0,021 0,19 0,36* 0,039 0,01 0,02* 2,60 0,012 4,0 0,20* 

P6  0,001 4,3 0,025* 0,043 0,58 0,48* 0,031 0,01 0,05* 1,80 0,031 3,0 0,09 

               

Verão 2007               

P1  0,002* 10,3 0,010* 0,043 1,05 2,05* 0,077 0,01 0,01* 1,90 0,098 0,0 0,02   0,047 

P2  0,001 7,9 0,013* 0,065 0,65 2,17* 0,043 0,01 0,01* 2,10 0,053 7,0 0,01 

P3  0,001 8,7 0,008 0,024 0,50 1,10* 0,056 0,01 0,02* 1,80 0,047 16,0 0,01 

P4  0,002* 4,5 0,008 0,039 0,47 1,28* 0,067 0,01 0,01* 0,80 0,027 4,0 0,01 

P5  0,003* 3,7 0,015* 0,043 0,41 0,81* 0,052 0,01 0,03* 0,80 0,032 4,0 0,01 

P6  0,017* 5,5 0,011* 0,033 0,94 0,80* 0,039 0,01 0,01* 1,50 0,047 3,0 0,01 

               

Inverno 2007               

P1  0,001 6,8 0,016* 0,030 2,66 2,34* 0,133* 0,01 0,03* 2,20 0,257 1,0 0,01    

P2  0,001 4,7 0,010* 0,098 0,67 2,45* 0,093 0,01 0,03* 1,60 0,064 0,0 0,01 

P3  0,007* 25,0 0,034* 0,013 3,62 0,42* 0,102* 0,01 0,13* 1,60 0,011 76,0 0,04 

P4  0,002* 3,0 0,013* 0,054 0,23 0,95* 0,071 0,01 0,02* 0,80 0,005 0,0 0,01 

P5  0,002* 4,1 0,021* 0,102* 0,78 1,08* 0,223* 0,01 0,03* 1,00 0,019 1,0 0,0 

P6  0,002* 16,2 0,012* 0,084 3,74* 1,22* 0,216* 0,01 0,06* 1,40 0,032 16,0 0,02 

               

Verão 2008               

P1  0,002* 5,7 0,032* 0,029 1,69 2,30* 0,284* 0,01 0,03* 1,80 0,067 0,0 0,0 

P2  0,001 4,3 0,025* 0,042 0,89 2,49* 0,115* 0,01 0,02* 1,60 0,060 0,0 0,01 

P3  0,001 9,4 0,030* 0,250* 0,99 1,75* 0,118* 0,0 0,04* 1,60 0,036 10,0 0,01 

P4  0,002* 4,3 0,028* 0,080 0,45 1,25* 0,101* 0,02 0,02* 1,80 0,029 4,0 0,01 

P5  0,001 7,1 0,026* 0,173* 0,89 1,74* 0,133* 0,0 0,03* 1,60 0,029 4,0 0,01 

P6  0,002* 9,6 0,026* 0,164* 2,00 1,47* 0,114* 0,01 0,08* 1,90 0,058 6,0 0,01 

VMP  0,001 250 0,01 0,1 3,7 0,3 0,1 0,05 0,009 10 1,0 250 0,18 

               
VMP: Valor Máximo Permitido ; * Valores acima do permitido pelo  Conselho nacional do Meio Ambiente (CONAMA)  - portaria 357/2005  

 



 

 

 
 

Figura 2: Alterações nucleolares observadas em células meristemáticas de Allium cepa. A-B. 

Controle negativo; C-F. Controle positivo; G-J. Amostras de águas (P1-P6). A. Célula com único 

nucléolo; B. Células com único nucléolo (seta menor) e célula com dois nucléolos (seta maior); 

C. Célula com três nucléolos; D. Células com dois (cabeça de seta) e três (seta) nucléolos; E. 

Célula com três nucléolos (seta); F. Células com seis nucléolos; G. Células com três (seta maior) 

e dois (seta menor) nucléolos; H. Células com nucléolo heteromórfico (seta maior) e nucléolo 

homomórfico (seta menor); I. Célula com quatro nucléolos (seta); J. Célula com três (seta maior) 

e quatro (seta menor) nucléolos. Aumentos: B e D: 400X; A, C, E, F, G, H, I, J: 1000X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

 
* significantemente (p<0,05) diferentes do controle negativo pelo método Kruskal Wallis. 1N: 

1 nucléolo; 2N: dois nucléolos; PNhet: nucléolos heteromórficos; 3N: três nucléolos; 4N: 

quatro nucléolos; 5N: cinco nucléolos e 6N: seis nucléolos.  

 

Figura 3: Médias e desvio padrão do número de nucléolos, em células de A. 

cepa, após exposição a diferentes amostras de águas (P1-P6), controle negativo 

(CN) e controle positivo (CP), nos meses de agosto de 2006 (A) e março de 

2007 (B). 
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* significantemente (p<0,05) diferentes do controle negativo pelo método Kruskal Wallis. 1N: 

1 nucléolo; 2N: dois nucléolos; PNhet: nucléolos heteromórficos; 3N: três nucléolos; 4N: 

quatro nucléolos; 5N: cinco nucléolos e 6N: seis nucléolos.  

 

 

Figura 4: Médias e desvio padrão do número de nucléolos em células de A. 

cepa, após exposição a diferentes amostras de águas (P1-P6), controle negativo 

(CN) e controle positivo (CP), nos meses de agosto de 2007 (A) e março de 

2008 (B). 
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* significantemente diferente do controle negativo; 

a 
significantemente diferente da amostra de 

água do ponto 1;  
b
 significantemente diferente da amostra de água do ponto 2; 

c
 

significantemente diferente da amostra de água do ponto 3; 
d 

significantemente diferente da 

amostra de água do ponto 4; 
e
 significantemente diferente da amostra de água do ponto 5. 

 

Figura 5: Médias e desvio padrão da área de um único nucléolo, em células 

meristemáticas de A. cepa, após tratamento com amostras de águas coletadas ao 

longo do rio Preto, nos períodos de março de 2007-2008 e agosto de 2006-2007. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. DISCUSSÃO GERAL 
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Coletas de águas sazonais foram realizadas nos meses de agosto de 2006 e 2007, 

representando a estação seca, e março de 2007 e 2008, representando a estação chuvosa. 

Na cidade de São José do Rio Preto/SP as duas estações são bem caracterizadas, como 

demonstrado pelos dados meteorológicos. Portanto, as coletas foram realizadas nestes 

períodos, com o objetivo de avaliar a influência da sazonalidade no recurso hídrico em 

estudo. 

 

A presença de metais foi detectada por meio de análises químicas realizadas. Os 

metais Cd, Pb, Fe, Cu foram detectados, para todas as coletas realizadas, em 

concentrações acima das permitidas pela legislação (CONAMA 357/2005). O Al foi 

encontrado em concentrações acima das permitidas pela legislação nas coletas de agosto 

de 2006 e de 2007 e março de 2008, enquanto que o Mn foi detectado em agosto de 

2007 e março de 2008. De acordo com a literatura, esses metais podem ser encontrados 

em recursos hídricos, em decorrência da contaminação ambiental dada por despejos 

domésticos e industriais (CLAXTON et al., 1998; WHITE et al., 1998; MARCANO et 

al., 2002). 

 

O Pb apresentou diferenças entre as estações de verão e de inverno, para quase 

todos os pontos de coleta, apresentando valores maiores no inverno que no verão. O 

aumento desses valores na estação seca pode ser explicado pelo baixo volume de água, 

comumente observado para a maioria dos reservatórios de água, durante a estiagem. Em 

contrapartida, na coleta de verão de 2008, foram observados valores superiores aos 

encontrados para as coletas anteriores, o que sugere uma possível relação com o 

aumento de emissão de efluentes contaminados com este metal neste período. 

 

Uma vez que o vegetal superior A. cepa e o teleósteo O. niloticus representam 

excelentes organismos-teste para o monitoramento de ambientes aquáticos (FISKEJÖ, 

1985; QUINZANI-JORDÃO, 1987; GRANT, 1994; MATSUMOTO; MARIN-

MORALES, 2004; EGITO et al., 2007), esses foram utilizados no presente estudo, para 

a avaliação do potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico das águas do rio Preto. 

Para estas análises foram realizados os testes de aberrações cromossômicas, de 



 

 

micronúcleo e de características nucleolares quantitativas, em células de A. cepa 

expostas em amostras de águas coletadas ao longo do rio Preto. Essas amostras também 

foram utilizadas para realização dos testes de micronúcleo e de anormalidades nucleares 

em eritrócitos de O. niloticus, para avaliação do potencial mutagênico dessas águas. 

Também foi aplicado o ensaio do cometa nesses eritrócitos, para avaliação do potencial 

genotóxico das águas do recurso hídrico em estudo. 

No presente estudo o teste de índice mitótico, realizado no sistema-teste de A. 

cepa, não se caracterizou em um bom parâmetro para avaliação de citotoxicidade dos 

químicos presentes neste recurso hídrico, pois nenhum resultado apresentou diferença, 

estatisticamente, significativa, quando comparado com o controle negativo.  

Também foi possível avaliar o potencial genotóxico e mutagênico das águas do 

rio Preto, pela presença de aberrações cromossômicas e micronúcleos em células 

meristemáticas de A. cepa. As aberrações cromossômicas mais observadas em nossos 

ensaios foram alterações em células em anáfase (ponte, perda, e multipolaridade), em 

metáfase (C-metáfases), como também a presença de células binucleadas, células com 

micronúcleos e quebras cromossômicas. Como citado em trabalhos realizados (LEME 

et al., 2008), aberrações cromossômicas são caracterizadas por mudanças na estrutura 

cromossômica ou no número total de cromossomos de um organismo, que podem 

ocorrer, tanto espontaneamente como em resultado de exposição a agentes físicos e 

químicos. 

Células meristemáticas de A. cepa, expostas às amostras de águas coletadas nos 

pontos P3 e P6, exibiram freqüências de aberrações cromossômicas maiores que as do 

controle negativo, com diferenças estatisticamente significativas, para todos os períodos 

estudados.  

Foram registrados resultados estatisticamente significativos de células 

micronucleadas, como resultado da exposição de meristemas de A. cepa, às águas das 

coletas realizadas no P6, em agosto de 2006, e nos P3 e P6, em agosto de 2007. Estes 

resultados sugerem que a alta pluviosidade no período de verão, pode ter promovido 

uma significativa diluição dos metais pesados presentes nas amostras de águas, cujas 



 

 

concentrações foram insuficientes para desencadear efeitos mutagênicos sob estas 

células expostas. 

Mudanças na área nucleolar e no número de nucléolos por núcleo também foram 

observadas nessas células. Um aumento significativo na área nucleolar foi observado 

em células de A. cepa, expostas a amostra de água dos P3, em agosto de 2006 e 2007. 

Por outro lado, em março de 2007 foi observada uma diminuição significativa da área 

nucleolar de células expostas às águas do mesmo ponto. Amostras de águas do P6 

causaram um aumento da área nucleolar, em agosto de 2006 e 2007. Outro parâmetro 

nucleolar observado foi a mudança no número total de nucléolos por célula, para os 

ensaios realizados com as águas dos P3 e P6, em todos os períodos de coleta, sendo que 

os maiores números de nucléolos foram observados para as células expostas às águas 

coletadas na estação seca. 

Com o objetivo de acrescentar subsídios para reforçar os resultados encontrados 

no presente trabalho, foi utilizado o mesmo organismo-teste para avaliação dos efeitos 

citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos em células meristemáticas de A. cepa de dois 

metais pesados (Cd e Pb), encontrados em concentrações acima do permitido pela 

legislação em todos os pontos de coleta. Foram testadas duas concentrações para cada 

metal, sendo 0,007mg/L e 0,017mg/L, para o Cd e 0,025mg/L e 0,034mg/L, para o Pb. 

Nesses trabalhos também foi verificado que ambos os metais atuaram de maneira 

deletéria sobre a atividade metabólica das células testadas. Esses trabalhos, a serem 

submetidos à publicação, constam no anexo 2 – 2A (Cd) e 2B (Pb) e fizeram parte das 

atividades do programa de iniciação científica de duas acadêmicas do curso de Ciências 

Biológicas (IBILCE/UNESP). 

Para o organismo-teste O. niloticus, o potencial mutagênico e genotóxico foi 

evidenciado pelo teste do micronúcleo, associado às anormalidades nucleares e ao 

ensaio do cometa. Foi observado um aumento significativo do número de micronúcleos, 

coleta de agosto de 2007, para células expostas às amostras de água do P3. Esses 

micronúcleos podem ter sido formados por um atraso na anáfase, caracterizado por um 

mau funcionamento do fuso, ou, ainda, pela fragmentação cromossômica, resultantes de 

quebras no material genético (AL-SABATI e METCALFE, 1995). 



 

 

As anormalidades nucleares mais observadas para ambas as estações e pontos de 

coleta foram núcleos lobed, notched, blebbed, broken-eggs, células binucleadas e 

cariólise. Essas alterações foram descritas por Carrasco et al. (1990) e, de acordo com 

Çavas e Gözükara (2003), podem ser consideradas como anormalidades decorrentes de 

danos genotóxicos promovidos por químicos ambientais. O aumento no número de 

células apresentando essas anormalidades foi estatisticamente maior que o controle 

negativo para os P3 e P6, nos meses de março de 2007 e agosto de 2007, e para os P3 e 

P4, no mês de março de 2008. 

Os resultados obtidos pelo ensaio do cometa, aplicado em eritrócitos de O. 

niloticus, revelaram escores estatisticamente maiores que o controle negativo, para as 

células expostas às amostras de águas dos pontos de coleta P3 e P6. Segundo 

Nanthawan et al. (2002), o ensaio do cometa é uma técnica indicada para detectar danos 

no DNA provocados por agentes químicos presentes no ambiente aquático. 

Pelos resultados obtidos neste estudo, para os dois sistemas-testes utilizados, 

podemos afirmar que existem diferenças sazonais consideráveis que podem estar 

afetando, drasticamente, o recurso hídrico estudado, e interferindo na qualidade de suas 

águas, visto as diferenças observadas nos resultados dos bioensaios realizados. Para o 

sistema teste A. cepa, foram encontradas mudanças quanto ao número de nucléolos por 

célula, havendo uma indução de um maior número de nucléolo para as células expostas 

às coletas realizadas na estação seca, confirmando uma maior concentração de 

contaminantes presentes neste recurso hídrico, para os períodos de estiagem.  

Também podemos afirmar que águas derivadas dos P3 e P6, apresentaram maior 

potencialidade de indução de efeitos genotóxicos e mutagênicos para todos os períodos 

de estudo, em ambos os sistemas biológicos testados. Este efeito pode ser decorrente do 

comprometimento ambiental, conferido pelo despejo de esgoto urbano, próximo a esses 

dois pontos de estudo.   

  

    

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. CONCLUSÕES 

 

 

 A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, concluímos que:  

 

 Os dois organismos-teste utilizados no presente estudo e os testes aplicados 

mostraram ser adequados para estudos de monitoramento ambiental. 

 

 Dentre os bioensaios realizados, o ensaio do cometa e o teste de anormalidades 

nucleolares foram os que se mostraram mais sensíveis aos efeitos causados 



 

 

pelos poluentes do rio Preto, confirmando os dados da literatura, que dizem que 

estes testes são bastante sensíveis aos efeitos negativos de substâncias tóxicas.  

 

 A avaliação dos elementos químicos mostrou ser um bom indicador na presença 

de outros compostos que podem também conferir características tóxicas. 

 

 As análises realizadas com amostras de águas coletadas ao longo do rio Preto 

mostraram que os pontos de coleta 3 e 6 apresentaram um efeito genotóxico para 

todos os períodos do estudo, sendo maior nos períodos de seca, quando a 

pluviosidade é sempre mais baixa. 

 

 Águas derivadas dos pontos 3 e 6 apresentaram maior potencialidade de indução 

de efeitos genotóxico nos sistemas biológicos testados, provavelmente 

decorrentes do comprometimento ambiental, conferido pelo despejo de esgoto 

urbano da cidade de Rio Preto nos dois pontos de estudo.  

 

 Não foram registrados efeitos mutagênicos para as águas do rio Preto nos 

ensaios desenvolvidos com o organismo teste A. cepa, para o período de verão. 

Este resultado pode ser explicado pela alta pluviosidade neste período, o que 

deve ter promovido uma significativa diluição dos metais presentes nas amostras 

destas águas. 
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7. ANEXOS 

 

 

Anexo 1: A.Foto aérea da localização da Represa Municipal de São José do Rio 

Preto/SP. B. Pontos de coleta ao longo do rio Preto.  

 

 

Anexo 2: Artigos a serem submetidos 

 

 

 Anexo 2.A: Efeitos do chumbo (Pb), avaliados por meio de indução de 

aberrações cromossômicas, micronúcleos e características nucleolares quantitativas, no 

sistema-teste de Allium cepa 

  



 

 

 Anexo 2.B: Utilização dos testes de aberrações cromossômicas, micronúcleo e 

características nucleolares quantitativas em células de Allium cepa para avaliação dos 

efeitos danosos do cádmio (Cd). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 1 
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A. Foto aérea da localização da Represa Municipal de São José do Rio Preto/SP (em destaque 

no círculo). B. Pontos de coleta ao longo do rio Preto. P1: ponto1, P2: ponto 2, P3: ponto 3, P4: 

ponto 4, P5: ponto 5 e P6: ponto 6 (no detalhe, esgoto sendo despejado) .  

 

 

 

 

 

ANEXO 2 

 

 

Trabalhos originados e complementares do presente trabalho de doutorado, co-

orientados pela autora da tese, e que fizeram parte das atividades do Programa de 

Iniciação Científica das acadêmicas Tamires Fernanda Vilas Boas Cordeiro Correia 

(Anexo 2A) e Maysa Succi (Anexo 2B). 

 

 

Anexo 2A: Utilização dos testes de aberrações cromossômicas, micronúcleo e 

características nucleolares quantitativas em células de Allium cepa para avaliação dos 

efeitos danosos do cádmio (Cd). 



 

 

 

 

Anexo 2B: Efeitos do chumbo (Pb), avaliados por meio de indução de aberrações 

cromossômicas, micronúcleos e características nucleolares quantitativas, no sistema-

teste de Allium cepa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 2A 

 

 

 

 

UTILIZAÇÃO DOS TESTES DE ABERRAÇÕES CROMOSSÔMICAS, 

MICRONÚCLEO E CARACTERÍSTICAS NUCLEOLARES QUANTITATIVAS 

EM CÉLULAS DE ALLIUM CEPA PARA AVALIAÇÃO DOS EFEITOS 

DANOSOS DO CÁDMIO (Cd). 
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Resumo 

No presente estudo foram realizados testes de aberrações cromossômicas, micronúcleo e 

características nucleolares quantitativas (número de nucléolo por célula, a área de 

nucléolos únicos e quantidade de células com nucléolos heteromórficos -  PNhet)  para a 

avaliação da ação do cádmio (Cd). Sementes de Allium cepa foram submetidas à 

germinação, em temperatura ambiente, a duas diferentes concentrações de Cd 

(0,007mg/L e 0,017mg/L), em água pura (controle negativo) e em uma substância 

reconhecidamente aneugênica (Trifluralina - controle positivo), em placas de Petri, 

contendo aproximadamente 100 sementes cada. A análise das células dos meristemas 

radiculares de A. cepa, expostas às diferentes concentrações mostrou uma diminuição, 

significativa (p<0,05) do número de células com um único nucléolo, quando comparado 

com o controle negativo, além de um aparente aumento do número de células com três, 

quatro e cinco nucléolos, sendo este aumento significativo somente para os registros de 

células com três nucléolos, após exposição à maior concentração do metal. Também foi 

observado um aumento da área nucleolar das células expostas aos tratamentos 

realizados. Por meio do teste de aberrações cromossômicas e teste do micronúcleo, foi 

possível observar um aumento significativo de células micronucleadas e células 

aberrantes, em relação ao controle negativo, para a maior concentração testada. Foi 

observado um aumento significativo (p<0,05) do índice mitótico nas duas 

concentrações testadas. Nossos resultados indicaram que características nucleolares, 

realizadas com organismos teste A. cepa, podem caracterizar em uma eficiente 

ferramenta para estudos de biomonitoramento ambiental de locais contaminados com 

metais pesados. Diante desses resultados nós podemos concluir também que o uso de 

características nucleolares de células em interfase, associadas aos testes do micronúcleo 

e de aberrações cromossômicas em A. cepa pode constituir bons indicadores de 

toxicidade ambiental por cádmio devendo ser usados como testes rotineiros em locais 

com potencialidade de contaminação por este metal. 

 Palavras-chave: Cádmio (Cd); Allium cepa; Aberrações Cromossômicas, 

Micronúcleo, Características Nucleolares. 

 



 

 

1. Introdução 

Os seres vivos estão expostos à ação de numerosos agentes físicos, químicos ou 

biológicos com potencialidade tóxica, que pode provocar efeitos fisiológicos, 

bioquímicos, patológicos e, em alguns casos, genéticos (ARNAIZ, 1995). 

Pesquisas que investigam a ação de agentes mutagênicos ambientais vêm tendo 

grande importância, pois, embora ocorram mutações espontâneas, a maior parte delas é 

induzida por agentes físicos, químicos ou biológicos, aos quais o homem pode estar 

exposto (MATSUMOTO, 2004). 

A emissão de metais pesados no ambiente vem causando, nos últimos anos, 

um grande impacto nos ecossistemas. As principais atividades responsáveis pela 

contaminação do solo e da água, por metais pesados, são as atividades industriais, 

agrícolas e urbanas (MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2005). Os metais selênio 

(Se), cádmio (Cd), cromo (Cr) e níquel (Ni) são encontrados, normalmente, em 

quantidades baixas, mas necessárias, na alimentação. Porém, quando esses elementos se 

encontram em excesso no ambiente, podem induzir efeitos deletérios sobre os 

organismos, por apresentarem potencialidade carcinogênica e/ou mutagênica (MINISSI; 

LOMBI, 1997). Os metais pesados e seus metabólitos induzem, tanto in vivo como in 

vitro, alterações nas estruturas dos cromossomos, promovendo mutações de pontos em 

procariotos e eucariotos (PASCALICCHIO, 2002). 

O cádmio (Cd) é um metal pesado presente no meio ambiente, encontrado em 

baixas concentrações nos solos. No entanto, a utilização desse metal em processos 

industriais e em fertilizantes tem aumentado a emissão desse poluente no ambiente. 

(PRASAD, 1995; ALMEIDA et al., 2001; MARCANO et al., 2002). O cádmio é 

considerado um dos poluentes ambientais mais tóxicos, por afetar, citogeneticamente, 

vários organismos (ÜNYAYAR et al., 2006). Além disso, é um poluente 

particularmente perigoso, devido à sua alta toxicidade e ótima solubilidade em água 

(DUXBURY, 1985; JIANG et al., 2001).  

O acúmulo de cádmio nas células pode ser perigoso para vários tipos de 

organismos (FUSCONI et al., 2006). Embora o Cd não seja um elemento essencial para 

os processos biológicos do crescimento de plantas, ele é rapidamente absorvido pelas 

raízes destes organismos. (DAS et al., 1997). Desta forma, as plantas superiores 



 

 

constituem um material importante para realização de testes genéticos, que visam a 

monitoração de poluentes ambientais. Ensaios de avaliação genotóxica realizados com 

plantas têm se mostrado eficientes e equiparáveis aos realizados com animais 

(FUSCONI et al., 2006), com a vantagem de serem mais sensíveis, de fácil execução e 

por apresentar baixo custo experimental (FISKESJÖ, 1997; PANDA; PANDA, 2002).  

Dentre os vegetais superiores, Allium cepa é um organismo teste bem aceito para 

a avaliação do potencial genotóxico de vários poluentes, sendo rotineiramente usado 

pela sua alta sensibilidade, pelo grande número de células em divisão, pelo baixo 

número e tamanho uniforme de seus cromossomos (SETH et al., 2008). A espécie A. 

cepa tem sido, freqüentemente, utilizada para se determinar efeitos citotóxico, 

genotóxico e mutagênico de várias substâncias (GRANT, 1982; FISKEJÖ, 1985; 

MATSUMOTO, 2004; FERNANDES et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2008; 

LEME et al.; 2008), sendo utilizada como um organismo padrão para testes rápidos 

(SMAKA-KINCL et al., 1996) e apresentar boa correlação com sistemas teste de 

mamífero (GRANT, 1982; RANK; NIELSEN, 1993; CHAUHAN et al., 1999).  

A germinação de sementes e o desenvolvimento inicial de raízes são estágios 

importantes do crescimento da planta, além de serem também os estágios que 

respondem, mais sensivelmente, às mudanças que ocorrem no ambiente (CHEN et al., 

2003). 

Testes de aberrações cromossômicas com A. cepa, foram padronizados por 

Fiskesjö (1985), embora sejam usados para este fim desde a década de 30. Estes testes 

permitem uma avaliação do potencial genotóxico e mutagênico de substâncias químicas, 

por meio do registro de atividade mitótica (índice mitótico) e das anormalidades do 

ciclo celular das células meristemáticas das raízes dessas plantas (VIDAKOVIÉ-

CIFREK, 2002).   

Outro teste que tem sido utilizado para avaliação da toxicidade de poluentes 

ambientais, inclusive de metais pesados, é o que usa como parâmetro as características 

nucleolares da célula (CALIN; DRAGOMIR, 1980; GABARA et al., 1995; 

ARKHIPCHUK, 1995a; ARKHIPCHUK, 1995b; ARKHIPCHUK et al., 2000; 

ARKHIPCHUK; GARANKO, 2002; KARPOVA et al., 2006). 



 

 

O nucléolo é um componente celular que reflete o estado da atividade da célula 

(RISUEÑO; MEDINA, 1986; GUERRERO et al., 1989; FISCHER et al., 1991; 

HERNANDEZ-VERDUN, 1991), mas que pode sofrer uma desorganização de sua 

estrutura e um desequilíbrio da sua atividade, quando em condições de estresse 

(GABARA et al., 1995). Nessa organela, os genes de DNA ribossomal são transcritos 

em RNA ribossomal e, mais tarde, processados e empacotados em subunidades 

ribossomais (MILLER, 1981; RISUEÑO; MEDINA, 1986).  De acordo com Gabara et 

al. (1995), o número de nucléolos é determinado pelo número de regiões organizadoras 

nucleolares (RON). O autor ainda afirma que, quanto mais forte for a sobrecarga 

funcional, maior será o número de nucléolo apresentado pela célula. 

Atividades antropogênicas estão introduzindo grandes quantidades de metais 

pesados nos ambientes, que, por serem facilmente acumulados nas plantas, acabam 

sendo transferidos para outros organismos, via cadeia alimentar (WIERZBICKA; 

ANTOSIEWICZ, 1993). Desta forma, cada vez mais se tornam necessários estudos que 

enfatizem a toxicidade desses metais, para que possa sensibilizar os órgãos 

governamentais da necessidade de uma política de controle de emissão destas 

substâncias no meio ambiente. 

O presente estudo teve como objetivo a avaliação da ação de diferentes 

concentrações de cádmio (Cd) sobre células meristemáticas de Allium cepa, por meio do 

teste de aberrações cromossômicas, teste de micronúcleos e com base na análise de 

características nucleolares quantitativas. 

 

2. Materiais e Métodos 

2.1 Material Biológico 

O material biológico utilizado neste estudo, para a avaliação do potencial 

citotóxico, genotóxico e mutagênico das diferentes concentrações de cádmio, constituiu-

se de sementes de Allium cepa (2n = 2X = 16 cromossomos) de uma única variedade 

(Baia Periforme) e de um mesmo lote, para evitar diferentes respostas durante o 

andamento dos bioensaios. 

 

 



 

 

2.2. Bioensaio 

Sementes de A. cepa foram colocadas para germinar em duas diferentes 

concentrações de cádmio (0,007mg/L e 0,017mg/L), em água pura (controle negativo) e 

em uma substância reconhecidamente aneugênica (Trifluralina - controle positivo), em 

placas de Petri, contendo, aproximadamente, 100 sementes cada. Os experimentos 

foram desenvolvidos em temperatura ambiente. As concentrações utilizadas no presente 

estudo foram baseadas em análises químicas realizadas em amostras de água de um 

recurso hídrico contaminado com este metal e que foi investigado por Maschio et al. 

(2008). 

Após a germinação, quando as raízes de A. cepa atingiram cerca de 1,5 cm de 

comprimento, aproximadamente cinco dias após o início do experimento, elas foram 

coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol para 1 ácido acético – v:v), por 

um período de 24 horas. 

 

2.2.1. Indução de efeitos citotóxico, genotóxico e mutagênico 

Para análise do índice mitótico, de aberrações cromossômicas e de células 

micronucleadas, as radículas fixadas foram submetidas à reação de Feulgen (Mello; 

Vidal, 1978, com modificações), que compreendeu duas etapas: uma hidrólise ácida em 

HCl 1M a 60º C, durante 11 minutos e a exposição pelo reativo de Schiff, por 2 horas, 

em local escuro. No preparo das lâminas, as pontas das raízes foram seccionadas para 

extração de suas regiões meristemáticas. Para intensificar a coloração das células, foi 

adicionado aos meristemas uma gota de carmim-acético (2%). O material foi recoberto 

com lamínula onde, com o auxílio de um estilete de madeira, fez-se uma leve pressão, 

para proporcionar um melhor espalhamento das células sobre a lâmina, sem prejuízo das 

análises. O material foi analisado ao microscópio de luz, com aumento de 400 vezes. 

Foram analisadas células em intérfase e em divisão, para posterior cálculo do 

índice mitótico, assim como células portadoras de aberrações cromossômicas, como 

anáfases anormais (com ponte e multipolar), bem como perdas e fragmentos 

cromossômicos, células micronucleadas e células binucleadas. O tamanho dos 



 

 

micronúcleos encontrados também foi observado. Para todas as categorias analisadas, 

foram contabilizadas cerca de 5000 células por tratamento, sendo 500 células por 

lâmina, obtidas de um total de 10 lâminas. Os dados foram comparados, usando o teste 

Kruskal-Wallis, em um nível de significância de p<0,05.  

 

2.2.2 Parâmetros nucleolares 

Para análise das características nucleolares (número de nucléolo por célula, a 

área de um único nucléolo e a quantidade de células apresentando um par de nucléolo 

heteromórfico - PNhet), as radículas fixadas foram submetidas à técnica de impregnação 

por íons prata - AgNOR (Howell; Black, 1980 com modificações), que compreende 

duas etapas: uma hidrolise ácida em HCl 1M a 60º C, durante 11 minutos e, 

posteriormente, submetidas a impregnação por íons prata. As pontas das raízes foram 

seccionadas, em lâmina, para extração das suas regiões meristemáticas. Para intensificar 

a fixação das células, foi adicionada uma gota de ácido acético 45%. O material foi 

recoberto por lamínula, onde, com o auxílio de um estilete de madeira, foi feita uma 

leve pressão, somente para proporcionar um melhor espalhamento das células sobre a 

lâmina.  

O número de nucléolos, entre 1000-1300, foi contabilizado em células 

interfásicas, por microscopia de luz, em aumento de 1000x. A área de um único 

nucléolo foi medida em 200 células de cada tratamento, usando o sistema IMAGE J – 

Image Processing and Analysis in Java. Versão 1.40 (http:// rsb.info.nih.gov/ij/). As 

células que apresentaram um número par de nucléolos tiveram uma análise adicional, 

onde os nucléolos foram classificados em homomórficos (tamanho aproximadamente 

igual entre eles) e heteromórficos - PNhet (tamanho diferente). Os dados foram 

comparados, usando o teste Kruskal-Wallis, em um nível de significância de p<0,05.  

 

3. Resultados 

Os ensaios para avaliação dos efeitos genotóxicos, realizados com os meristemas 

radiculares de A. cepa, após o tratamento com ambas as concentrações de cádmio, 



 

 

revelaram um aumento do índice mitótico, das alterações cromossômicas e do número 

de micronúcleos, quando comparados com o controle negativo (Figura 1 e Tabela 1). As 

anormalidades encontradas foram: células com micronúcleos (Fig. 2B), células com 

perdas de cromossomos (Fig. 2D), com quebras cromossômicas (Fig. 2E), anáfases com 

pontes (Fig. 2F), células binucleadas (Fig. 2G) e anáfases multipolares. 

Quanto ao índice mitótico, houve um aumento estatisticamente significativo 

(p<0,05), em ambas as concentrações testadas. Pelas nossas análises foram observadas 

células com anormalidades cromossômicas e células com micronúcleo em maior 

número que o controle nas duas concentrações testadas, mas o resultado só foi 

estatisticamente significativo (p<0,05) para a maior concentração (Tabela 1).  

 A maior parte dos micronúcleos encontrados foi de tamanho, relativamente, 

pequeno, para ambas as concentrações, quando comparados com o controle positivo 

(Tabela 2).  

Quanto às características nucleolares, a técnica de coloração por íons prata 

(AgNOR) mostrou que as radículas de A. cepa, tratadas com as diferentes concentrações 

de cádmio, apresentaram mudanças no número de nucléolo de suas células (Figura 3,4 e 

Tabela 3). O tratamento (0,007mg/L e 0,017mg/L) reduziu, significantemente (p<0,05), 

a proporção de células com um único nucléolo (Tabela 3). A concentração 0,017mg/L 

causou um aumento estatisticamente significativo (p<0,05)no número de células com 

três nucléolos. 

 

4. Discussão 

No presente estudo, foram realizados ensaios com o intuito de avaliar o efeito do 

cádmio sobre o organismo-teste, por meio da análise dos índices mitóticos, de 

aberrações cromossômicas, de células com micronúcleos e de alterações nas 

características nucleolares quantitativas.  

Muitos estudos indicam que o cádmio causa danos na estrutura nucleolar, no 

DNA e RNA de células animais e vegetais (MISRA et al., 1998; HARTWIG; 

SCHWERDTLE, 2002; JONAK et al., 2004). 

Nosso estudo revelou que as duas concentrações testadas de cádmio provocaram 

um aumento estatisticamente significativo do índice mitótico. Segundo Fernandes et al. 



 

 

(2007), o potencial citotóxico de um composto pode ser determinado pela sua 

capacidade de interferir no índice mitótico. Tanto o aumento como o decréscimo do 

índice mitótico podem ser utilizados como parâmetros de citotoxicidade em estudos de 

biomonitoramento ambiental, afirmações corroboradas por (HOSHINA, 2002), que cita 

ser o IM um importante indicador para monitoramento do nível de poluição, 

especialmente de ambientes contaminados por compostos potencialmente tóxicos e 

citotóxicos.  

Índices mitóticos menores que o do controle negativo indicam que o crescimento 

e o desenvolvimento dos organismos expostos foram afetados pelo composto testado 

(CARITÁ; MARIN-MORALES, 2008).  Por outro lado, índices maiores que o do 

controle negativo podem caracterizar um efeito tóxico capaz de promover uma 

proliferação anormal da célula e a capacidade de formação de tumores (HOSHINA, 

2002).  

Ünyayar et al. (2006) relataram que altas concentrações de Cd diminuíram o 

índice mitótico em Allium sativum e Vicia faba, enquanto que no presente trabalho, 

foram as baixas concentrações de Cd (0,007mg/L e 0,017mg/L) que promoveram o 

aumento deste o índice. Estudos anteriores, desenvolvidos por Misra et al. (2003) 

corroboram esses resultados. Os autores afirmam que células da próstata de mamíferos, 

expostas a concentrações de cádmio, acima de 0.112mg/L, inibe a síntese de DNA e a 

divisão celular. Contudo, em concentrações menores acontece o inverso, há um aumento 

da síntese de DNA e, consequentemente da proliferação celular (VON ZGLINICKI et 

al., 1992).  

Seth et al. (2008), estudando o efeito do cádmio em células de A. cepa, para 

concentrações bem maiores que as testadas no presente trabalho, observaram uma 

inibição do índice mitótico. O mesmo resultado foi observado por Çelik et al. (2008) em 

células de Allium sativum, onde altas concentrações de cádmio causaram uma 

diminuição do índice mitótico.  

Chen et al. (2003) relataram que cádmio, na concentração de 20 mg/L, inibiu a taxa de 

germinação e crescimento das raízes de duas espécies de plantas.   

Com relação à genotoxicidade desse metal, no presente trabalho foi observado 

um aumento do número de aberrações cromossômicas para as duas concentrações, 



 

 

porém, com resultados significativos somente para a maior concentração testada. Esses 

resultados sugerem que, como descrito por Seth et al. (2008), aberrações 

cromossômicas indicam a ação primária do Cd sobre o fuso mitótico, o que leva a uma 

indução de anormalidades como anáfase multipolar, atraso cromossômico, pontes e 

distribuição desigual dos cromossomos. A atividade danosa ao DNA pelo Cd pode estar 

associada à geração de radicais livres (ROS – Reactive Oxygen Species), substâncias 

extremamente reativas que promovem quebras no DNA e danos irreversíveis em 

proteínas envolvidas com a replicação, com o reparo, a recombinação e a transcrição do 

DNA (WATANABLE; SUZUKI, 2002; LIN et al., 2007).  

Os efeitos do Cd sobre a estabilidade genômica parecem ser indiretos, sendo 

provenientes, principalmente, do aumento do estresse oxidativo, fator este que pode 

levar a danos no DNA (BERTIN; AVERBECK, 2006). Hossain e Huq (2002) sugerem 

que é possível um efeito direto do Cd sobre o DNA, envolvendo a ligação do metal com 

as bases nitrogenadas G, A e T. 

Células micronucleadas foram encontradas em maior número para as duas 

concentrações testadas de cádmio, quando comparadas ao controle negativo. Porém, 

apenas a maior concentração causou um aumento significativo do número de 

micronúcleos, mostrando um efeito mutagênico do cádmio para as células de A. cepa, 

quando este organismo teste foi exposto à maior concentração do metal.  

Muitos estudos mostram que o teste do micronúcleo é uma técnica eficiente para 

se avaliar os danos causados por certos poluentes ambientais e toxicidade de 

substâncias, como pesticidas e metais pesados, tanto em células vegetais quanto animais 

(HAZEN; GUITERREZ GONZALVEZ, 1988; KHORA et al., 1997; ÇELIK et al., 

2003a,b; ABOU-EISHA et al., 2004; MARTINEZ et al., 2004; YI et al., 2005; 

FERNANDES et al., 2007; ÇELIK et al., 2008). Fragmentos cromossômicos ou até 

mesmo cromossomos inteiros, que sofreram atrasos durante a divisão celular, resultam 

em micronúcleos (ÜNYAYAR et al., 2006). Estudos realizados por Çelik et al. (2008) 

com A. sativum mostraram que o cádmio induziu a formação de micronúcleos nas 

células deste organismo.  

Uma substância capaz de induzir o aparecimento de células com micronúcleos 

pode ser considerada clastogênica ou aneugênica, dependendo do evento relacionado 



 

 

com a formação desta estrutura (MENG, 2003). A ação clastogênica é detectada pela 

presença de micronúcleos resultantes de quebras cromossômicas, durante o processo de 

divisão celular. Já, a ação aneugênica acontece pela inativação do fuso mitótico, que 

levará a perda de cromossomos inteiros, ficando os mesmos ausentes no núcleo 

principal da célula (FENECH, 2000). 

De acordo com Zhang e Yang (1994); Cardova Rosa et al. (2003) e Gichner et 

al. (2003, 2004), a indução de quebras cromossômicas e danos ao DNA comprovam o 

potencial clastogênico do Cd. A maior parte dos micronúcleos encontrada neste estudo 

foi de tamanho, relativamente, pequeno, em comparação com o controle positivo 

(substância reconhecidamente aneugênica), o que corrobora o potencial clastogênico do 

cádmio. 

Quanto às características nucleolares quantitativas, foram observadas alterações 

no número e na área do nucléolo. Na espécie A. cepa, dois e, raramente, três nucléolos 

são formados durante a telófase. Na intérfase subseqüente estes nucléolos podem 

permanecer distintos ou se fundirem formando um único nucléolo (CHOUINARD; 

LEBLOND, 1967; PANZERA et al., 1996). Em A. cepa, cinco RONs (Regiões 

Organizadoras Nulceolares) estão presentes nos nucléolos das células, sendo uma no 

telômero do braço longo do cromossomo 8, onde não existe constrição secundária, e as 

outras quatro na região satélite do cromossomo 6 (PANZERA et al., 1996).     

As características nucleolares refletem mecanismos diferentes envolvidos na 

regulação da atividade nucleolar, isto é, o número de nucléolo por célula tem sido 

proposto como um marcador do número de regiões organizadoras nucleolares ativas 

(SHERUDILO; SEMESHIN, 1969; LAZAREVA, 1999; RUSCHOFF et al., 1995). Já o 

tamanho do nucléolo reflete a atividade transcricional dos clusters de DNAr 

(KWIATKOWSKA; MASZEWSKI, 1985a; DZIDZIGURI et al., 1994; MELLINK et 

al., 1994). A proporção de células com PNhet caracteriza  o mecanismo específico de 

regulação entre os pares das regiões organizadoras nucleolares (ARKHIPCHUK; 

PALAMARCHUK, 1996). 

Alguns estudos apontam que o aumento ou a diminuição no número de nucléolo, 

por célula, pode estar relacionado às características adaptativas de certas plantas a uma 



 

 

condição de estresse (MURATOVA; SEDEL’NIKOVA, 1999; KHAIDAROVA; 

KALASHNIK, 1999; KARPOVA et al., 2006).  

Os resultados obtidos mostraram que as concentrações testadas induziram o 

aumento da área nucleolar, embora essa alteração do tamanho não tenha sido 

significativa. Esse aumento da área de um único nucléolo foi também observado por 

Gabara et al. (1995), ao analisarem células meristemáticas de Pisum sativum L, expostas 

ao cádmio. De acordo com Chelidze e Zatsepina (1988) e Sobol’ (2001), o aumento no 

tamanho do nucléolo pode ser devido à amplificação dos genes ribossomais e/ou sua 

alta atividade transcricional devido à presença de fatores externos, como por exemplo, 

alguns metais pesados, drogas e temperatura (KWIATKOWSKA; MASZEWSKI, 

1985a; KWIATKOWSKA; MASZEWSKI, 1985b; KARPOVA et al., 2006).  

 Os resultados das análises do presente estudo estão coerentes com a literatura 

disponível, em relação à ação do cádmio sob o material genético e nucleolar de 

organismos expostos. As duas concentrações testadas apresentaram efeito tóxico sobre 

as células meristemáticas de Allium cepa, reforçando a preocupação com as emissões de 

resíduos deste metal no ambiente. As duas concentrações de cádmio testadas reduziram, 

significantemente, a proporção de células com um único nucléolo, sendo também 

observado um aumento significativo de células com três nucléolos, para a maior 

concentração do metal.  

Karpova et al. (2006), estudando células de Bétula pendula, expostas a poluição da 

cidade de Voronezh, observaram um aumento no número de células com três nucléolos. 

O aumento no número de nucléolo por célula também foi observado em coníferas que 

cresceram sob condições de estresse (KHAIDAROVA; KALASHNIK et al., 1999). Os 

autores citados acreditam que este fenômeno seria decorrente de uma característica 

adaptativa das coníferas, sob condições de estresse. Células da nadadeira caudal 

Cyprinus carpio L., expostas ao cádmio e cobre, também apresentaram um aumento do 

número de nucléolos (ARKHIPCHUCK; GARANKO, 2005). 

A presença de células multinucleoladas, para Rawlins e Shaw (1990), pode 

estar associada a dois fatores: 1. serem oriundas de um estágio intermediário entre 

telófase (células contendo mini nucléolos) e intérfase (células com um grande e 



 

 

único nucléolo); 2. não ter ocorrido a fusão completa do material nucleolar nessas 

células, devido à ação de substâncias estranhas sobre o organismo.  

Segundo Arkhipchuck (1998), a formação de um único nucléolo é mediada, 

principalmente, pela fusão de duas regiões organizadoras funcionais. A fusão do 

nucléolo em núcleos interfásicos está, fortemente, correlacionada com a atividade 

metabólica das células (POPP; WACHTLER, 1983; WACHTLER et al., 1984).  

Em nosso estudo, podemos sugerir que o cádmio atuou de maneira deletéria 

sobre a atividade metabólica das células meristemáticas de A. cepa, impedindo a 

fusão nucleolar. Esta afirmação pode ser justificada pela diferença de células de 

nucléolos únicos observados entre os tratamentos e o controle negativo. 

Diante desses resultados, nós podemos concluir que o uso de características 

nucleolares de células interfásicas, juntamente com o teste do micronúcleo e de 

aberrações cromossômicas, caracteriza bons parâmetros para estudos de toxicidade 

de metais, especificamente do cádmio, podendo oferecer importantes informações 

sobre os perigos de emissões destas substâncias por atividades industriais, agrícolas e 

urbanas, pelos sérios problemas que podem promover ao meio ambiente. 
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* Significativo para p<0,05 de acordo com o teste Kruskal-Wallis; CN: Controle negativo; CP: 

Controle positivo. 

 

Figura 1: Médias das aberrações cromossômicas (AB), micronúcleos 

(MN) e índice mitótico (IM), observados em células meristemáticas de 

Allium cepa, após tratamento com duas concentrações de cádmio (Cd). 

 

 

 

Tabela 1: Médias e desvio-padrão obtidos dos efeitos citotóxicos (IM), genotóxicos (AC) e 

mutagênicos (MN) em células meristemáticas de Allium cepa, após tratamento com duas 

diferentes concentrações de cádmio.  

 IM AC MN 

Controle negativo 0,54 ± 0,09 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 

Controle positivo 0,43 ± 0,07 7,5 ± 1,58* 3,8 ± 1,13* 

Cd 0,007mg/L 0,67 ± 0,07* 1,5 ± 1,05 2,1 ± 2,18 

Cd 0,017mg/L 0,60 ± 0,08* 6,6 ± 5,08* 3,0 ± 1,63* 

Análise de 5000 células por tratamento. Média ± Desvio-padrão. * Significativo para p < 0,05 de acordo com o 

teste Kruskal-Wallis. IM: Índice mitótico; AC: Aberrações cromossômicas; MN: Célula com micronúcleo. 

 

 



 

 

 

 

Figura 2: Aberrações cromossômicas observadas em células meristemáticas de 

Allium cepa, após tratamento em duas concentrações de cádmio. A. Controle 

positivo; B a G. Concentrações testadas. A e B. Células micronucleadas; C. 

Célula binucleada com micronúcleo; D. Anáfase com perda cromossômica; E. 

Quebra cromossômica (seta); F. Anáfase com ponte cromossômica; G. Célula 

binucleada. Aumentos: 1000X 

 

 



 

 

Tabela 2: Médias e desvio-padrão, referentes aos tamanhos dos micronúcleos 

encontrados para duas concentrações testadas de cádmio. 

Micronúcleo Cádmio 0,007mg/L Cádmio 0,017mg/L 

Maior 0,8 ± 1,03 1,5 ± 0,85 

Menor 1,2 ± 1,55 1,7 ± 1,57 

Média ± Desvio-padrão. 
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* Significativo para p < 0,05 de acordo com o teste Kruskal-Wallis; CN: Controle negativo; CP: 

Controle positivo. 

 

Figura 3: Médias e desvio-padrão do número de nucléolos em células de 

Allium cepa, expostas a duas diferentes concentrações de cádmio (Cd). 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabela 3: Médias e desvio-padrão do número de nucléolos e da área de nucléolos único 

de células de Allium cepa, após exposição das radículas a duas diferentes concentrações 

de cádmio (Cd).  

 CN CP Cd 0,007mg/L Cd 0,017mg/L 

A 1652,42 ± 992,68 2035,53 ± 1089,74* 1734,05 ± 1123,83 1786,69 ± 983,80 

1N 34,4 ± 8,33 4,0 ± 2,16 * 18,1 ± 4,07* 14,9 ± 9,15* 

2N 23,3 ± 13,44 17,0 ± 3,62 34,3 ± 14,32 22,1 ± 8,05 

2N-PNhet 27,0 ± 11,35 23,0 ± 4,83 29,5 ± 13,09 29,0 ± 12,47 

3N 15,3 ± 5,05 45,7 ± 14,83 * 16,5 ± 15,81 31,7 ± 31,93* 

4N 0,0 ± 0,00 5,8 ± 2,09 * 1,3 ± 3,09 2,3 ± 4,03 

5N 0,0 ± 0,00 4,3 ± 1,49 * 0,3 ± 0,95 0,0 ± 0,00 

Análise de 1000 células por tratamento. Média ± Desvio-padrão. * Significativo para p < 0,05, de acordo 

com o teste Kruskal-Wallis. CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; A: Área do nucléolo (μm
2
); 

1N: Núcleo com um nucléolo; 2N: Núcleo com um par de nucléolos homomórficos; 2N-PNhet: Núcleo 

com um par de nucléolos heteromórficos; 3N: Núcleo com três nucléolos; 4N: Núcleo com quatro 

nucléolos; 5N: Núcleo com cinco nucléolos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 4: Alterações nucleolares observadas em células meristemáticas de 

Allium cepa, após tratamento em duas diferentes concentrações de cádmio. 

A – C e E –F. Concentrações testadas; D. Controle negativo. A. Células 

com nucléolos heteromórficos (seta); B. Célula com núcleos homomórficos 

(seta); C. Núcleos com três e quatro nucléolos; D. Células com um e dois 

nucléolos; E. Nucléolos heteromórficos; F. Núcleo com cinco nucléolos. 

Aumentos: A-D: 400X; E-F: 1000X.   

 



 

 

ANEXO 2B 

 

 

EFEITOS DO CHUMBO (Pb), AVALIADOS POR MEIO DE INDUÇÃO DE 

ABERRAÇÕES CROMOSSÔMICAS, MICRONÚCLEOS E 

CARACTERÍSTICAS NUCLEOLARES QUANTITATIVAS, NO SISTEMA-

TESTE DE ALLIUM CEPA 
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Resumo 

Nos últimos anos, a emissão de metais pesados no ambiente tem aumentado, 

causando impactos severos para o ecossistema e graves comprometimentos à saúde 

humana. Testes utilizando vegetais superiores constituem ensaios muito sensíveis e 

confiáveis para o monitoramento ambiental dos potenciais genotóxico, citotóxico e 

mutagênico dessas substâncias. O presente estudo avaliou a potencialidade do 

chumbo (Pb) em induzir alterações no material genético de células meristemáticas de 

Allium cepa, expostas a duas diferentes concentrações de chumbo (0,025mg/L e 

0,034mg/L). Também foram realizadas observações da atividade mitótica (índice 

mitótico), anormalidades no ciclo celular, bem como características nucleolares 

quantitativas (número de nucléolo por célula, área de nucléolos únicos e a quantidade 

de células com heteromorfismo nucleolares -  PNhet). Nossos resultados mostraram 

que ambas as concentrações testadas levaram a um aumento do índice mitótico, de 

aberrações cromossômicas e de micronúcleos, quando comparado com o controle 

negativo. Em relação às características nucleolares, foi observado um aumento 

significativo da área dos nucléolos de células expostas à maior concentração do 

chumbo. Por outro lado, um decréscimo estatisticamente significativo da área 

nucleolar foi observado para a menor concentração.  Nossos dados mostram, para as 

duas concentrações testadas, uma diminuição no número de células contendo um 

único nucléolo, assim como um aumento de células com PNhet, com três e com 

quatro nucléolos, para a maior concentração testada. Pelos resultados obtidos, 

podemos inferir que o chumbo exerceu uma ação tóxica sobre o mecanismo de 

divisão celular, que, provavelmente, pode levar a um efeito irreversível para as 

células afetadas.  

 

 

Palavras-chave: Chumbo (Pb); Allium cepa; Aberrações Cromossômicas, 

Micronúcleo, Nucléolo. 

 



 

 

1. Introdução 

Nos últimos anos, a emissão de metais pesados no ambiente tem aumentado 

causando impactos severos para o ecossistema e grave comprometimento à saúde 

humana, devido ao seu potencial mutagênico. Metais pesados são introduzidos no 

ambiente por meio de várias atividades humanas, especialmente aquelas relacionadas 

com a indústria, a produção de energia, o transporte, a mineração e a agricultura 

(OHE et al., 2004; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2005).  

O risco potencial de metais pesados sob a saúde humana e sob o ambiente há 

vários anos, tem estimulado pesquisadores a investigar os efeitos destes químicos sob o 

material genético de organismos expostos, usando como ferramenta de investigação 

avaliações citogenéticas (BAUCHINGER et al., 1976; LERDA, 1992; GABARA et al., 

1995; DOVGALYUK et al., 2003; MATSUMOTO et al., 2006). Alguns metais pesados 

induzem, comprovadamente, a formação de tumores em organismos experimentais e em 

seres humanos, eventualmente, expostos (SUNDERMAN, 1984; FRIBERG et al., 1985; 

WISE et al., 2004). As contaminações por metais pesados mais observadas no ambiente 

são aquelas causadas por alumínio, arsênio, bário, cádmio, chumbo, níquel, mercúrio e 

cromo (MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2005).  

O chumbo é um metal pesado que tem causado uma crescente poluição 

ambiental  (HALL, 2002), sendo considerado extremamente tóxico para humanos 

(WIERZBICKA, 1999), cuja toxicidade também tem sido comprovada para diversas 

plantas (LERDA, 1992; ARAMBASIC et al., 1995; JIANG; LIU, 2000; PATRA et al., 

2004; WIERZBICKA et al., 2007).  

Plantas superiores constituem um importante material para ensaios 

citogenéticos realizados com o intuito de monitorar os poluentes ambientais. 

Vegetais superiores, incluindo Allium cepa, são conhecidos como excelentes 

bioindicadores para se determinar efeitos citotóxico, mutagênico e genotóxico de 

químicos ambientais, incluindo metais pesados (FISKESJÖ, 1985; FISKESJÖ, 1988; 

STEINKELLNER et al., 1998).  

Grant (1982) e Chauhan et al. (1999) descreveram A. cepa como um eficiente 

sistema teste, rotineiramente utilizado para avaliar o potencial genotóxico de 



 

 

químicos no ambiente, devido à sua sensibilidade e boa correlação com o sistema 

teste de mamíferos. Contudo, A. cepa é um organismo teste eficaz para o 

monitoramento ambiental, especialmente em ambiente aquático (CARITÁ; MARIN-

MORALES, 2008). 

Testes de aberrações cromossômicas, utilizando-se A. cepa como organismo 

teste, foram padronizados por Fiskesjö (1985), mas são realizados desde o final da 

década de 30. Esses testes constituem um ensaio muito sensível e confiável para o 

monitoramento ambiental. O teste é baseado na avaliação do potencial genotóxico e 

mutagênico de substâncias químicas em espécies do gênero Allium, por meio do registro 

de atividade mitótica (índice mitótico) e anormalidades no ciclo celular de células 

meristemáticas das raízes dessas plantas (VIDAKOVIÉ-CIFREK, 2002).   

Outro teste também utilizado nos últimos anos para avaliação da toxicidade 

de poluentes ambientais, inclusive dos metais pesados, tem como parâmetro 

características nucleolares quantitativas (CALIN; DRAGOMIR, 1980; GABARA et 

al., 1995; ARKHIPCHUK, 1995a; ARKHIPCHUK, 1995b; ARKHIPCHUK et al., 

2000). Diversos estudos, utilizando várias técnicas, demonstram que as 

características morfológicas nucleolares são importantes indicadores de processos 

genéticos e moleculares, e são utilizados como marcadores do metabolismo celular 

(CHENTSOV, 1978; CHELIDZE, 1985; ROMANENKO et al., 1992). O teste 

nucleolar tem se mostrado mais sensível a diferentes efeitos negativos que outros 

métodos citogenéticos (ARKHIPCHUK et al, 2000).      

O nucléolo pode sofrer uma desorganização na sua estrutura e um desequilíbrio 

da sua atividade, quando em condições de estresse (GABARA et al., 1995), quando, por 

exemplo, estão sob a ação de drogas (BUSH; SMETANA, 1970), de metais pesados 

(ARKHIPCHUK et al., 2000) e de diferenças de temperatura (FRANSELOT et al., 

1979; GABARA, 1980; SATO; KURIHARA, 1986). Nessa organela, genes de DNA 

ribossomal são transcritos em RNA ribossomal e, mais tarde, processados e 

empacotados em subunidades ribossomais (MILLER, 1981; RISUEÑO; MEDINA, 

1986).  Seu tamanho, geralmente, indica o estado funcional da célula, mas também pode 

refletir o grau de coordenação de todos os processos que afetam o acúmulo das 



 

 

subunidades ribossomais dentro do nucléolo (KWIATKOWSKA; MASZEWSKI, 

1985a; KWIATKOWSKA; MASZEWSKI, 1985b; HERNANDEZ-VERDUN, 2006b).  

O objetivo do presente estudo foi avaliar a ação de diferentes concentrações de 

chumbo (Pb), sobre células meristemáticas de Allium cepa, por meio do teste de 

aberrações cromossômicas, teste do micronúcleo e também de características 

nucleolares quantitativas,.   

 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Material Biológico 

  O material biológico utilizado nesse estudo para se avaliar o possível efeito 

citotóxico, genotóxico e mutagênico das diferentes concentrações de chumbo, 

constituiu-se de sementes de Allium cepa (2n = 2X = 16 cromossomos) de uma única 

variedade (Baia Periforme) e de um mesmo lote, o que evitou diferentes respostas 

durante o desenvolvimento dos bioensaios. 

 

2.2. Bioensaio 

Sementes de A. cepa foram colocadas para germinar em duas diferentes 

concentrações de chumbo (0,025mg/L e 0,034mg/L), em água pura (controle negativo) 

e em uma substância reconhecidamente aneugênica (Trifluralina - controle positivo), em 

placas de Petri contendo aproximadamente 100 sementes cada e sempre em temperatura 

ambiente. As concentrações utilizadas no presente estudo foram baseadas em análises 

químicas realizadas em amostras de água de um recurso hídrico contaminado com este 

metal e que foi investigado por Maschio et al. (2008). 

Após a germinação, quando as raízes atingiram cerca de 1,5 cm de comprimento, 

cerca de cinco dias após o início do experimento, elas foram coletadas e fixadas em 

Carnoy 3:1 (3 partes de etanol para 1 ácido acético – v:v) por um período de 24 horas. 

2.2.1. Indução de efeitos citotóxico, genotóxico e mutagênico 

Para análise do índice mitótico, de aberrações cromossômicas e de células 

micronucladas, as radículas fixadas foram submetidas à reação de Feulgen (Mello; 



 

 

Vidal, 1978, com modificações), que compreendeu duas etapas: uma hidrolise ácida em 

HCl 1M a 60º C, durante 11 minutos e a exposição pelo reativo de Schiff, por 2 horas, 

em local escuro. No preparo das lâminas, as pontas das raízes foram seccionadas para 

extração de suas regiões meristemáticas. Para intensificar a coloração das células, foi 

adicionado aos meristemas uma gota de carmim-acético (2%). O material foi recoberto 

com lamínula onde, com o auxílio de um estilete de madeira, fez-se uma leve pressão, 

para proporcionar um melhor espalhamento das células sobre a lâmina, sem prejuízo das 

análises. O material foi analisado ao microscópio de luz, com aumento de 400 vezes. 

Foram analisadas células em intérfase e em divisão, para posterior cálculo do 

índice mitótico, assim como células portadoras de aberrações cromossômicas, como 

anáfases anormais (com ponte e multipolar), bem como perdas e fragmentos 

cromossômicos, células micronucleadas e células binucleadas. Os diferentes tamanhos 

dos micronúcleos encontrados também foram observados. Para todas as categorias 

analisadas, foram contabilizadas cerca de 5000 células por tratamento, sendo 500 

células por lâmina, obtidas de um total de 10 lâminas. Os dados foram comparados, 

usando o teste Kruskal-Wallis, em um nível de significância de p<0,05.  

 

2.2.2. Parâmetros nucleolares 

Para análise das características nucleolares (número de nucléolo por célula, a 

área de um único nucléolo e a quantidade de células apresentando um par de nucléolo 

heteromórfico - PNhet), as radículas fixadas foram submetidas à técnica de impregnação 

por íons prata - AgNOR (Howell e Black, 1980, com modificações), que compreende 

duas etapas: uma hidrolise ácida em HCl 1M a 60º C, durante 11 minutos e, 

posteriormente, submetidas a impregnação por íons prata. As pontas das raízes foram 

seccionadas, em lâmina, para extração das suas regiões meristemáticas. Para intensificar 

a fixação das células, foi adicionada uma gota de ácido acético 45%. O material foi 

recoberto por lamínula, onde, com o auxílio de um estilete de madeira, foi feita uma 

leve pressão, somente para proporcionar um melhor espalhamento das células sobre a 

lâmina.  



 

 

O número de nucléolos, entre 1000-1300, foi contabilizado em células 

interfásicas, por microscopia de luz, em aumento de 1000x. A área de um único 

nucléolo foi medida em 200 células de cada tratamento, usando o sistema IMAGE J – 

Image Processing and Analysis in Java. Versão 1.4 (http:// rsb.info.nih.gov/ij/). As 

células que apresentaram um número par de nucléolos tiveram uma análise adicional, 

onde os nucléolos foram classificados em homomórficos (tamanho aproximadamente 

igual entre eles) e heteromórficos - PNhet (tamanho diferente). Os dados foram 

comparados, usando o teste Kruskal-Wallis, em um nível de significância de p<0,05.  

 

3. Resultados 

 As análises microscópicas dos meristemas radiculares de A. cepa, após o 

tratamento com ambas as concentrações de chumbo (0,025mg/L e 0,034mg/L) 

indicaram um aumento do índice mitótico e do número de micronúcleos, assim como a 

presença de células aberrantes, portadoras de alterações cromossômicas. Na tabela 1 e 

Figura 1 estão apresentados o índice mitótico (IM), as médias das alterações 

cromossômicas (AC: anáfases com ponte; anáfase multipolar; perdas de cromossomos 

inteiros; quebras cromossômicas e células binucleadas) e o número de micronúcleos 

(MN) encontrados em cada concentração testada. 

Foi observado um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) dos valores 

obtidos para o índice mitótico nas duas concentrações testadas, quando comparados ao 

controle negativo (Tabela 1 e Figura 1). 

 Na avaliação do potencial genotóxico, foram observadas células portadoras de 

anáfase com ponte (Fig. 2F), anáfase multipolar (Fig. 2E), perdas de cromossomos 

inteiros (Fig. 2H-I), quebra cromossômica (Fig. 2D) e células binucleadas (Fig. 2G). 

Célula com quebra cromossômica foi visualizada em apenas uma célula tratada com a 

menor concentração (Figura 2D), não sendo este resultado estatisticamente 

significativo. A concentração de Pb 0,025mg/L mostrou um aumento significativo 

(p<0,05) de aberrações cromossômicas, quando comparada com o controle negativo 

(Tabela 1 e Fig. 1). 



 

 

 Células micronucleadas (Fig. 2A-C) tiveram um aumento significativo nas duas 

concentrações de chumbo analisadas (0,025mg/L e Pb 0,034mg/L), quando comparadas 

com o controle negativo (Tabela 1 e Fig. 1). A maior parte dos micronúcleos 

encontrados em células tratadas com as duas concentrações de chumbo foi de tamanho 

relativamente pequeno, diferentemente dos observados para o controle positivo (Tabela 

2).  

Em relação às características nucleolares, foram observadas mudanças na área e 

no número de nucléolos (Figura 3 e Tabela 3). Na concentração de 0,025mg/L foi 

verificada uma diminuição significativa na área nucleolar (Tabela 3). 

 Na concentração de 0,034mg/L foi observado um aumento significativo do 

número de células com PNhet, três e quatro nucléolos (Tabela 3). O aumento na área 

nucleolar das células tratadas com essa concentração mostrou valores significativos, 

quando comparado com o controle negativo (Tabela 3 e Figura 3H). Também foi 

possível observar uma redução estatisticamente significativa da proporção de células 

com um único nucléolo (Tabela 3).   

 

4. Discussão 

O problema da genotoxicidade causada pelos metais pesados tem adquirido 

novas dimensões com o advento da era industrial. Esses chegam à biosfera através do 

ar, da água e do solo. Os metais são essenciais para a manutenção e evolução de 

todas as formas de vida, pois medeiam os estágios de disseminação da informação 

genética por meio do código genético. Ao mesmo tempo, os mesmos metais podem, 

quando presentes em excesso, ou em condições e lugares inapropriados, produzirem 

erros no sistema de informação genética (PATRA et al., 2004). 

O efeito do chumbo sobre as células é dependente da concentração utilizada, tipo 

de sais associados, propriedades do solo e da espécie envolvida. Em geral, os efeitos são 

mais severos em altas concentrações e em longo período de exposição (PATRA et al., 

2004). 

Segundo Wierzbicka (1999), a redução do número de células em divisão, na 

presença de metais, é resultado de distúrbios do ciclo celular, decorrente do 



 

 

prolongamento do evento de divisão. Por exemplo, em células meristemáticas de A. 

cepa tratadas com chumbo, o ciclo celular foi alongado por 8,5 h quando comparado 

com controle negativo. Este aumento do ciclo mitótico deu-se, principalmente, pela 

prolongação da fase S (WIERZBICKA, 1999).  

O índice mitótico reflete a freqüência de divisão das células e é considerado um 

importante parâmetro na determinação da taxa do crescimento da raiz (JIANG e LIU, 

2000). Índices mitóticos menores que o controle negativo podem indicar que o 

crescimento e o desenvolvimento dos organismos expostos foram afetados pelos 

compostos testados. Por outro lado, índices mitóticos maiores que aqueles encontrados 

no controle negativo são provenientes do aumento da divisão celular, que podem 

caracterizar um evento prejudicial às células, o que pode levar a uma proliferação 

descontrolada e posterior formação de tumor (CARITÁ e MARIN-MORALES, 2008). 

Neste trabalho, as duas concentrações testadas mostraram valores de índices 

mitóticos maiores que os encontrados no controle negativo, podendo indicar que essas 

concentrações podem ter causado uma proliferação descontrolada de células 

meristemáticas de A. cepa.  Dessa forma, os resultados do presente estudo sugerem que 

tais concentrações apresentam potencial citotóxico para o organismo teste A. cepa. 

Quanto à genotoxicidade do chumbo, foi observado um aumento do número 

de aberrações cromossômicas como anáfase com ponte, anáfase multipolar, perdas 

cromossômicas e células binucleadas para as duas concentrações testadas, porém, esse 

resultado foi significativo somente para a maior concentração.  Lerda (1992) estudando 

o efeito de diferentes concentrações de chumbo em células meristemáticas de A. cepa, 

observou que somente a concentração maior foi capaz de causar um aumento na 

freqüência de aberrações cromossômicas.   

Pelos resultados obtidos, foi observado um aumento no número de células 

portadoras de MN, para as duas concentrações testadas. Contudo, a maior parte dos MN 

apresentou um tamanho, relativamente, menor, quando comparados com o teste controle 

positivo, feito com o herbicida trifluralina, que é, segundo Fernandes et al. (2007), um 

químico de reconhecida ação aneugênica. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jiang%20W%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Liu%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract


 

 

Segundo Fenech e Crott (2002), micronúcleos podem resultar de fragmentos 

acêntricos (agente clastogênico) ou de cromossomos inteiros (agente aneugênico) que 

não foram incorporados ao núcleo principal durante o ciclo celular. Desta maneira, uma 

substância capaz de induzir a formação de micronúcleos pode ser considerada uma 

substância clastogênica ou aneugênica (MENG, 2003). A ação clastogênica é 

comprovada pela presença de micronúcleos decorrentes de quebras cromossômicas 

durante o processo de divisão celular. Já a ação aneugênica acontece pela inativação do 

fuso mitótico, que levará a perda de cromossomos inteiros, ficando os mesmos ausentes 

no núcleo principal da célula (FENECH, 2000).      

Dessa maneira, pelos resultados obtidos no presente estudo, podemos inferir que 

o chumbo também apresenta um efeito clastogênico sobre as células meristemáticas de 

A. cepa, uma vez que houve um grande número de células portadoras de micronúcleos 

pequenos, provavelmente decorrentes de quebras cromossômicas ocorridas durante o 

ciclo celular. A baixa freqüência de células com quebras cromossômicas, observadas em 

nossas análises, pode ser explicada pela rápida descondensação do material genético das 

porções perdidas, levando a formação, quase que imediata, dos pequenos micronúcleos 

observados. Esses resultados confirmam os experimentos de Lerda (1992), no qual o 

chumbo induziu efeitos clastogênicos em células meristemáticas de A. cepa. 

A função do nucléolo é produzir ribossomos, sendo que o tamanho e a forma 

dessa organela dependem do estado funcional celular, variando entre e intra espécies, de 

tecido para tecido e de célula para célula (HERNADEZ-VERDUN, 2006b). Além disso, 

sabe-se que o nucléolo é o centro metabólico de RNA (JIANG e LIU, 2000). 

Regiões organizadoras nucleolares (RONs) são porções cromossômicas, 

observadas na metáfase, onde estão localizados os genes ribossomais e que 

correspondem às constrições secundárias. Durante a intérfase, as RONs estão 

localizadas nos centros fibrilares e estão, intimamente, associadas ao componente 

fibrilar denso do nucléolo.  Estas estruturas contêm todos os componentes necessários 

para a síntese de rRNA e, portanto, genes para a transcrição de rRNA 18S, 5,8S e 28S, 

independente do local onde se encontrem nos cromossomos (SUMNER, 1990; 

HERNANDEZ-VERDUN, 2006a; HERNANDEZ-VERDUN, 2006b) .  



 

 

As características nucleolares utilizadas neste estudo podem refletir diferentes 

mecanismos envolvidos na regulação da atividade nucleolar, uma vez que o número de 

nucléolos representa o número de regiões organizadoras nucleolares ativas; o tamanho 

do nucléolo mostra a atividade transcricional dessas regiões e a porcentagem de PNhet 

caracteriza  o mecanismo específico de regulação da atividade das células com nucléolo 

duplo (ARKHIPCHUK e PALAMARCHUK, 1997). 

As células telofásicas de A. cepa apresentam dois e, eventualmente, três 

nucléolos, que, durante a intérfase, podem permanecer distintos ou se fundirem, 

formando uma estrutura única (CHOUINARD; LABLOND, 1967; PANZERA et al., 

1996). Nessa espécie, cinco RONs estão presentes nos nucléolos das células, sendo uma 

do telômero do braço longo do cromossomo 8, no qual não existe constrição secundária, 

e as outras quatro da região satélite do cromossomo 6 (PANZERA, 1996).     

 Nossos resultados mostraram que as concentrações de chumbo, testadas neste 

estudo, induziram mudanças significativas na área nucleolar, porém, distintas entre as 

concentrações. A concentração de 0,025mg/L apresentou uma área nucleolar menor, 

quando comparada com o controle negativo, enquanto que a concentração maior causou 

um aumento da área do nucléolo. 

 De acordo com Chelidze e Zatsepina (1998) e Sobol’ (2001), o aumento no 

tamanho do nucléolo pode ser resultado da amplificação dos genes ribossomais e/ou de 

sua alta atividade transcricional, devido à presença de fatores externos como, por 

exemplo, alguns metais pesados, drogas, temperatura (KWIATKOWSKA; 

MASZEWSKI, 1985a; KWIATKOWSKA; MASZEWSKI, 1985b; KARPOVA et al., 

2006). Em contra partida, esses mesmos fatores podem promover a diminuição do 

tamanho nucleolar, que pode estar relacionada à inibição do processo de acúmulo das 

subunidades ribossomais na célula, devido à expulsão do material nucleolar do núcleo 

para o citoplasma (WILLIAMS; JORDAN, 1980; JENNANE et al., 1987; MORENO et 

al., 1989; JIANG; LIU, 2000).  

Gabara et al. (1995), analisando células meristemáticas de Pisum sativum L., 

observaram que o tamanho do único nucléolo da célula aumentou, após o tratamento 

com chumbo e cádmio.  Experimentos com células meristemáticas de A. cepa, 



 

 

realizados por Fiskesjö (1983), também revelaram mudanças no volume nucleolar 

devido à ação de metal pesado, no caso, o alumínio.  

 O número de nucléolos por célula corresponde ao número de região 

organizadora nucleolar ativa e, objetivamente, caracteriza a atividade proliferativa da 

célula (LEEK et al., 1991; MAMAEV; MAMAEVA, 1992; RUSCHOFF et al., 1995). 

Alguns autores acreditam que o aumento ou a diminuição no número de nucléolo por 

célula esteja relacionado com características adaptativas de certas plantas em condições 

de estresse (MURATOVA; SEDEL’NIKOVA, 1999; KHAIDAROVA, 1999; 

KARPOVA et al., 2006). 

 No presente estudo na concentração de 0,034mg/L foi verificado um aumento 

significativo de células com PNhet, três e quatro nucléolos e uma diminuição 

significativa de células contendo um e dois nucléolos homomórficos, quando 

comparadas com o controle negativo. Células de Pisum sativum L, expostas ao chumbo, 

apresentaram uma maior porcentagem de células com três nucléolos (GABARA et al., 

1995).  

A fusão de nucléolos no núcleo em intérfase está fortemente correlacionada 

com a atividade metabólica das células (POPP; WACHTLER, 1983; WACHTLER et 

al., 1984). O Pb pode ter ocasionado um aumento descontrolado do número de centros 

ativos de síntese de RNA ribossomal, causando um aumento do número de nucléolos, 

impedindo a fusão do material nucleolar nessas células. O CN, no entanto, apresentou 

um maior número de células portadoras de nucléolos únicos.  

 Dessa forma, nossos resultados sugerem que as diferentes concentrações de 

chumbo exerceram uma ação tóxica sobre as células meristemáticas de Allium cepa, 

uma vez que aberrações cromossômicas e alterações nucleolares são sinais evidentes da 

ação tóxica de químicos, sobre o material genético de organismos expostos, o que, 

provavelmente, pode levar a um efeito irreversível para a célula.  
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Tabela 1: Médias e desvio-padrão dos efeitos citotóxicos (IM), genotóxicos (AC) e 

mutagênicos (MN) em células meristemáticas de Allium cepa, após tratamento com duas 

diferentes concentrações de chumbo. 

Controle Negativo Controle Positivo Chumbo 0,025mg/L Chumbo 0,034mg/L 

IM 0,54 ± 0,09 0,43 ± 0,07 0,69 ± 0,10* 0,61 ± 0,12* 

AC 0,1 ± 0,32 6,8 ± 1,47* 3,1 ± 1,52* 2,2 ± 2,04 

MN 0,0 ± 0,00 3,1 ± 0,87* 3,7 ± 2,67* 2,2 ± 1,62* 

Análise de 5000 células por tratamento. Média ± Desvio-padrão. * Significativo para p < 0,05, de acordo com o 

teste Kruskal-Wallis. IM: Índice mitótico; AC: Aberrações cromossômicas; MN: Célula com micronúcleo. 
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Figura 1: Médias dos efeitos citotóxicos (IM), genotóxicos (AC) e mutagênicos 

(MN) em células meristemáticas de Allium cepa, após tratamento com duas 

diferentes concentrações de chumbo. Análise de 5000 células por tratamento. 

*Significativo para p < 0,05, de acordo com o teste Kruskal-Wallis. IM: Índice 

mitótico; AC: Aberrações cromossômicas; MN: Célula com micronúcleo; CN: 

Controle negativo; CP: Controle positivo. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Aberrações cromossômicas observadas em células 

meristemáticas de Allium cepa após tratamento em diferentes 

concentrações de chumbo. A, B e C. Células micronucleadas; D. 

Anáfase com quebra cromossômica; E. Anáfase Multipolar; F. 

Anáfase com ponte cromossômica; G. Célula binucleada (seta); H e 

I. Anáfases com perda cromossômica. Aumentos: A, B, C, D, E, F, 

G, H -1000X; I – 400X.   
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Tabela 2: Médias e desvio-padrão referentes aos tamanhos dos micronúcleos (MN) 

encontrados em cada concentração de chumbo testada. 

                                                                     Chumbo 0,025mg/L Chumbo 0,034mg/L 

MN grande 1,3 ± 1,42 0,5 ± 0,71 

MN pequeno 2,4 ± 1,78 1,7 ± 1,42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 3: Valores médios das características nucleolares em células de Allium cepa 

sob controle e condições experimentais. 

 Controle 

Negativo 

Controle 

Positivo 

Chumbo 

0,025mg/L 

Chumbo 

0,034mg/L 

A 1652,42 ± 992,688 2035,53 ± 1089,74 

* 

1458,18 ± 924,557 

* 

1998,53 ± 1376,933 * 

1N 34,4 ± 8,33 4,0 ± 2,16 * 30,5 ± 7,60 8,9 ± 5,34 * 

2N 23,3 ± 13,44 17,0 ± 3,62 26,2 ± 14,72 9,5 ± 11,72 * 

2N-

PNhet 

27,0 ± 11,35 23,0 ± 4,83 28,7 ± 14,92 43,1 ± 13,54 * 

3N 15,3 ± 5,05 45,7 ± 14,83 * 13,5 ± 16,36 31,2 ± 17,76 * 

4N 0,0 ± 0,00 5,8 ± 2,09 * 1,0 ± 1,88 7,3 ± 6,22 * 

5N 0,0 ± 0,00 4,3 ± 1,49 * 0,1 ± 0,31 0,0 ± 0,00 

Análise de 1000 células por tratamento. Média ± Desvio-padrão. * Significativo para p < 0,05, de 

acordo com o teste Kruskal-Wallis. A: Área do nucléolo (μm
2
); 1N: Núcleo com um nucléolo; 2N: 

Núcleo com um par de nucléolos homomórficos; 2N-PNhet: Núcleo com um par de nucléolos 

heteromórficos; 3N: Núcleo com três nucléolos; 4N: Núcleo com quatro nucléolos; 5N: Núcleo com 

cinco nucléolos. 

 

 

 

 



 

 

 
Figura 3: Alterações nucleolares induzidas pelo chumbo (Pb) em células meristemáticas de 

Allium cepa. A e B. Controle Negativo; C e D. Controle Positivo; E, F, G, H e I. Ação do 

chumbo. A. Células com um nucléolo; B. Células com um e dois nucléolos homomórficos; C. 

Núcleocomseis nucléolos; D. Células com dois (PNhet), três, quatro, cinco e seis nucléolos; E. 

Células com um, três e quarto nucléolos; F e G. Células com 

nucléolos heteromórficos - PNhet; H. Núcleo com um único nucléolo 

(concentração 0,034mg/L); I. Células com PNhet e três nucléolos 

(concentração 0,034mg/L). Aumentos: B, E, F – 400X; A, C, D, G, H, I – 

1000X. 
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