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RESUMO 

 

 
 

A genotoxicidade de um agente físico ou químico possui o potencial de promover alterações 
genéticas, estruturais, informacionais ou segregacionais no material genético e com isso 
comprometer a integridade dos seres vivos. Biomonitoramentos que investiguem e detectem 
potenciais genotóxicos, citotóxicos e mutagênicos são fundamentais para a verificação da 
qualidade dos ecossistemas aquáticos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o 
potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico das águas provenientes do igarapé São 
Francisco da cidade de Rio Branco, Acre, Brasil. Foi desenvolvida uma revisão de literatura 
acerca dos principais métodos genotóxicos e posteriormente uma adaptação do teste de Allium 
cepa. A metodologia utilizada para a avaliar os potenciais foi o teste de A. cepa.  Foram 
coletadas amostras de água, em 10 pontos no mês de junho, período de seca (95mm) e 
dezembro, período chuvoso (452mm), no ano de 2019, no igarapé São Francisco na região 
urbana e uma amostra da Nascente da região rural. Cada amostra foi utilizada para a 
germinação das sementes, sendo colocadas em duas placas de petri com papel filtro, contendo 
100 sementes cada. As sementes germinaram sob temperatura constante de 24°C, sendo 
irrigadas uma vez ao dia. Após 3 dias, os meristemas foram coletados e submetidos a técnica 
de coloração por orceína acética 2%. Foram analisadas 5000 células por amostra, sendo 
identificadas células em interfase, mitose, anormalidades nucleares e cromossômicas e 
micronúcleos.  No período de seca, os índices mitóticos foram significativamente menores 
nos pontos 4 e 10 em relação ao controle e os pontos 4, 6, 8 e 10 à nascente, já no período 
chuvoso os pontos houve uma diminuição do índice mitótico nos pontos 2, 3, 8, 9 e 10 em 
relação à nascente e o ponto 10 em relação ao controle. Somente o ponto 4 apresentou 
resultados menores na seca e o ponto 7 no chuvoso. Durante o período de seca os pontos 1, 2 
e 3 apresentaram uma maior quantidade de micronúcleos tanto em relação ao controle quanto 
a nascente, porém na estação chuvosa, somente o ponto 2 continuou demostrando esse 
fenômeno. Foram encontrados valores significativos em relação ao controle negativo em 9 
dos 10 pontos ao longo do igarapé, com exceção do ponto 7, demonstrando assim que existem 
agentes causadores de alterações citotóxicas, genotóxicas e mutagênicas. 

Palavras-chave: Ecotoxicologia; Allium cepa; Poluição ambiental. 
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ABSTRACT 

 
 
 

The genotoxicity of a physical or chemical agent has the potential to promote genetic, 
structural, informational or segregational changes in the genetic material and thereby 
compromise the integrity of living beings. Biomonitoring that investigates and detects 
genotoxic, cytotoxic and mutagenic potentials is essential for verifying the quality of aquatic 
ecosystems. This study aimed to evaluate the cytotoxic, genotoxic and mutagenic potential of 
waters from the São Francisco stream in the city of Rio Branco, Acre, Brazil. A literature 
review was developed about the main genotoxic methods evaluations and later an adaptation 
of the Allium cepa assay. The methodology used to evaluate the potentials was the A. cepa 
test. Water samples were collected at 10 points in the months of June, dry season (95mm) and 
December, rainy season (455mm), in the year of 2019, in the urban region of São Francisco 
stream and a sample of the spring in the rural region. Each sample was used for seed 
germination, placed in two petri dishes with filter paper, containing 100 seeds each. The seeds 
germinated under a constant temperature of 24 ° C, they were irrigated once a day. After 3 
days, the meristems were collected and submitted to the 2% acetic orcein staining technique. 
5000 cells were analyzed per sample, identifying cells on interphase, mitosis, nuclear and 
chromosomic alterations and micronuclei. In the dry season, the mitotic indexes were 
significantly lower on points 4 and 10 compared to the control and points 4, 6, 8 and10 from 
the spring, while in the rainy season the points that showed a decrease in the mitotic index 
were 2, 3, 8, 9 and 10 in relation to the spring and point 10 in relation to the control. Only 
point 4 showed lower results in drought and point 7 in rainy. During the dry season, points 1, 
2 and 3 showed a greater amount of micronuclei both in relation to the control and the spring, 
but in the rainy season, only point 2 continued to demonstrate this phenomenon. Significant 
values were found in relation to the negative control in 9 of 10 points along the stream 
(exception of point 7), thus demonstrating that there are agents that cause cytotoxic, genotoxic 
and mutagenic alterations. 
 
Keywords: Ecotoxicology; Allium cepa; Enviromental polution. 
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 A água é um bem mineral fundamental para a fisiologia e manutenção da vida (WHO, 

2018).  A colonização humana se deu historicamente em torno de rios, riachos e lagoas, 

oferecendo assim aos povos um importante recurso à sobrevivência (FRANÇA, 2006).  A 

disponibilidade e característica da água no globo terrestre é classificada em dois tipos: 

salgada (que compreende aproximadamente 97,5%) e doce (com cerca de 2,5%), essa última 

que está distribuída na seguinte proporção: 69% em geleiras, 30% em águas subterrâneas e 

apenas 1% em rios (MARTINS; LUZ; ADAMATTI, 2017; ANA, 2018; LIMA et al., 2018). 

 O Brasil apresenta aproximadamente 12% do total de água doce no mundo, sendo a 

região Norte a maior em termos de disponibilidade com 80%, apesar de possuir somente 

cerca de 5% da população brasileira, enquanto o restante do país, com 95% da população, 

tem acesso apenas a 20% desse recurso hídrico (GIATTI; CUTOLO, 2012; ANA, 2018).  

 A colonização e expansão urbana ao longo dos corpos d´água, representam uma 

ameaça aos ecossistemas aquáticos, visto que acabam sendo alvos de despejo de efluentes 

domésticos, industriais e agrícolas (MARINHO, 2017). A capacidade da água de solubilizar 

diversas substâncias, pode influenciar no transporte de contaminantes para longe dos focos de 

contaminação, podendo disseminar esses produtos em ambientes distantes (SANTOS et al., 

2017; COSTA; MONTEIRO; BATISTA, 2018). 

 Substâncias químicas provenientes da poluição ambiental, tais como compostos 

orgânicos e metais pesados, podem alterar a atividade celular, inibindo atividades enzimáticas 

e alterando seu material genético (MACEDA et al., 2015).  

 Alguns dos compostos que alteram o material genético das células são denominados 

de mutagênicos, esses agentes podem alterar o metabolismo celular, de forma que, as células 

podem perder o controle de regulação da expressão gênica, desencadeando mecanismos 

apoptóticos e formação de células neoplásicas (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003; 

CARITÁ, 2010). 

 Ensaios que envolvem análises genotóxicas possibilitam a visualização destes efeitos 

macro e microscopicamente, sendo possível observar, a ação direta no desenvolvimento 

celular e tecidual (CHANDRA et al., 2005).  A genotoxicidade de um agente físico ou 

químico possui o potencial de promover alterações genéticas, estruturais, informacionais ou 

segregacionais no DNA, que podem causar danos ao material genético, provocando 

anormalidades cromossômicas, tais como metáfase com aderência, C-Metáfases, metáfase 

com perdas cromossômicas, pontes anafásicas, anáfases e telófases com atrasos, perdas 

cromossômicas, e anormalidades nucleares, tais como brotamentos e multinucleação 
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(PALSIKOWSKI et al., 2017; DUSINSKA et al., 2019, PROLO JÚNIOR et al., 2019).  

Essas alterações causadas por agentes genotóxicos podem formar fragmentos cromossômicos 

que não são incorporados ao núcleo após a mitose, resultando em corpúsculos denominados 

micronúcleos (OLIVEIRA; YAMASHITA; MENEGUETTI, 2013), que medem cerca de 1/3 

a 1/5 do tamanho do núcleo principal (PEREIRA JÚNIOR, 2015). 

 Alguns dos testes para análise de parâmetros citotóxicos e mutagênicos utilizam a 

espécie Allium cepa, conhecida popularmente como cebola de cabeça.  Trata-se de um teste 

de baixo custo e alta eficiência, sendo utilizado para biomonitoramento de contaminantes 

ambientais (FISKESJÖ, 1985; PERON; CANESIN; CARDOSO, 2009; MALINI et al., 2010; 

LESSA; CARIELLO, 2017; FERNANDES et al., 2018).  A utilização de plantas para ensaios 

de genotoxicidade é de grande importância, pois dispensa a preparação de meios de cultura 

elaborados, estabelecimento de ambientes extremamente controlados, autorização de Comitês 

de Ética em Pesquisa, além de apresentarem uma boa correlação quando a outras 

metodologias que utilizam animais ou microrganismos para o mesmo tipo de análise 

(FISKESJÖ, 1988; CARITÁ; MARIN-MORALES, 2008; MENEGUETTI et al., 2011; 

MENEGUETTI et al., 2012).  

Os biomonitoramentos de rios, riacho e igarapés são fundamentais, uma vez que 

agentes contaminantes podem apresentar uma alta biodisponibilidade e bioacumulação em 

diferentes níveis tróficos ambientais (SILVA et al., 2004; SANTOS et al., 2017), inclusive 

podendo provocar efeitos mutagênicos e citotóxicos, afetando a integridade genética dos seres 

vivos e direta ou indiretamente as comunidades e ecossistemas (KASPER et al., 2018).  

O crescimento populacional demanda recursos ambientais, tais como novas áreas para 

ocupação, alimentos e água, sendo que historicamente as populações ocupam 

desordenadamente as margens de rios e riachos, e ausência de políticas públicas de 

saneamento, acabam por ali despejarem seus dejetos (FRANÇA, 2006). Assim como 

indústrias que utilizam o recurso hídrico em seus processos de produção, e muitas vezes, não 

realizando o tratamento adequado de seus resíduos, liberando-os nos cursos d´água (COSTA, 

2017; RIBEIRO; ROLIM, 2017). 

A proteção e monitoramento dos recursos hídricos superficiais é importante para 

garantir a sustentabilidade hídrica das cidades, pois desta forma possibilita a preservação da 

qualidade da água para o consumo, produção de comida e uso recreativo (WHO, 2018). 
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2. OBJETIVOS 
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2.1 GERAL 

 

 Avaliar o potencial genotóxico, citotóxico e mutagênico de possíveis contaminantes 

presentes na água do Igarapé São Francisco no município de Rio Branco, Acre. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

 Descrever as principais técnicas de análises genotóxicas; 

 Desenvolver uma adaptação do protocolo proposto por Guerra e Souza (2002) para 

avaliação genotóxica e mutagênica; 

 Averiguar o potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico da água do Igarapé São 

Francisco em período chuvoso e de estiagem. 
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3. CAPITULO I – Análise Genotóxica: Métodos e Aplicações  
O capítulo I foi publicado como capítulo no livro Ciência, Inovação e 

Tecnologia na Amazônia. 
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4. CAPITULO II – Adaptação do teste de Allium cepa para avaliação Genotóxica e 

Mutagênica  
O capítulo II será submetido à Revista Genetics and Molecular Research, em formato de comunicado 

breve.  A tradução, normatização e submissão irão ocorrer após as correções e sugestões da banca. 
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Resumo 

Este trabalho teve como objetivo adaptar o protocolo de avaliação genotóxica e mutagênica de 
Guerra e Souza (2002).  Os ensaios foram feitos com sementes de Allium cepa da variedade 
Baia periforme sem agroquímicos. Após o desenvolvimento dos meristemas com 1 a 2cm de 
comprimento, foram coletados, armazenados e conservados sob refrigeração (2-8ºC) em tubos 
contendo orceína acética 2%, por 1h, 24h, 48h e 72h.Foram realizados esmagamentos para 
confecção das lâminas e observadas ao microscópio óptico na objetiva de 40X. Observou-se 
que os meristemas conservados em até 48h apresentaram resultados satisfatórios quanto a 
coloração e detalhamento de cromossomos, núcleos e micronúcleos. Esta técnica difere-se das 
demais por não apresentar agentes fixadores e hidrolisantes, possibilitando ainda a 
conservação do material em orceína acética 2% por até 72h. 
Palavras-chave: Ecotoxicologia. Genotoxicidade. Mutagenicidade. 

 

O primeiro relato da utilização A espécie Allium cepa, conhecida popularmente como 

“cebola de cabeça”, como organismo para testes biológicos foi a partir do ano de 1920 

(LEVAN, 1938) e, desde então, diversos estudos relacionados à toxicidade e genotoxicidade 

têm utilizado essa espécie em experimentos de biomonitoramento, pois possui capacidade de 

corresponder ao ambiente em que está inserida, indicando assim, indiretamente, a presença de 

substâncias citotóxicas e genotóxicas, sendo o teste de A. cepa um método de baixo custo e 

alta eficiência se comparado a outros testes que realizam as mesmas avaliações, tais como 

teste Cometa e SOS Chromotest (FISKESJÖ, 1985; MALINI et al., 2010; GALVÃO et. al., 

2015; LESSA; CARIELLO, 2017; PROLO JÚNIOR et al., 2019). 
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Existem vários métodos que utilizam A. cepa, que podem variar na utilização de 

sementes (PALSIKOWSKI et al., 2017) ou bulbos (MENEGUETTI et al., 2015), mas a maior 

variação encontrada na literatura é a escolha do protocolo de fixação e coloração (LEME; 

MARIN-MORALES, 2009). Dentre as técnicas de preparação do teste A. cepa, destacam-se a 

utilização de Reação de Feulgen (MELO; VIDAL, 1978, CARVALHO et al., 2017), orceína 

acética (FISKEJÖ, 1985), carmin acético (ANACLETO; ROBERTO; MARIN-MORALES, 

2017) e Kit Panóptico rápido (MENEGUETTI et al., 2011). 

Para fornecer um método alternativo para o teste de A. cepa, este estudo teve como 

objetivo desenvolver uma adaptação do protocolo proposto por Guerra e Souza (2002) para 

avaliação genotóxica e mutagênica. 

Os ensaios foram realizados com sementes de A. cepa, da variedade Baia periforme, 

mesma linhagem, livres de agroquímicos da marca Isla® (Isla Sementes LTDA, Brasil). O 

experimento foi realizado com amostras de água provenientes da região urbana do igarapé 

São Francisco da cidade de Rio Branco, Acre. 

Para cada amostra foram utilizadas duas placas de petri revestidas com papel de 

germinação, contendo 100 sementes cada. As sementes foram mantidas em ambiente 

controlado entre 20 a 24ºC, sendo irrigadas uma vez ao dia com água proveniente da amostra 

coletada.   

Após 72h, os meristemas foram coletados com aproximadamente 10mm a 20mm de 

comprimento e acondicionados em microtubos de centrifugação contendo orceína acética 2%, 

essa conservação em orceína acética não é descrita no protocolo proposto por Guerra e Souza 

(2002).   

Para avaliar a viabilidade da técnica, antes da preparação das lâminas, os meristemas 

ficaram expostos ao corante durante 1h, 24h, 48h e 72h e conservadas em refrigerador (2-

8ºC). 

Para a confecção das lâminas, os meristemas foram colocados sobre uma lâmina, 

seccionado a porção apical, adicionadas duas gotas de orceína acética 2%, e então cobertos 

com uma lamínula, e diferentemente de Guerra e Souza (2002), não foram utilizados o agente 

fixador (Carnoy – Álcool e Ácido Acético 3:1) e hidrolisante (Ácido clorídrico 1N). As 

lâminas foram aquecidas em chama, três vezes durante 3 segundos cada, sendo 

posteriormente realizado o esmagamento dos meristemas e em seguida visualizadas ao 

microscópio óptico com ocular de 10x e objetiva de 40x (Magnificação de 0,63). 
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A figura 1 apresenta o resultado da técnica, realizada com os diferentes intervalos de 

tempo (1h, 24h, 48h e 72h), sendo possível notar que a qualidade da coloração não se alterou, 

outrossim as lâminas que permaneceram 24h e 48h foram as que os cromossomos e núcleos 

ficaram mais evidentes, podendo notar de uma forma bem nítida alterações cromossômicas e 

micronúcleos com qualidade satisfatória. 

 

Figura 1: Fotos das lâminas de meristema de A. cepa em diferentes períodos de manutenção 
na solução de orceína acética: 2g de orceína + 55 mL de água + aquecimento + 45 mL de 
ácido acético absoluto.  
 

 

A) 1 hora; B) 24h; C 48h; D) 72h.   

1 - Prófase, 2 - Prometáfase, 3 - Metáfase, 4 - Anáfase, 5 - Telófase, 6 - C-Mitose, 7 - Quebra cromossômica, 8 - 
Brotamento nuclear e 9 - Micronúcleo. 

 

Este protocolo, adaptado de Guerra e Souza (2002), se distingue dele e de outros 

trabalhos por utilizar o ácido acético presente na orceína acética em substituição da solução 

Carnoy e não utilização de um agente hidrolisante (HCl 1N). O ácido acético, presente na 

orceína acética, atua como agente fixador, uma vez ele atua na desnaturação e/ou coagulação 

de proteínas (BUESA, 2008). 
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Esta técnica oferece a vantagem de acondicionar e conservar os meristemas por até 

72h, sem perder qualidade na leitura das lâminas. Em comparação com outros trabalhos que 

apresentam fotos das células coradas com as técnicas geralmente utilizadas de Reação de 

Feulgen, carmin acético, orceína acética com fixador ou Kit panóptico rápido (LEME; 

MARIN-MORALES, 2009; MENEGUETTI et al., 2012; MENEGUETTI et al., 2014; 

MAZZEO et al., 2015), nota-se que esta adaptação apresenta resultados iguais ou superiores. 

A elaboração de novas técnicas e adaptações é importante para oferecer novos 

protocolos, mais simples e eficientes para a realização de testes genotóxicos com A. cepa, este 

estudo propôs uma adaptação em contrastes à outras metodologias utilizadas, afim de facilitar 

a realização e eficácia deste teste. 
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5. CAPITULO III – Potencial genotóxico e citotóxico da água do Igarapé São Francisco, 

Rio Branco, Acre, Brasil  
O capítulo III apresenta o futuro artigo que será submetido à Revista Ambiente & Água.  

A tradução, normatização, submissão irão ocorrer após a apreciação da dissertação pela banca 

examinadora. 
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RESUMO 

A genotoxicidade de um agente físico ou químico apresenta o potencial de promover 
alterações genéticas, estruturais, informacionais ou segregacionais no DNA, que levam a 
danos ao material genético e com isso podem comprometer a sobrevivência dos seres vivos. 
Biomonitoramentos são fundamentais para a investigação e detecção de potenciais 
genotóxicos, citotóxicos e mutagênicos, sendo assim indispensáveis para a verificação da 
qualidade dos ecossistemas aquáticos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o 
potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico das águas provenientes do igarapé São 
Francisco da cidade de Rio Branco, Acre, Brasil. A metodologia utilizada para a avaliar os 
potenciais foi o teste de Allium cepa.  Foram coletadas amostras de água, em 10 no igarapé 
São Francisco na região urbana e uma amostra da Nascente da região rural, nos meses de 
junho com repetição no mês de dezembro de 2019. Cada amostra foi utilizada para a 
germinação das sementes, sendo colocadas em duas placas de petri com papel filtro, contendo 
100 sementes cada. As sementes germinaram sob temperatura constante de 24°C, sendo 
irrigadas uma vez ao dia. Após 3 dias, os meristemas foram coletados e submetidos a técnica 
de coloração por orceína acética 2%. Foram analisadas 5000 células por amostra.  No período 
de seca, os índices mitóticos foram significativamente menores nos pontos 4 e 10 em relação 
ao controle e P4, P6, P8 e P10 à nascente, já no período chuvoso os pontos houve uma 
diminuição do índice mitótico nos pontos 2, 3, 8, 9 e 10 em relação à nascente e o ponto 10 
em relação ao controle, efeito este provavelmente ocasionado, devido à presença de 
residências no entorno dos pontos, aumentando assim o contato da água com resíduos e 
efluentes domésticos. Somente o ponto 4 apresentou resultados menores na seca e o ponto 7 
no chuvoso. Durante o período de seca os pontos 1, 2 e 3 apresentaram uma maior quantidade 
de micronúcleos tanto em relação ao controle quanto a nascente, porém na estação chuvosa, 
somente o ponto 2 continuou demostrando esse fenômeno. Foram encontrados valores 
significativos em relação ao controle em alguns pontos ao longo do igarapé, demonstrando 
assim que existem agentes causadores de alterações citotóxicas, genotóxicas e mutagênicas, 
evidenciando assim uma necessidade de estabelecer medidas de proteção deste igarapé. 
Palavras-chave: Ecotoxicologia; Allium cepa; Poluição ambiental. 
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ABSTRACT 

The genotoxicity of a physical or chemical agent has the potential to promote genetic, 
structural, informational or segregational changes in DNA, which lead to damage to the 
genetic material and thus can compromise the survival of living beings. Biomonitoring is 
fundamental for the investigation and detection of genotoxic, cytotoxic and mutagenic 
potentials, being therefore indispensable for verifying the quality of aquatic ecosystems. The 
present study aimed to evaluate the cytotoxic, genotoxic and mutagenic potential of waters 
from the São Francisco stream in the city of Rio Branco, Acre, Brazil. The methodology used 
to evaluate the potentials is the assay using the Allium cepa test. Ten water samples were 
collected in the months of June and December 2019 at different points of the São Francisco 
stream in the urban region and a sample of the Spring in the rural region. Each sample was 
used for seed germination, being placed in two petri dishes with filter paper, containing 100 
seeds each. The seeds germinated under a constant temperature of 24 ° C, being irrigated once 
a day. After 3 days, the meristems were collected and submitted to the 2% acetic orcein 
staining technique. 5000 cells were analyzed per sample. In the dry season, the mitotic 
indexes were significantly lower at points 4 and 10 compared to the control and P4, P6, P8 
and P10 at the source, while in the rainy season the points showed a decrease in the mitotic 
index at points 2, 3, 8, 9 and 10 in relation to the spring and point 10 in relation to the control. 
Only point 4 showed lower results in drought and point 7 in rainy. During the dry season, 
points 1, 2 and 3 showed a greater amount of micronuclei both in relation to the control and 
the spring, but in the rainy season, only point 2 continued to demonstrate this phenomenon. 
Significant values were found in relation to the control at some points along the stream, thus 
demonstrating that there are agents that cause cytotoxic, genotoxic and mutagenic alterations, 
showing the necessity to implement protective measures to this strem. 
Keywords: Ecotoxicology; Allium cepa; Environmental pollution. 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

O igarapé São Francisco é um importante curso d´água que tem sua nascente no 

ambiente rural, atravessa o ambiente periurbano e urbano, recebendo descarga de efluentes 

domésticos, provenientes dos igarapés Saituba, Dias Martins e Batista, e ao final liberando-os 

na sua foz que se dá no rio Acre (SANTI et al., 2012). Este igarapé está inserido na Área de 

Proteção Ambiental Igarapé São Francisco, criada em junho de 2005 pelo decreto estadual Nº 

12.310, trata-se de uma Unidade de Conservação de uso sustentável, de extensão de 

30.004,125 hectares que compreende parte dos municípios de Bujari e Rio Branco 

(MIRANDA, 2019). 

Na área urbana de Rio Branco, ele é o maior afluente do rio Acre, com largura média 

de 15m, seu comprimento na área urbana é de cerca de 20km, sendo que seu curso d’água é o 

principal responsável pela macrodrenagem local, respondendo por cerca de 70% da drenagem 

natural. (NASCIMENTO; SIMÕES, 2017; GADELHA, 2019).  
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De acordo com Santi et al. (2012) e IBGE (2019a), o Igarapé São Francisco, apresenta 

percurso de 115,6 km e densidade de drenagem de 1,37 km/km². É o principal coletor da 

bacia hidrográfica do sítio urbano de Rio Branco, com exceção do Rio Acre. Suas margens 

apresentam-se muito degradadas pela ocupação humana, ocasionando assim o processo de 

erosão e assoreamento. Devido a sua localização no ambiente urbano, este corpo d´agua acaba 

recebendo resíduos provenientes de diversas instalações humanas, como dejetos, lixo e esgoto 

doméstico, ocasionando assim uma poluição de suas águas (SANTI et al., 2012; IBGE, 

2019b; GADELHA, 2019). 

Alguns estudos demonstram que diversos rios, lagos e açudes podem estar 

contaminados agentes tóxicos, genotóxicos, mutagênicos e carcinogênicos, provenientes do 

descarte de efluentes industriais e domésticos (COSTA; MONTEIRO; BATISTA, 2018). 

Logo, os monitoramentos ambientais de corpos d´agua são cruciais para a preservação e 

conservação dos ecossistemas aquáticos, pois devido a ação de agentes físicos e químicos de 

poluentes, estes podem provocar efeitos genotóxicos e citotóxicos aos seres vivos, 

desencadeando assim erros informacionais e estruturais às suas células, principalmente ao 

DNA, sendo estes testes indiretos de grande importância, pois podem servir de 

direcionamento ao poder público para identificar as áreas potencialmente impactadas 

(CASSANEGO et al., 2014; SANTOS et al., 2017; KASPER et al., 2018).   

Visando analisar a qualidade da água deste igarapé, este trabalho teve como objetivo 

averiguar o potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico do Igarapé São Francisco no 

município de Rio Branco, Acre. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

  A área de estudo foi o município de Rio Branco, Acre (Figura 1), onde, foram 

realizadas duas coletas, a primeira em julho de 2019, período conhecido como verão 

Amazônico, de baixo regime pluvial e outra em dezembro de 2019, durante a estação 

chuvosa, conhecida como inverno Amazônico e alto regime pluvial (SANTI et al., 2012). 

  Foram delimitados 10 pontos de coleta aproximadamente equidistantes (Figura 2), ao 

longo do percurso urbano do igarapé. As coordenadas geográficas dos pontos são: Ponto 1 

(9°56'14.60"S 67°52'48.20"W); Ponto 2 (9°56'13.90"S 67°52'23.40"W); Ponto 3 

(9°56'18.20"S 67°51'44.70"W); Ponto 4 (9°56'32.90"S 67°51'1.20"W); Ponto 5 (9°57'1.00"S 

67°50'16.00"W); Ponto 6 (9°56'39.30"S 67°49'29.40"W); Ponto 7 (9°57'6.40"S 
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67°48'48.60"W); Ponto 8 (9°57'32.40"S 67°48'2.70"W); Ponto 9 (9°57'20.40"S 

67°47'30.30"W); Ponto 10 (9°57'30.20"S 67°47'10.10"W).  

  Para fins de comparação também foi realizado uma coleta na nascente do igarapé, 

localizado na zona rural do município de Bujari-Acre (figura 1) (9°56'19.2"S 68°09'01.2"W) e 

um Controle Negativo (CN) contendo H2O mineral (FAZILI; AHMAD, 2014). 

 As amostras foram coletadas com auxílio de batiscafo, com cerca de 15cm de 

profundidade na coluna d´água, armazenadas e transportadas de acordo com o Guia Nacional 

de Coleta e Preservação de Amostras (CETESB, 2011) até o Laboratório de Medicina 

Tropical da Universidade Federal do Acre.  

 
 

Figura 1: Mapa do Estado do Acre e Brasil, identificando o município da nascente (Bujari) e 
pontos de coleta (Rio Branco). 

 
 

Os ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade foram realizados 

utilizando o sistema Allium cepa (LEVAN, 1938). Sementes de A. cepa, da variedade Baia 

periforme, mesma linhagem, livres de agroquímicos da marca Isla® (Isla Sementes LTDA, 

Brasil).  Para cada amostra e o controle negativo, foram utilizadas duas placas de petri 

revestidas com papel filtro, contendo 100 sementes cada. As sementes foram mantidas em 

ambiente controlado com temperatura de 22±2º C, sendo irrigadas uma vez ao dia com água 

proveniente da amostra coletada. Após 72h, as porções meristemáticas foram coletadas para a 

realização dos ensaios. 
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Figura 2: Imagem de satélite identificando os pontos de coleta na área urbana do município 
de Rio Branco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Fonte: Elaborado pelo autor com auxílio do Google Earth, 2019. 

  

Foram confeccionadas 10 lâminas de cada amostra pela técnica de esmagamento 

corada com Orceína acética 2%. As lâminas foram analisadas e fotografadas sob objetivas de 

20X e 40X em microscópio Zeiss® modelo AxioScope.A1. Após o registro fotográfico, as 

células foram contadas utilizando o software ImageJ versão 1.52d com auxílio do plugin Cell 

Counter. 

 

2.1 ANÁLISE DA CITOTOXICIDADE  

 

O ensaio citotóxico foi realizado por meio da análise do Índice Mitótico. Este índice é 

expresso pela razão entre o número de células em divisão em relação ao número total de 

células, sendo essa razão multiplicada por 100.  Foram analisadas 500 células por lâmina (10 

lâminas), totalizando 5 mil células por amostra (LEME; MARIN-MORALES, 2009).  

 

2.2 ANÁLISE DA GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE 

 

A análise Genotóxica foi avaliada pela presença de alterações cromossômicas e 

nucleares. Foram identificadas as células que contém aberrações cromossômicas (aderência, 

poliploidia, perda, C-metáfase, multipolaridade, pontes anafásicas e pontes telofásicas) e 
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anormalidades nucleares (células binucleadas, trinucleadas e núcleos lobulados) (PROLO 

JÚNIOR et al., 2019), sendo utilizadas para este parâmetro, 500 células por lâmina, 

totalizando 5 mil células por amostra (PALSIKOWSKI et al., 2017). 

Para a análise mutagênica foram identificadas células que continham um ou mais 

micronúcleos, sendo contadas 500 células por lâmina, totalizando 5 mil células por amostra 

(FISKESJÖ, 1988; MENEGUETTI et al., 2014; ANACLETO; ROBERTO; MARIN-

MORALES, 2017; SARGSYAN et al., 2018; PAIXÃO et al., 2019a; PAIXÃO et al., 2019b).   

 

2.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os valores foram expressos em médias e desvio padrão para cada abordagem. Para a 

verificação de normalidade dos dados foi realizado um teste Shapiro-Wilk, sendo constatado 

que os dados não apresentaram normalidade. Sendo assim para verificar as diferenças entre as 

médias, foi realizado o teste não paramétrico Kruskal-Wallis com teste post-hoc Dunns, 

comparando os diferentes pontos com o controle negativo e nascente.  Para a comparação dos 

pontos entre as duas estações, foram adotados os testes T-Student e Mann-Whitney de acordo 

com normalidade. A análise dos dados e a elaboração dos gráficos foi realizada por meio do 

programa GraphPad Prism® 8.0, sendo considerado significante quando p<0,05. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados das análises estão representados na tabela 1, com os valores médios e 

desvio padrão para o Índice Mitótico (IM), número de Anomalias Cromossômicas e Nucleares 

(ACN) e Micronúcleos (MN). 
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Tabela 1: Valores médios e desvio padrão do Índice Mitótico (IM), Anomalias Cromossômicas e Nucleares 
(ACN) e Micronúcleos (MN) das coletas do período de Verão (VA) e Inverno Amazônico (IA). 
 

 Período CN N P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 

              

IM 
 
 
  

 
VA 

6.02 
± 

2.45  

7.82 
± 

2.03 

6.84 
± 

4.74 

10.54 
± 

9.37 

18.06 
± 

14.84 

0.72 
± 

0.54***### 

5.30 
± 

1.99 

1.60 
± 

0.50## 

4.8 
± 

2.67 

2.14 
± 

1.22## 

2.62 
± 

1.15 

0.74 
± 

0.25***### 
 

IA 
4.44 

± 
1.83 

 

5.54 
± 

0.81 

5.26 
± 

1.36 

3.08 
± 

1.10## 

3.20 
± 

1.64# 

6.84 
± 

1.03 

4.52 
± 

0.66 

3.68 
± 

1.20 

4.62 
± 

1.41 

3.24 
± 

0.73# 

2.84 
± 

0.68### 

2.26 
± 

0.53*### 

ACN 
 
 
  

 
VA 

2.40 
± 

1.58  

2.80 
± 

0.92 

7.70 
± 

5.46 

1.80 
± 

1.75 

3.70 
± 

4.16 

0.0 
± 

0.0*### 

4.80 
± 

3.58 

1.20 
± 

0.92 

3.30 
± 

2.75 

2.00 
± 

1.49 

2.80 
± 

2.10 

0.60 
± 

0.52# 
 

IA 
2.60 

± 
1.71 

 

3.50 
± 

3.80 

4.40 
± 

2.17 

1,70 
± 

1.23 

1,10 
± 

0.99 

5.00 
± 

1.63 

7.30 
± 

2.63*# 

2.00 
± 

0.94 

3.70 
± 

2.58 

2.20 
± 

1.55 

2.30 
± 

1.34 

1.20 
± 

0.63 

MN 
 
 
 

 
VA 

2.40 
± 

1.43 
 

1.70 
± 

1.06 

 

7.80 
± 

4.47*## 

 

10.40 
± 

4.77**### 

 

9.30 
± 

2.83*### 

 

0.80 
± 

0.42 

 

3.30 
± 

0.95 

 

1.60 
± 

1.07 
 

3.60 
± 

1.65 

 

1.60 
± 

0.96 
 

2.00 
± 

1.25 
 

0.90 
± 

0.74 

 
 

IA 
3.10 

± 
1.60 

3.00 
± 

0.66 

5.50 
± 

2.72 

7.40 
± 

2.68*# 

5.10 
± 

2.96 

1.80 
± 

1.40 

3.50 
± 

0.85 

2.00 
± 

1.16 

3.50 
± 

1.78 

1.90 
± 

0.74 

2.50 
± 

1.27 

3.50 
± 

1.51 

              
* representa diferença significativa entre os pontos e o Controle Negativo (CN), enquanto o # a diferença entre a 
Nascente (N) e os Pontos. * ou # p<0.05; ** ou ## p<0.01, *** e ### p<0.001 (Kruskal-Wallis, pós-teste de Dunns). 

Verificou-se que quanto ao IM, tanto no período de verão e inverno amazônico, não 

houve diferença estatística encontrada nos valores do CN e a nascente, demonstrando que 

quanto a esse parâmetro, a água proveniente desse ponto, não influenciou no crescimento e 

desenvolvimento das células.    

Durante o verão, estação com menor pluviosidade (julho/2019, 95mm) (INMET, 

2019), o IM dos pontos 4 e 10, apresentaram valores significativamente menores (p<0,001) 

que o CN (6.02±2.45), sendo que quando se comparou com o resultado da nascente 

(7.82±2.03), os pontos que tiveram significância para redução do IM foram 4 (p<0,001), 6 e 8 

(p<0,01) e 10 (p<0,001). 

No inverno (dezembro/2019, 452mm) (INMET, 2019), o ponto 10 apresentou valor 

abaixo do CN (4.44±1.83 p<0,05) e da nascente (5.54±0.81 p<0,001), já os pontos 2 (p<0,01), 

3 e 8 (p<0,05) e 9 (p<0,001) apresentaram índices mitóticos menores somente em relação à 

nascente. 

É importante ressaltar que as maiores diferenças encontradas foram em relação aos 

pontos e a amostra da nascente, o que demonstra que ao longo do percurso do igarapé, 

conforme ele atravessa o perímetro urbano, ele sofre influência antrópica, que é acentuada no 

período chuvoso, em que devido a ocupação humana perto das suas margens, acaba 

aumentando a quantidade de dejetos, lixos e esgotos lançados no igarapé.  
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Alterações do índice mitótico podem serem ocasionadas pela presença de agentes com 

ação citotóxica, sendo que uma diminuição nesse índice pode ser ocasionada pela presença de 

agentes químicos ou físicos dificultando assim o desenvolvimento e a divisão celular, 

enquanto aumentos podem levar a uma multiplicação desordenada e assim formar tecidos 

tumorais (MACEDA et al., 2015; COSTA; MONTEIRO; BATISTA, 2018).  Peron et al. 

(2009) destacam que variações do índice mitótico e alterações do material genético podem 

desencadear quadros graves e irreversíveis à saúde animal ou humana. Portanto este é um 

parâmetro importante para avaliar a citotoxicidade de amostras de água, se tornando assim 

uma ferramenta essencial para monitoramento ambiental (GOMES et al., 2015). 

Em um estudo de Ramos et al. (2020), foram encontrados índices mitóticos maiores 

durante a estação de seca, resultado diferentes do presente estudo, que encontrou um aumento 

em 3 pontos e uma diminuição em 4 deles.  

Ferreira et al. (2012) não encontraram diferenças significativas nos índices mitóticos 

entre o controle e amostras de água dos ribeirões Varginha e Tabatinga, durante o período 

chuvoso, provavelmente pela diluição ou dispersão de potenciais agentes citotóxicos. 

Düsman et al. (2014) ao analisarem a água do rio Quatorze, Francisco Beltrão, estado 

do Paraná, em mês com alta taxa de precipitação, verificaram que 3 dos 4 pontos, não 

apresentaram diferenças significativas quanto a citotoxicidade, resultado que se assemelha ao 

presente estudo, que somente um ponto, dentre os 11, apresentou um índice mitótico que se 

caracteriza como citotóxico. 

Dentre os pontos que apresentaram potencial citotóxico, destaca-se o ponto 10, 

próximo da foz do igarapé, que apresentou baixo índice mitótico tanto na estação seca, quanto 

na chuvosa, evidenciando-se assim um potencial citotóxico preocupante para a biota ali 

presente. Este resultado pode ser explicado devido ser o último ponto de coleta, que recebe 

toda a carga de agentes que são carreados pelos sedimentos e pela água ao longo do igarapé, 

que então será descarregado no rio Acre, principal rio do município de Rio Branco, que 

compõe a sub-bacia Rio Acre, que está inserida na formação da bacia hidrográfica do rio 

Purus (PEREIRA; SZLAFSZTEIN; ARAÚJO, 2016). 

O teste de genotoxicidade, revelou a presença de anormalidades cromossômicas e 

nucleares dos tipos pontes anafásicas, pontes telofásicas, C-metáfase, aderência, anáfases com 

cromossomos atrasados, quebras cromossômicas, brotamentos (Figura 3). 
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O resultado da avaliação genotóxica, constatou que apesar de presentes, a quantidade 

de anormalidades encontradas não diferiu estatisticamente do CN e a nascente nos dois 

períodos de coleta. 

No verão, o ponto 4 (0,0±0,0) apresentou valores médios de ACN significativamente 

menores em relação ao CN (2.40±1.58 p<0,05) e nascente (2.80±0.92 p<0,001), enquanto o 

ponto 10 apresentou menor valor significativo somente em relação a nascente (p<0,05). Esses 

valores dos pontos 4 e 10, provavelmente se devem aos baixos índices mitóticos obtidos por 

esses dois pontos na avaliação citotóxica, uma vez que para surgimentos de caracteres 

genotóxicos, é necessário que a célula realize as etapas de duplicação do DNA e/ou o 

processo mitótico. No inverno, o único ponto que apresentou valores significativamente 

maiores do que o CN (2.60±1.71) e a nascente (3.50±3.80) foi o ponto 5 (7.30±2.63 p<0.05).  

Em um estudo nos rios Ficha e Minas Gerais, próximo a cidade de Ubiratã, Minas 

Gerais, Silva et al. (2004) não detectaram valores de anomalias cromossômicas em relação ao 

controle durante o período chuvoso, resultado este semelhante ao presente estudo, que 

somente encontrou um ponto 5 com valores maiores significativos. Resultado semelhante foi 

encontrado por Ferreira et al. (2012), que não encontraram diferenças significativas de 

alterações cromossômicas amostras de água dos ribeirões Varginha e Tabatinga, durante o 

período chuvoso. 

Braga e Lopes (2014) em um estudo realizado no rio Subaé, município de Humildes, 

estado da Bahia, avaliaram o potencial citotóxico e genotóxico em três pontos, constatando 

todos apresentaram anormalidades cromossômicas e redução do índice mitótico significativas, 

destacam ainda que efluentes liberados na água, podem conter substâncias com potencial de 

causar danos à biota não aparentes inicialmente, todavia podem levar à quadros de 

cronicidade, diminuindo a taxa de sobrevivência, danos ao material genético, neoplasias, 

danos histológicos, que desencadeiam consequências graves à sobrevivência dos organismos.   

Gomes et al. (2015) afirmam que mesmo alguns pontos apresentem amostras com 

potencial citotóxico, não necessariamente estes estarão associados com a ocorrência de 

caracteres genotóxicos, uma vez que agentes que causam alterações metabólicas que 

influenciam a divisão celular, podem não causar danos ao DNA, fato este que foi verificado 

no presente estudo, pois nenhum dos pontos que apresentaram potencial citotóxico em relação 

ao controle, independente da estação, apresentaram potencial genotóxico. 

 

 



48 
 

  
 

Figura 3: meristemas de A. cepa submetidos a amostras de água do igarapé São Francisco, 
Rio Branco, Acre.  

 

A. C-mitose; B. Metáfase precoce; C. Metáfase com cromossomo vagante; D. Anáfase com cromossomo 

vagante; E. Ponte anafásica com micronúcleo; F. Ponte telofásica; G. Ponte telofásica com cromossomo isolado; 

H. Telófase tardia com cromossomo isolado; I. Brotamento nuclear; J. Micronúcleo. 
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A avaliação mutagênica não verificou diferença estatística no número médio de 

micronúcleos entre o CN e a nascente nos dois períodos de coleta. No Verão, verificou-se que 

os pontos 1 (7.80±4.47), 2 (10.40±4.77) e 3 (9.30±2.83), apresentaram um número maior de 

micronúcleos comparados os pontos com o CN (2.400±1.43 - P1 p<0,05; P2 p<0,01 e P3 

p<0,05) e a nascente (1.70±1.06 – P1 p<0,01; P2 p<0,001; P3 p<0,001).  No período de 

inverno, somente o ponto 2 (7.40±2.68) apresentou número significativamente maior de 

micronúcleos em relação ao CN (3.10±1.60 p<0.05) e nascente (3.00±0.66 p<0.05). 

Em um estudo realizado Maschio (2009) no Rio Preto, cidade de São José do Rio 

Preto, estado de São Paulo, foi encontrado um aumento significativo no número de 

micronúcleos em meristemas de A. cepa, durante o período de baixa pluviosidade (estação 

seca), possivelmente pela maior concentração de substâncias oriundas de despejo direto de 

esgoto urbano, em comparação ao período de alta pluviosidade (estação chuvosa), fato este 

que também encontrado no presente estudo, em que 3 pontos apresentaram alterações 

significativas no período de seca, em comparação ao período chuvoso, que foi encontrado 

somente 1 ponto.  

Freitas et al. (2017), destacam que micronúcleos são formados por fragmentos ou 

cromossomos inteiros, que se localizam no citoplasma celular, próximo ao núcleo, sendo estes 

de origem clastogênica (quebras cromossômicas), em que agentes clastogênicos atuam à nível 

de DNA ou aneugênica (cromossomos inteiros), onde principalmente proteínas do fuso são 

afetados por agentes aneugênicos, sendo observados na figura 3 (E e J). 

Os resultados do IM, ACN e MN das duas estações foram comparados entre si como 

pode ser observado na figura 4. 
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Figura 4: Comparação dos Índices mitóticos, Anomalias nucleares e cromossômicas e 
Micronúcleos, entre os períodos de Verão (Junho) e Inverno Amazônico (Dezembro). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001, teste T-Student/Mann-Whitney. 

 

Quando avaliados os valores médios do índice mitótico entre as estações, verificou-se 

que no período chuvoso houve uma diminuição na nascente (p<0.001), ponto 1 (p<0.05), 

ponto 3 (p<0.001) em relação ao período de seca, provavelmente devido a uma maior diluição 
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de possíveis agentes citotóxicos. Todavia, os pontos 4 (p<0.001), ponto 6 (p<0.001), ponto 8 

(p<0.001) e ponto 10 (p<0.001) obtiveram índices maiores no período chuvoso, 

possivelmente por estarem em uma região do igarapé com pouca quantidade de mata ciliar e 

maior ocupação de residências nas suas margens.  

Farias et al. (2017), em um estudo do potencial de citotoxicidade no rio Jaru, estado de 

Rondônia, não encontraram diferença significativa no índice mitótico quando comparados 

período de seca e chuvosa, resultado este que também foi encontrado em 4 dos 11 pontos de 

coleta analisados do presente trabalho. 

Somente o ponto 4 se diferiu quanto a quantidade de anomalias cromossômicas e 

nucleares (p<0,001) quando comparados os dois períodos de coleta, sendo que durante o 

período chuvoso, este obteve um valor médio maior. Contudo essa diferença foi devida não 

ter sido encontrada nenhuma ocorrência de anomalias no período de seca, enquanto esse valor 

no período chuvoso foi de em média de 5.00±1.63, sendo assim significativo. 

 Os valores de micronúcleos foram maiores no período de chuvoso na nascente 

(p<0.01) e no ponto 10 (p<0.001) e menores no ponto 3 (p<0.01). O aumento desses valores 

na nascente pode ter sido ocasionado ao acaso ou pelo excesso de sedimentos angariados do 

entorno, todavia, esses valores quando comparados a seus respectivos controles, não 

apresentaram diferenças significativas entre seus valores médios. Em relação ao ponto 10, 

durante o período chuvoso, muitas residências localizadas nas margens do igarapé são 

invadidas pela água, e com isso alguns agentes são lançados nele. Dados semelhantes foram 

encontrados por Batista et al. (2016), que averiguaram o potencial genotóxico e mutagênico 

de quatro pontos do rio Corrente, município de Pedro II, estado do Piauí, nas estações de seca 

e chuvosa, sendo que houve um aumento significativo de todos os pontos, exceto do ponto 4, 

tanto do potencial genotóxico, quanto mutagênico, nas duas estações. Foi verificado também 

que os pontos 1, 2 e 3 apresentavam esgoto doméstico nas redondezas, o que não foi 

verificado no ponto 4, justificando o resultado da avaliação.     

 

5. CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste estudo, demonstram que existem potenciais citotóxicos, 

genotóxicos e mutagênicos, causados por possíveis agentes contaminantes em alguns pontos 

do Igarapé São Francisco, principalmente de origem doméstica. Esses agentes causaram 

alterações cromossômicas, nucleares e variação na multiplicação celular, evidenciando que 



52 
 

  
 

podem estar afetando o ciclo celular e metabolismo dos meristemas de A. cepa, e com isso 

pode estar atuando na biota presente no igarapé.  

Portanto, isso demostra que existe uma necessidade de novos estudos acerca de 

sazonalidade, ampliação dos pontos investigados e identificação dos agentes poluentes devem 

ser realizados, afim de realizar um monitoramento ambiental para estabelecer medidas de 

proteção, recuperação e mitigação das condições deste Igarapé, para garantir uma boa 

qualidade da água a este importante afluente do rio Acre. 
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6. ANEXOS 
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6.1 CAPITULO: O TESTE DE MICRONÚCLEO E SUAS DIFERENTES 

APLICABILIDADES PARA ANÁLISE DA GENOTOXICIDADE 

 

Co-autor do capítulo publicado no livro Ciências da Saúde na Amazônia Ocidental 2. 
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6.2 CAPÍTULO: A UTILIZAÇÃO DO SISTEMA DE TESTE Allium cepa PARA 

ANÁLISE MUTAGÊNICA DE RIOS DA AMAZÔNIA 

Co-autor de capítulo publicado no livro Ciência, Inovação e Tecnologia na Amazônia. 
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