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RESUMO 

Missal é um município localizado à oeste do estado do Paraná, no Brasil. A 

característica principal do município é de terrenos predominantemente utilizados para 

agricultura, sendo esta, a principal atividade exercida pela população, contornando a 

região central da malha urbana até a divisa de zoneamento com outras pequenas 

cidades. Entre 2016 e 2017 houve um alto índice de procedimentos oncológicos rea-

lizados no município, superando a média da regional da saúde mais próxima, da ci-

dade de Foz do Iguaçu, que possui aproximadamente 23 vezes o número de habitan-

tes de Missal. Dentre os fatores externos que favorecem o desenvolvimento do câncer 

estão os hábitos de vida e a exposição a raios UV e contaminantes ambientais. O 

organismo vegetal Allium cepa é utilizado como modelo para testes de avaliação e 

monitoramento de poluentes ambientais. Para avaliar a possibilidade da presença de 

contaminantes citogenotóxicos na água da cidade, foram conduzidos bioensaios com 

A. cepa. As amostras foram coletadas em nove pontos de abastecimento de água de 

poço artesiano e três de água superficial: duas do Rio São Vicente (P10 e P12) e uma 

do lago da represa (P11) que banha a fronteira oeste da cidade. Os frascos de vidro 

usados para a coleta foram padronizados com procedimentos de limpeza e as amos-

tras foram mantidas sob refrigeração. Os bulbos de A. cepa passaram pelo processo 

de enraizamento durante 72 horas através de exposição em água ultrapura tipo I re-

constituída (chamada de “água dura”) e as 12 amostras junto com os controles foram 

postas em contato com as raízes por 24 e 48 horas. No fim de cada período de expo-

sição, a ponta das raízes foram cortadas e fixadas em etanol: ácido acético [3:1]. As 

células meristemáticas foram coradas com orceína acética 2% e distribuídas em cima 

de uma lâmina com a metodologia squash. A leitura foi feita em microscópio óptico de 

campo claro, com aumento de 40X, sendo contabilizadas 1000 células para cada 

amostra. Em seguida, foram inferidos os índices mitótico de aberrações cromossômi-

cas. As amostras da central de abastecimento do município, Sanepar (P1), apresen-

taram efeitos genotóxicos e potencialmente citotóxicos. Houve a presença de efeitos 

citogenotóxicos para as águas do lago, do rio, do ponto Vista Alegre (P8) e do ponto 

Portão Ocoí (P9). Efeitos citotóxicos na água do ponto Padre Rick (P3) e genotóxicos 

para os pontos São João, Dom Armando e da torneira ao lado do lago da represa no 

ponto da prainha de Vila Natal (P7, P4 e P6). Através da análise dos resultados, su-

gere-se haver potencial mutagênico para as águas de abastecimento da cidade, ha-

vendo necessidade de novos testes para averiguar a persistência dos efeitos mutagê-

nicos observados em A. cepa e possíveis agentes causadores. 

Palavras chave: genotoxicidade; índice mitótico; aberrações cromossômicas; água 

de abastecimento; águas superficiais; clastogênese.  
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RESUMEN 

Missal es un municipio ubicado al oeste del estado de Paraná, en Brasil. La 

característica principal del municipio es la tierra utilizada principalmente para la agri-

cultura, siendo esta la principal actividad ejercida por la población, desde la región 

central de la red urbana hasta el límite de zonificación con otras ciudades pequeñas. 

Entre 2016 y 2017 hubo una alta tasa de procedimientos oncológicos realizados en el 

municipio, superando el promedio del centro de salud regional más cercano, en la 

ciudad de Foz do Iguaçu, que tiene aproximadamente 23 veces el número de habitan-

tes de Missal. Entre los factores externos que favorecen el desarrollo del cáncer están 

los hábitos de vida, y exposición a rayos UV y contaminantes ambientales. El orga-

nismo vegetal Allium cepa es usado como modelo para pruebas de evaluación y mo-

nitoreo de contaminantes ambientales. Para evaluar la posibilidad de la presencia de 

contaminantes citogenotóxicos en el agua de la ciudad, se realizaron bioensayos con 

A. cepa. Las muestras fueron recolectadas de nueve puntos de suministro de agua de 

pozo artesiano y tres muestras de agua superficial: dos del río São Vicente (P10 y 

P12) y uno del lago de la presa (P11) que baña la frontera occidental de la ciudad. Los 

frascos de vidrio usados para la recolección fueron estandarizados por los procedi-

mientos de limpieza y las muestras mantenidas bajo refrigeración. Los bulbos de A. 

cepa pasaron por el proceso de enraizamiento durante 72 horas a través de la expo-

sición en agua ultrapura tipo I reconstituida (denominada “agua dura”) y las 12 mues-

tras junto con los controles se pusieron en contacto con las raíces durante 24 y 48 

horas. Al final de cada período de exposición, las puntas de las raíces fueron cortadas 

y fijadas en etanol: ácido acético [3: 1]. Las células meristemáticas fueron teñidas con 

orceína acética al 2% y se distribuyeron en un portaobjetos utilizando la metodología 

squash. La lectura fue hecha en el microscopio óptico de campo luminoso, con au-

mento de 40X, contabilizadas 1000 células para cada muestra y inferidos el índice 

mitótico y el índice de aberraciones cromosómicas. Las muestras de la central de su-

ministro del municipio, Sanepar (P1) presentaron efectos genotóxicos y potencial-

mente citotóxicos. Hubo presencia de efectos citogenotóxicos para las aguas de los 

lagos y ríos y del punto Vista Alegre (P8) y del punto Portão Ocoí (P9), efectos citotó-

xicos para el punto de Padre Rick (P3) y efectos genotóxicos para los puntos São João 

y Dom Armando e la llave del suministro al lado del lago de la presa en el punto de la 

playita de Villa Natal (P7, P4 y P6). A través del análisis de los resultados, sugierese 

haber potencial mutagénico para las aguas de abastecimiento de la ciudad, teniendo 

necesidad de nuevas pruebas para averiguar la persistencia de los efectos mutagéni-

cos observados en A. cepa y posibles agentes causales. 

Palabras clave: genotoxicidad; índice mitótico; aberraciones cromosómicas; suminis-

tro de agua; aguas superficiales; clastogénesis. 
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ABSTRACT 

Missal is a county located in the west of the state of Paraná, in Brazil. The main 

characteristic of the municipality is the land predominantly used for agriculture, this 

being the main activities carried out by the population, bypassing the central region of 

the urban mesh until the zoning border with other small towns. . Between 2016 and 

2017 there was a high rate of oncological procedures performed in the municipality, 

surpassing the average of the nearest regional health center, in the city of Foz do 

Iguaçu, which has nearly 23 times Missal’s population. Among external factors that 

favor the development of cancer are life habits, and exposure to UV rays and environ-

mental contaminants. The plant organism Allium cepa is used as a model for tests to 

evaluate and monitor environmental pollutants. To evaluate the possible presence of 

cytogenotoxic contaminants in the city's water, bioassays with A. cepa were conducted 

with water supply. Samples were collected at nine points supplied by well water and 

three samples from surface water: two from the São Vicente river (P10 and P12) and 

one from the dam lake (P11) that bathes the western border of the city. The glass 

bottles used to collect the water samples were standardized with cleaning procedures 

and samples were kept under refrigeration. A. cepa bulbs went through the rooting 

process for 72 hours through exposure in reconstituted ultrapure water type I (named 

“hard water”) and the 12 samples together with the controls were put in contact with 

the roots for 24 and 48 hours. At the end of each exposure period, the root tips were 

cut and fixed in ethanol: acetic acid [3: 1]. The meristematic cells were stained with 2% 

acetic orcein and distributed on top of a slide using squash methodology. Reading was 

made under the bright field optical microscope, at 40X magnification. A 1000 cells were 

counted to each sample, from wich the mitotic index and chromosomal aberration in-

dex were inferred. Samples from the city main water supply, Sanepar (P1) showed 

genotoxic and potentially cytotoxic effects. There were cytogenotoxic effects for lake 

and the river waters and for the points of Vista Alegre (P8) and Portão Ocoí (P9), cy-

totoxic effects for the Padre Rick samples(P3) and genotoxic effects for the points of 

São João, Dom Armando and the tap water next to the beach of the dam lake at Vila 

Natal (P7, P4 and P6). The results analysis suggest that there is a mutagenic potential 

for the city's water supply, requiring further tests to ascertain the persistence of the 

mutagenic effects observed in A. cepa and possible causative agents. 

Keywords: genotoxicity; mitotic index; chromosomal aberrations; supply water; sur-

face waters; clastogenesis. 
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 Município de Missal 

Missal é um município brasileiro localizado no oeste do estado do Paraná. O 

abastecimento de água no município é feito por delegação de serviços à Companhia 

de Saneamento do Paraná (SANEPAR). O abastecimento das comunidades isoladas 

da sede do município é feito por sistemas próprios com poços artesianos, que são 

monitorados pela prefeitura municipal. O sistema de abastecimento de água conta 

com 2.098 ligações com hidrômetro. O restante é dividido em distritos administrativos 

(Dom Armando e Portão do Ocoí) e comunidades rurais (30 no total), operados e man-

tidos diretamente pelo município com o apoio da comunidade local (PREFEITURA 

MUNICIPAL DE MISSAL – PR, 2014).  

O contato com a margem do lago da represa de Itaipu faz com que o município 

seja banhado por grandes quantidades de água. O contato com o lago gera uma pe-

quena praia artificial para banhistas, ambiente utilizado pelos moradores em feriados 

e dias de calor. O município possui área territorial de 323,783 km2 de extensão e se 

encontra entre as coordenadas 25º05'31'' S e 54º14'51'' W, a 604,46 km de Curitiba, 

capital do estado (IPARDES, 2019). Missal faz fronteiras ao norte com o lago de Itaipu 

e município de Santa Helena; ao sul com o Rio Ocoí, Córrego Cedro, Rio São João, e 

reservatório de Itaipu; à oeste com o município de Itaipulândia e o reservatório de 

Itaipu; e municípios de Matelândia, Medianeira, Ramilândia e Diamante D’Oeste ao 

leste (PREFEITURA MUNICIPAL DE MISSAL – PR, 2014) (Figura 1). Originado pelo 

desmembramento de Medianeira e instalado por decreto-lei em 1983, possui uma po-

pulação estimada em 10.702 habitantes (IPARDES, 2019).  
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Figura 1: Localização geográfica do município de Missal, à oeste do Paraná. Mapa de própria autoria. 

 

1.1.1 Desenvolvimento Agrícola 

As atividades econômicas da população giram em torno, principalmente, da 

agricultura, pecuária, produção florestal, aquicultura e pesca. As atividades agropecu-

árias do município ocupam um total de 24.324 ha do território (IPARDES, 2018). Des-

tas atividades, 96,65% utilizam as terras para lavouras temporárias e a pecuária. Do 

total de área destinada à lavoura temporária, 14.850 ha (61%) são utilizadas para 

cultivo de soja e milho, seguidos secundariamente pelo trigo (1,23%), mandioca 

(1,29%), fumo (0,80%), cana-de-açúcar (0,51%) e aveia (0,41%) (IPARDES, 2018).  

   

1.1.2 Calendário Agrícola da Região   

 Missal é um dos maiores representantes da agricultura familiar no Paraná, res-

pondendo por 40% de toda a produção agrícola no município (PREFEITURA MUNI-

CIPAL DE MISSAL – PR, 2014). Contudo, segundo a Agência de Defesa Agropecuá-

ria do Paraná (ADAPAR), uma extensa lista de agrotóxicos permanecem legalizados 

para comércio e uso no estado, sendo mais de 303 toneladas comercializadas, no ano 

de 2018, somente no município de Missal, sendo a soja a cultura responsável por mais 
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de 50% da aplicação dos componentes químicos agrários desde 2016 (Dados SI-

AGRO).  

O cultivo de soja, após a colheita dos grãos no início do ano, é permitido apenas 

a partir do dia 11 de setembro de cada ano. O período entre 10 de junho a 10 de 

setembro compreende ao vazio sanitário vegetal para a soja no território paranaense, 

no qual é proibido cultivar, manter ou permitir a existência de plantas vivas de soja em 

qualquer estágio vegetativo (ADAPAR, 2019). Considerando que a soja é uma das 

principais sementes cultivadas no município (PREFEITURA MUNICIPAL DE MISSAL 

– PR, 2014), setembro é o melhor mês para a semeadura, pois o grão precisa absorver 

metade do seu peso em água (EMBRAPA, 2013). A semeadura em solo seco retarda 

o processo de germinação da semente de soja, por isso seu plantio ocorre apenas no 

início da estação chuvosa. Portanto, espera-se a entrada de novos componentes quí-

micos no solo, advindos da aspersão de agroquímicos para preparo do terreno à nova 

safra a partir de setembro, fim do período estipulado para o vazio sanitário. 

 

1.1.3 Saúde da População 

A crescente descarga de produtos químicos perigosos no ambiente afeta o 

equilíbrio dos ecossistemas naturais e, consequentemente, chama a atenção de vá-

rios pesquisadores e agências governamentais para a saúde dos organismos vivos 

(LEME, 2009) e das pessoas. Entre 2016 e 2017, o município de Missal realizou 2.451 

procedimentos ambulatoriais na área de Oncologia. Isto representa 22,56% da popu-

lação total do município, ultrapassando a média de procedimentos de 10,72% da re-

gional de Saúde de Foz do Iguaçu (SECRETARIA MUNICIPAL DE SAÚDE, 2017).  

As fontes de exposição cotidianas de uma população à agentes químicos po-

tencialmente tóxicos são o ar, a água e os alimentos (AMORIM, 2003). A avaliação da 

exposição aos agentes químicos é um importante aspecto para a saúde pública, pos-

sibilitando medidas que previnam o contato com micropoluentes e atuem na redução 

da incidência de doenças decorrentes da interação das substâncias químicas com o 

organismo humano (AMORIM, 2003). Segundo os Artigos 3 e 4 da portaria no. 29.194 

do Ministério da Saúde (2011), “toda água destinada ao consumo humano, distribuída 

coletivamente por meio de sistema ou solução alternativa coletiva de abastecimento 

de água, deve ser objeto de controle e vigilância da qualidade da água” e “toda água 
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destinada ao consumo humano proveniente de solução alternativa individual de abas-

tecimento de água, independentemente da forma de acesso da população, está su-

jeita à vigilância da qualidade da água”.  

Analisar os potenciais efeitos nocivos da água dos poços de abastecimento do 

município é uma medida preventiva que pode levar a políticas de proteção à saúde 

assegurando a qualidade do recurso fornecido à população. O crescente aumento 

populacional leva à produção de mais resíduos secundários advindos do cultivo e de 

outros meios de produção. Tais resíduos podem ter efeito cumulativo em meios aqu-

áticos e nos organismos que entram em contato com os corpos hídricos em exposição 

a contaminantes. A verificação constante de possíveis fontes de contaminação e acu-

mulação de poluentes é necessária para assegurar medidas de proteção necessárias 

a um município. 

 

1.2 Toxicologia 

A Toxicologia é a ciência que estuda os efeitos nocivos decorrentes das intera-

ções de substâncias com o organismo. A natureza bioquímica de um efeito nocivo é 

determinada a partir da características físico-químicas e biológicas de uma substância 

(AZEVEDO & CHASIN, 2004). Os efeitos tóxicos variam desde aqueles considerados 

leves, até os mais graves, podendo gerar incapacitação permanente de um órgão, 

como nos casos de cirrose e câncer (OGA, CAMARGO & BATISTUZZO, 2008, p 5). 

Para isto, entende-se por agente tóxico ou toxicante a entidade química capaz de 

causar dano a um sistema biológico, alterando seriamente uma função ou levando-o 

à morte, sob certas condições de exposição (OGA, CAMARGO & BATISTUZZO, 2008, 

p 5).  

A Toxicologia genética estuda a toxicidade dos agentes que interagem com o 

material genético resultando em alterações dos ácidos nucléicos ou seus componen-

tes e levando à inativação ou modificação na sua estrutura e/ou função (DHAWAN, 

2013 pg vii). 

 

1.2.1 Biomarcadores 
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O estudo de agentes ambientais genotóxicos dentro da toxicologia é realizado 

por meio de biomarcadores. De maneira geral, “biomarcador” pode ser considerado 

uma medição em um sistema biológico como indicador de exposição, efeito, suscep-

tibilidade ou doença clínica (RÍOS & SOLARI, 2010). As medidas consideradas como 

biomarcadores podem ser um elemento químico, um gene, uma proteína, entre outras. 

Os biomarcadores são a base para avaliar a interação dos organismos com elementos 

tóxicos e podem ser indicadores de futuras doenças (VALENCIA-QUINTANA et al., 

2018). 

Há três categorias de biomarcadores: biomarcadores de efeito, biomarcadores 

de exposição e biomarcadores de susceptibilidade. Os de susceptibilidade indicam 

indivíduos com maior probabilidade de efeitos adversos devido às características de 

cada um. Os de efeito podem indicar uma redução dos riscos decorrentes da exposi-

ção quando ocorre a diminuição de sua expressão. Já os biomarcadores de exposição 

podem indicar uma mudança nas condições de exposição mas não necessariamente 

uma redução nos riscos em todos os indivíduos expostos (ALBERTINI et al., 2000). A 

distinção entre essas classes nem sempre é definitiva, no entanto, especialmente en-

tre biomarcadores de efeito e exposição, a interpretação dos resultados dentro do 

contexto da análise, seja como interpretação de riscos à saúde [do organismo] ou 

como uma medida de exposição, determina a categoria do marcador utilizado (AL-

BERTINI et al., 2000).  

Enquanto biomarcadores utilizados para identificação e categorização de do-

enças clínicas possuem uma larga história, a detecção dos efeitos adversos decor-

rentes da exposição a agentes químicos (biomarcadores toxicológicos) possui uma 

história mais recente (RÍOS & SOLARI, 2010). Os biomarcadores toxicológicos tem 

suas raízes na toxicologia forense e na saúde ocupacional, que levaram à descrição 

dos limites de segurança para os níveis de exposição e índices de exposição biológica 

(BEIs) (RÍOS & SOLARI, 2010). 

Portanto, dentro do atual enfoque, o que mais se adequa para o que queremos 

observar no presente trabalho e que possui capacidade de indicação de danos cau-

sados no organismo, são os Biomarcadores de efeito. Podemos caracterizar, com 

análises quantitativas e qualitativas demonstradas por marcadores celulares, o efeito 

gerado no organismo. Tais efeitos indicam danos causados por agentes em contato 



 

13 

 

com o organismo modelo. Segundo Amorim (2003), um biomarcador de efeito é apro-

priado para utilização na documentação das alterações pré-clínicas ou efeitos adver-

sos à saúde decorrentes da exposição e consequente absorção de substâncias quí-

micas. 

Biomarcadores utilizados para avaliar efeito, podem ser dos tipos pigmentos 

fotossintéticos; produtos de oxidação e marcadores citogenéticos (AMORIM, 2003). 

Dentro deste último, as Aberrações Cromossômicas (AC) marcam o grau de genoto-

xicidade e as modificações nas taxas de divisão celular, observadas pelo cálculo do 

Índice Mitótico (IM), demonstram o grau de citotoxicidade. O incremento na frequência 

dos biomarcadores de genotoxicidade e a alteração dos marcadores de citotoxicidade 

têm sido relacionados com o risco de câncer (VALENCIA-QUINTANA et al., 2018). 

 

1.2.2 Genotoxicidade  

 Compreende-se por genotoxicidade o dano químico produzido sobre o material 

genético (DNA e RNA), ainda que, em algumas ocasiões, utiliza-se o termo para fazer 

referência à forma compacta do DNA, os cromossomos (GONZALEZ, 2009). Genoto-

xicidade é o efeito de agentes que interagem com o DNA, produzindo alterações de 

estrutura e função. Quando tais alterações se fixam, são denominadas mutações e 

são capazes de serem transmitidas. 

As substâncias genotóxicas podem se unir diretamente ao DNA ou atuar indi-

retamente, afetando as enzimas envolvidas nos mecanismos fisiológicos, na replica-

ção e na transcrição (GONZALEZ, 2009).  

Os marcadores de genotoxicidade mais estudados são as Aberrações Cromos-

sômicas (AC) numéricas e estruturais. AC numéricas se referem à mudança no total 

de cromossomos de uma célula, que constituem o cariótipo singular da espécie, de-

vido à anomalias durante a divisão celular (ALBERTINI et al., 2000), tal como descrito 

a seguir:  

 

AC numéricas podem ser mudanças do tipo aneuploidia, quando possuem 

mais (hiperploidia) ou menos (hipoploidia) cromossomos que o total normal, 
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ou do tipo poliploidia quando possui um número total de cromossomos múlti-

plo do normal (4n, 8n). Tais efeitos podem ocorrer por mecanismos que da-

nificam o fuso mitótico e elementos associados, por danificações nas sub-

estruturas cromossômicas, por alterações na fisiologia da célula ou por rup-

turas mecânicas. Os mecanismos pelos quais a poliploidia ocorre são menos 

conhecidos.  

ALBERTINI et al., 2000, pg 143 

 

AC estruturais podem ser induzidas por diversos fatores, como quebra da mo-

lécula de DNA [ação clastogênica], inibição da síntese de DNA e replicação de DNA 

alterado (LEME, 2009). Hagmar et al. (2004) afirmam que AC estruturais em ambas 

cromátides-irmãs de células de linfócitos humanos são observadas como o reflexo da 

quebra de ambas as fitas de DNA, geradas em sua maioria, durante a etapa G0 da 

célula. As quebras causadas durante as etapas G0-G1 da célula se devem majoritari-

amente ao mecanismo de reparação de duplas-quebras na cadeia de DNA, sendo 

estas duplas-quebras, provavelmente, formadas em humanos durante a fase S de 

linfócitos in vitro (HAGMAR et al. 2004) pois muitos agentes tóxicos precisam ser me-

tabolicamente ativados pelo organismo.  

Agentes clastogênicos [que provocam lesão do tipo quebra] S-dependentes, 

são aqueles que necessitam que a célula entre na fase S de duplicação do DNA para 

ocasionar mutações do tipo cromatídica, sendo este, o método mais comum pelo qual 

químicos clastogênicos provocam aberrações cromossômicas. Tais mutações em lin-

fócitos humanos aparecem após a primeira mitose (ALBERTINI et al., 2000). Poucos 

agentes são clastógenos S-independentes, como a radiação ionizante e a bleomicina, 

tendo a capacidade de gerar quebras cromatídicas e cromossômicas (ambas cromá-

tides de um cromossomo) em qualquer estágio da vida celular (ALBERTINI et al., 

2000). Segundo Albertini et al. (2000), poucos agentes induzem ruptura do DNA de 

maneira direta. ACs podem fornecer dados qualitativos e quantitativos sobre os efeitos 

da exposição a um agente (GRANT, 1978). Lesões iniciais, como rupturas de cadeia 

única, são induzidas majoritariamente por agentes S-dependentes, gerando AC do 

tipo cromatídica (HAGMAR et al. 2004).  
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Em um trabalho pioneiro de Kihlman (1966), a presença de aberrações cromos-

sômicas, após tratamento com diferentes horas de exposição, demonstrou gaps, rup-

turas e isocromossomos produzidos no estágio celular de interfase tardia, após 3 a 7 

horas de tratamento e imediatamente após 24 horas de tratamento. Diversos estudos 

têm demonstrado que o pico de AC para muitos agentes genotóxicos não é obtido até 

a segunda mitose, cerca de 42 horas após o final do tratamento (HOLLANDER, 1971) 

existindo fases celulares mais sensíveis para diferentes mutágenos. Do tempo do iní-

cio do tratamento, ao aparecimento de AC, na anáfase e metáfase, podem diferenciar 

a etapa celular da mitose afetada, desde que, a atividade mitótica não esteja marca-

damente suprimida pelo tratamento (HOLLANDER, 1971).  

Em testes de AC, assume-se que altas doses de um determinado químico induz 

aberrações estruturais, que, em sua maioria, são instáveis e podem levar à morte 

celular (BIANCHI, 2008). A alta frequência de células com AC estruturais em linfócitos 

humanos é o primeiro biomarcador de genotoxicidade que realmente mostrou uma 

associação com o risco geral de câncer (HAGMAR et al. 2004). Grant (1978) e Leme 

& Morales (2009) buscaram fazer uma análise das AC como biomarcadores em testes 

com vegetais superiores. AC como quebras são indicadoras de ação clastogênica, 

enquanto pontes-anafásicas, perdas cromossômicas, atrasos, aderências, multipola-

ridade e C-metáfases decorrem de efeitos aneugênicos. Um dos principais focos de 

observar cromossomos como marcadores é observar se diferentes químicos tem po-

tencial clastogênico. Entretanto, AC também podem ser resultado de distúrbios no 

fuso mitótico causado por agentes turbagênicos, como a colchicina, que geram erros 

de segregação (GRANT, 1978). C-metáfases [também descritas como C-mitoses] são 

uma configuração em par devido à não-disjunção das cromátides-irmãs, em decorrên-

cia de compostos antimitóticos. C-mitoses em plantas ocorrem devido ao acúmulo de 

substâncias químicas C-mitóticas, que presentes em grandes quantidades, podem in-

terromper completamente a mitose (GRANT, 1978). Cromossomos, quando da au-

sência dos telômeros, ficam "pegajosos" e podem se fundir com outras extremidades 

partidas do cromossomo resultando em fragmentos acêntricos e pontes que podem 

ser observadas nas células mitóticas do primeiro ciclo celular após tratamento muta-

gênico (Nefich H et al. 2013). Rupturas ou quebras cromossômicas são consideradas 

aberrações instáveis, relacionadas a molécula de DNA responsável pela linearidade 

contínua do cromossomo (GRANT, 1978).  
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AC ocorrem devido à alterações no material genético, através de perda, ganho 

ou rearranjo dos segmentos ou partículas associadas envolvendo mudanças na es-

trutura cromossômica ou no número total de cromossomos (JAIN et al., 2018) que 

podem ocorrer como resultado de exposição a agentes. 

As AC em linfócitos do sangue periférico têm sido aplicadas há mais de 30 anos 

em ambientes ocupacionais e ambientais como um biomarcador de efeitos precoces 

de agentes genotóxicos cancerígenos (HAGMAR et al. 2004). Existem evidências ex-

perimentais e epidemiológicas do envolvimento de aberrações cromossômicas estru-

turais e numéricas na carcinogênese. (ALBERTINI et al., 2000). Contudo, nem toda 

ação genotóxica é carcinogênea. 

 

1.2.3 Citotoxicidade 

O Índice Mitótico (IM) tem sido usado como parâmetro para avaliar a citotoxici-

dade de diversos agentes. Os níveis de citotoxicidade podem ser determinados pelo 

aumento ou pela redução neste índice (LEME & MORALES, 2009). A primeira vez que 

o IM foi observado em correlação com a redução na fertilidade [distúrbios de meiose] 

foi em 1931, como resultado de tratamento com pesticidas (GRANT, 1078). Segundo 

Grant (1978), aberrações citológicas em plantas podem ser um excelente sistema de 

monitoramento para detectar químicos ambientais que podem apresentar risco ao ma-

terial genético.  

 

1.2.4 Bioensaio com Allium cepa 

Plantas superiores apresentam características que os tornam excelentes mo-

delos genéticos para avaliar poluentes ambientais, sendo frequentemente utilizadas 

em estudos de monitoramento (LEME & MORALES, 2009). As plantas geralmente 

têm cromossomos grandes e em baixo número, e o meristema da raiz possui alta 

proporção de células em mitose, sendo uma das mais adequadas para detecção de 

diferentes tipos de xenobióticos o Allium cepa (NEFIC et al., 2013). 

Diversas plantas providenciam sistemas únicos para a detecção de agentes 

químicos mutagênicos e como grupo, conseguem oferecer sistemas para a análise de, 

praticamente, todos tipos de aberrações cromossômicas e genéticas conhecidas 
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(GRANT, 1978). Diversos estudos realizados sobre pesticidas indicam que existe uma 

excelente correlação entre anormalidades cromossômicas encontradas nos sistemas 

radiculares e aquelas encontradas nos sistemas celulares de mamíferos (GRANT, 

1978). 

O teste de A. cepa tem sido considerado, por diversos autores, como de baixo 

custo e de fácil execução, além de ser um bioensaio eficiente para análise de AC, 

possibilitando a avaliação de ações clastogênicas e aneugênicas (LEME & MORALES, 

2009). Além disso, é um importante teste in vivo, onde as raízes crescem em contato 

direto com a substância de interesse, permitindo prever possíveis danos ao DNA de 

seres humanos (NEFIC et al., 2013).  

A diminuição do índice mitótico (IM) nas células meristemáticas de A. cepa 

pode ser considerado um método confiável para determinar a presença de agentes 

citotóxicos no ambiente (NEFIC et al., 2013). Estes dados podem ser de uso dos ser-

viços públicos na melhoria das condições locais e na prevenção ou manutenção de 

patologias endêmicas causadas pelo contato da população com elementos químicos 

tóxicos como agentes genotóxicos e citotóxicos.  

 

2 METODOLOGIA 

2.1 Áreas de Coleta 

 Em conjunto com a prefeitura de Missal foram selecionados 12 pontos de 

amostragem de água no município, sendo dois referentes ao Rio São Vicente, um 

referente ao Lago da prainha de Vila Natal (reservatório de Itaipu) e nove pontos de 

coleta de água de torneira provenientes de poços artesianos utilizados no abasteci-

mento pela população de Missal (Tabela 1).  
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Id  Nome Características Profun-
didade do 
poço 

Abastecimento Vazão 
do 
poço 

Coordenadas 
geográficas 

P1 Sanepar Sede da empresa 
prestadora de ser-
viço de abasteci-
mento de água - Sa-
nepar. Água da tor-
neira da caixa d’água 
principal. 

2 poços de cap-
tação água: 
135 m e 300 m 

50% da população 87,5 m3/h 
ou  

1.750 
m3/dia 

25º05’22.4”S 

054º15’08.3”W 

P2 Fazenda For-
miga 

Área de Pecuária. não especifi-
cado 

31 residências, 
aprox. 126 pessoas 

50m3/h 25º08’10.3”S 

054º06’34.7”W 

P3 Padre Rick Área urbana rodeada 
de agricultura 

110m 31 residências com 
hidrômetro, aprox. 
109 pessoas.  

3,0m3/h 25º05’22.9”S 

054º14’36.3”W 

P4 Dom Armando Área Urbana 2 poços: um 
não especifi-
cado e outro de 
128m 

69 residências e 
168 residências, 
aprox. 947 pessoas. 

8 m3/h e 
10m3/h 

25º02’04.5”S 

054º14’40.8”W 

P5 Boa Esperança Área Industrial com 
presença de Agricul-
tura 

120m 65 residências com 
hidrômetro, aprox. 
252 pessoas. 

9,0m3/h 25º02’06.5”S 

054º14’45.6”W 

P6 Vila Natal / tor-
neira 

Torneira de abasteci-
mento público na re-
gião da prainha da 
represa 

100m 11 residências e a 
praia (espaço de la-
zer e turismo), aten-
dendo aprox. 35 
pessoas 

11,3m3/h 25º02’46.1”S 

054º20’38.8”W 

P7 São João  Periurbano - horticul-
tura 

42m 39 residências com-
hidrômetro,aprox. 
152 pessoas 

3,0m3/h 25º07’31.6”S 

054º16’54.8”W 

P8 Vista Alegre Área Urbana - Posto 
de Saúde 

87-90m 85 residências,com 
hidrômetro, aprox. 
341 pessoas. 

14m3/h 25º08’17.8”S 

054º13’13.8”W 

P9 Portão Ocoí Área urbana - Uni-
dade de Saúde da 
Família 

185m 225 residências, 
com hidrômetro, 
aprox. 894 pessoas. 

7,0m3/h 25º10’39.6”S 

054º10’55.3”W 

P10 Antiga represa 
Rio São Vicente 

Rio São Vicente, an-
tigo ponto de coleta 
de água da Sanepar, 
desativado 

- - - 25º04’50.7”S 

054º13’21.2”W 

P11 Vila Natal / 
prainha 

Lago de itaipu - - - 25º02’46.1”S 

054º20’38.8”W 
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P12 Ponte molhada Rio São Vicente - - - 25º03’20.7”S 

054º14’42.8”W 

 

Tabela 1. Característica dos pontos de coleta para amostragem de água do município de Missal - PR. 

Os pontos 10, 11 e 12 são referentes a coletas diretamente no rio ou lago.  

 

As localidades de coleta visaram ser as mais representativas possíveis do mu-

nicípio de Missal, porém também o mais amplas possíveis, abrangendo o máximo de 

suas paisagens (Figura 2). 

 

 

Figura 2: pontos de coleta de água representados no mapa de Missal, PR.  

 

2.2 Coleta de Amostras  

 As amostras de água foram coletadas em dois períodos sendo: no final do mês 

de setembro e de outubro de 2019. O preparo dos frascos para armazenamento das 
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amostras de água e a coleta seguiram procedimento padronizado. Limpeza: os fras-

cos e tampas foram enxaguados 1 vez com sabão e 10 vezes com água da torneira 

pegando todas as bordas; foram então submetidos a agitação ultrassônica no sonica-

dor por 10 minutos contendo água da torneira até a borda do interior dos frascos; 

enxaguados com água destilada 10 vezes; submetidos ao sonicador por mais 10 mi-

nutos com água destilada no frasco; posteriormente foram descontaminados com 

ácido nítrico 10% (v/v) por duas horas e enxaguados 10 vezes com água ultrapura 

tipo I 18,2 MΩ-cm (ELGA LabWater PURELAB Option-Q) e postos para secar em estufa 

a 40oC. Para a coleta de água de poços artesianos, as torneiras foram abertas e as 

primeiras águas armazenadas no encanamento foram descartadas. Após os primeiros 

minutos, o frasco foi aberto e seu interior ambientalizado com a água da amostra. 

Cerca de 1 L de amostra foram coletadas em frasco de vidro âmbar, em cada ponto 

de coleta. As amostras foram transportadas e armazenadas a 4oC para serem anali-

sadas em até 7 dias. 

 

2.3 Teste utilizando Allium cepa 

2.3.1 Germinação 

Bulbos de Allium cepa foram selecionados pela ausência de fungos e manchas, 

lavados e as primeiras capas removidas. Raízes velhas foram cortadas e a parte infe-

rior do bulbo colocada em contato com solução de água dura reconstituída, até a me-

tade do seu corpo para a germinação, durante 72 horas, com troca diária de água. A 

solução de água dura é composta pela mistura de 0,12g de MgSO4; 0,19g de NaHCO3; 

0,008g de KCl e 0,12g de CaSO4.2H2O em 1 L de água ultrapura tipo I. A solução visa 

garantir a ausência de contaminantes na água pré-tratamento e isolar o efeito muta-

gênico das águas de amostragem do município.  

 

2.3.2 Exposição às amostras de água 

Para cada amostra de água e o controle positivo, três bulbos em bom aspecto 

de crescimento foram removidos da água dura e expostos à água de coleta, durante 

24 horas (T1) e 48 horas (T2), com substituição diária da água. As tréplicas dos bulbos 

visaram garantir material suficiente até o final do experimento em caso de condições 
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adversas dos indivíduos, como contaminação por fungos. Os tempos T1 e T2 visaram 

observar efeitos genotóxicos e citotóxicos em diferentes tempos do ciclo celular. 

 

2.3.3 Fixação das Raízes de A. cepa 

Após o término de cada tempo de exposição, a ponta de algumas raízes foram 

removidas e fixadas em etanol-ácido acético 3:1 (v/v) e armazenadas em congelador 

a temperaturas entre -20oC e -15 oC, até a sua utilização.  

 

2.3.4 Coloração e Preparo das lâminas 

Para coloração das células, os meristemas foram retirados do fixador e imersos 

em álcool 70% (v/v) por 5 minutos em temperatura ambiente. Em seguida foram colo-

cados em tubo de ensaio com orceína acética 2% e HCl 1N 1mol/L, em proporção de 

9 gotas do corante para 1 gota de solução de ácido clorídrico, e aquecido a 5 cm da 

chama de uma lamparina até liberação dos primeiros vapores, sem alcançar fervura. 

O tubo de ensaio foi fechado com algodão imediatamente e deixado repousar por 20 

minutos. 

Após o período de exposição ao corante, as raízes foram removidas e postas 

sobre uma lâmina de microscopia, efetuando em seguida um corte para isolar o me-

ristema da raiz e descartando o restante do corpo radicular. Uma a duas gotas da 

própria solução de orceína acética em HCl foram adicionadas sobre os meristemas 

na lâmina para facilitar o espalhamento celular. Em seguida foi apoiada uma lamínula 

e efetuado o squash com o auxílio de uma borracha rombuda. O excesso de orceína 

foi removido e a lâmina foi observada em microscópio óptico com aumento de 10X 

para verificação da qualidade, sendo, opcionalmente, selada com esmalte incolor para 

aumentar a durabilidade. 

 

2.3.5 Controles 

O controle negativo foi feito com a remoção de algumas raízes ao acaso dos 

bulbos germinados na solução de água dura, anteriormente ao primeiro tempo de ex-

posição às amostras. O controle positivo foi feito com dicromato de potássio a 0,05% 
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(m/v) para inibição do crescimento radicular e observação de aberrações cromossô-

micas.  

 

2.3.6 Contagem de Células 

Para a leitura dos resultados foram confeccionadas uma lâmina por amostra e 

contabilizadas 1000 células para cada ponto e para os controles negativo e positivo. 

Para a elaboração do Índice Mitótico (IM) foi calculada a razão: 

 

IM = (no total de células em divisão/no total de células analisadas) x 100 

 

Para determinar a genotoxicidade, medida pelas AC, foram consideradas todas 

as mutações encontradas durante as etapas da divisão celular, nos estágios da pró-

fase, metáfase, anáfase e telófase, como: pontes anafásicas, aderência, c-mitoses, 

anáfase multipolar, atraso, perda cromossômica, stathmo-anáfase, entre outras, e cal-

culado o índice: 

 

AC = (no total de células com aberrações cromossômicas/no total de células analisa-

das) x 100 

 

2.4 Análises Estatísticas 

Foi realizado um teste de normalidade para observar a distribuição dos dados. 

Aplicou-se uma análise não-paramétrica através de “ranqueamento em R” das variá-

veis de observação (aberrações e fases da divisão). Os dados ranqueados foram sub-

metidos ao teste de modelos lineares mistos para análise de cada ponto dos dados 

de setembro e outubro de 2019 (T1 e T2), onde os valores de cada ponto foram com-

parados com os respectivos controles negativos. O teste de Wilcoxon foi utilizado para 

análise da diferença entre os tempos (T1 e T2) e comparação dos meses. Foram uti-

lizados os softwares R 3.6.1 e Past 3.26. 
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3 RESULTADOS  

A comparação dos tempos no teste de Wilcoxon obteve valores de p≤0,05 ape-

nas entre os diferentes meses: para o IM (Set-T1 x Out-T1: p=0,0214; Set-T2 x Out-

T2: p=0,0541) e para as AC do T1 (Set-T1 x Out-T1: p=0,0427); e indicou diferença 

entre as AC de outubro (Out-T1 x Out-T2: p=0,0141). As tabelas contendo os resulta-

dos da contagem de células do tecido meristemático das raízes de A. cepa expostas 

às amostras e aos controles por 24 e 48h estão disponíveis a seguir. Os valores do 

IM se encontram nas Tabelas 2 a 5 e as AC encontradas junto com índice de AC se 

encontram nas Tabelas 6 a 9. O resultado das análises estatísticas de setembro e 

outubro se encontram em ANEXO A nas Tabela 11 e 12.  

 

 

Tabelas 2 e 3. Índice Mitótico das células do meristema radicular de Allium cepa após exposição às 

amostras de água por 24h (T1) e 48h (T2) para cada ponto de coleta do município de Missal – PR em 

SETEMBRO de 2019, e controles Negativo (Água Dura) e Positivo (dicromato de potássio 0,05%). 

Valores de p <0,05 nas análises lineares mistas foram marcados com *. IM = (no total de células em 

divisão/ no total de células analisadas) x 100. 
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Tabelas 4 e 5. Índice Mitótico das células do meristema radicular de Allium cepa após exposição às 
amostras de água por 24h (T1) e 48h (T2) para cada ponto de coleta do município de Missal – PR em 
OUTUBRO de 2019, e controles Negativo (Água Dura) e Positivo (dicromato de potássio 0,05%). Va-
lores de p <0,05 nas análises lineares mistas foram marcados com *. IM = (no total de células em divisão/ 
no total de células analisadas) x 100.    
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Tabela 6. Quantidade de células com anormalidades cromossômicas (AC) no meristema radicular de 
Allium cepa após exposição às amostras de água do município de Missal – PR em SETEMBRO de 
2019 por 24h (T1) para cada ponto de coleta, e controles Negativo (Água Dura) e Positivo (dicromato 
de potássio 0,05%). AC = (no total de células com aberrações cromossômicas/no total de células anali-
sadas) x 100. 

 

Tabela 7. Quantidade de células com anormalidades cromossômicas (AC) no meristema radicular de 
Allium cepa após exposição às amostras de água do município de Missal – PR em SETEMBRO de 
2019 por 48h (T2) para cada ponto de coleta, e controles Negativo (Água Dura) e Positivo (dicromato 
de potássio 0,05%). Valores de p <0,05, nas análises lineares mistas, foram marcados com *. AC = (no 
total de células com aberrações cromossômicas/no total de células analisadas) x 100. 
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Tabela 8. Quantidade de células com anormalidades cromossômicas (AC) no meristema radicular de 
Allium cepa após exposição às amostras de água do município de Missal – PR em OUTUBRO de 2019 
por 24h (T1) para cada ponto de coleta, e controles Negativo (Água Dura) e Positivo (dicromato de 
potássio 0,05%). Valores de p <0,05, nas análises lineares mistas, foram marcados com *. AC = (no 
total de células com aberrações cromossômicas/no total de células analisadas) x 100. 

 

Tabela 9. Quantidade de células com anormalidades cromossômicas (AC) no meristema radicular de 
Allium cepa após exposição às amostras de água do município de Missal – PR em OUTUBRO de 2019 
por 48h (T2) para cada ponto de coleta, e controles Negativo (Água Dura) e Positivo (dicromato de 
potássio 0,05%). Valores de p <0,05, nas análises lineares mistas, foram marcados com *. AC = (no 
total de células com aberrações cromossômicas/no total de células analisadas) x 100. 
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3.1 Índice Mitótico 

 O IM apresentou diferenças significativas (p<0,05) em setembro (T1 e T2), em 

relação ao controle negativo, para P1, P5 e P7 (ambos tempos de exposição), e nos 

pontos P4, P12 para o T1 (24h de exposição) (Tabela 2) e P8, P9, P10 e P11 para o 

T2 (48h de exposição) (Tabela 3). Contudo, apenas o P12 apresentou valor menor do 

que o controle negativo. O P8 do T2 apresentou valor menor que o negativo, porém 

esta diferença não foi significativa, assim como para os pontos P2, P10 e P11 do T1. 

 Em outubro, houve diferença significativa, no IM, do Ponto 1 em ambos os tem-

pos de exposição, e para os pontos P3, P8, P9, P10 e P11 após o T1 (24h de exposi-

ção) (Tabela 4) e nos pontos P2, P4 e P12 do T2 (48h de exposição) (Tabela 5). De 

maneira geral, em outubro houveram mais pontos com uma supressão significativa do 

IM que em setembro. Os resultados de T1 apresentaram diferenças para menos em 

P1, P8, P9 e P11, e em P2 para o T2.    

 

3.2 Aberrações Cromossômicas Estruturais 

A solução de dicromato de potássio a 0,05% (m/v), utilizado como controle po-

sitivo, não funcionou como controle para medir o efeito de genotoxicidade como es-

perado, pois inibiu completamente a divisão celular de todo o tecido meristemático, 

demonstrando ser eficaz para efeitos de citotoxicidade. Isto gerou um distanciamento 

entre os controles negativo e positivo durante a comparação das aberrações cromos-

sômicas estruturais. Salles et al. (2016) também obteve insuficiência de dados para o 

controle positivo. 

Não houveram valores significativos de aberrações cromossômicas para o T1 

de setembro (Tabela 6). No T2, apenas P6 obteve p<0,05 nas análises, apresentando 

índice de genotoxicidade maior que o controle negativo (Tabela 7). No T1 de outubro, 

P10 apresentou valor de p menor do que 0,00001, e P12 p=0,0002 (Tabela 8). No T2 

de outubro, metade dos pontos apresentou frequência dos marcadores de genotoxici-

dade acima da média de maneira significativa (p<0,05) (Tabela 9). Todos os 3 bulbos 

de A. cepa para amostras do Ponto 9 foram perdidos. Todos os pontos com diferenças 

significativas nas frequências de AC de setembro e outubro apresentaram valores 

maiores que o controle negativo. Algumas das AC encontradas estão demonstradas 

na Figura 3, na página a seguir. 
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Figura 3. Aberrações cromossômicas estruturais em células do meristema radicular de Allium cepa 

após a exposição às amostras de água. a) metáfase com fragmento (seta vermelha) e quebra (seta 

preta); b-d) metáfases aderentes (stickiness), b) com fragmento, c) com cromossomo retardatário (atra-

sado), d) com fragmento; e-f) C-metáfases; g-h) metáfases aderentes (stickiness); i) espalhamento de 

cromossomos após o sequestro da mitose em c-metáfase; j) metáfase aderente com compactação 

cromossômica; k) célula com duas metáfases aderentes e fragmentos; l) telófase estrelada; m) anáfase 

diagonal com quebra (seta preta) e fragmento maior (seta azul); n) stathmo-anáfase; o) anáfase multi-

polar; p) anáfase com ponte (seta preta) e cromossomos deslocados (setas roxas); q) metáfase ade-

rente com perda do eixo central (asterisco), e anáfase diagonal (abaixo); r) anáfase com ponte (seta 

preta) e fragmento (seta vermelha); s) metáfase aderente com dois anéis cromossômicos (setas azuis); 

t) metáfase com múltiplos anéis (demarcados com asteriscos) e perda do eixo organizador (seta preta); 

u) anáfase com múltiplas pontes (setas pretas) e fragmentos (setas vermelhas); v) metáfase com cro-

mossomo atravessado; w) perda cromossômica; x) anáfase diagonal estrelada com ponte (demarcada 

por seta preta); y) ponte cromossômica na telófase; z) pulverização cromossômica em anáfase diago-

nal; aa) anáfase com fragmento cromossômico; ab) c-metáfase; ac) anomalia não identificada (NI); ad) 

duas anáfases diagonais com cromossomos atravessados (setas pretas). 
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4 DISCUSSÃO 

Diversas formas de aberrações foram encontradas como exemplificadas na Fi-

gura 3. Muitas anormalidades são causadas por erro no fuso mitótico, como quando 

presentes substâncias aneugênicas capazes de inibir a polimerização das fibras de 

conexão com o cinetócoro, como exemplificado pela Colchicina em testes de labora-

tório. Todas as aberrações encontradas foram identificadas e agrupadas, totalizando 

16 categorias na tabela de resultados. Dentre as aberrações cromossômicas encon-

tradas, o foco foi direcionado para as de maior prevalência. As aberrações mais fre-

quentes encontradas nos testes foram: C-mitoses, fragmentos cromossômicos, que-

bras cromossômicas e aderência (stickiness).  

A configuração em pares de “C” de Colchicine-mitosis (C-mitose) pode ocorrer 

devido ao atraso da divisão dos centrômeros, levando à configuração característica 

na qual as cromátides-irmãs permanecem juntas presas por esta região (GRANT, 

1078) mesmo após a metáfase. Grant (1978) apresenta uma lista de agentes C-mitó-

ticos, incluindo aqueles que possuem componentes com mercúrio e pesticidas. Alguns 

são compostos tão ativos na formação de C-mitoses que têm sido recomendados para 

a geração artificial desta aberração. C-mitoses são aberrações estruturais que levam 

a modificações numéricas no total de cromossomos podendo levar à inativação da 

célula (NEFIC, et al. 2013).  

Já os fragmentos cromossômicos são resultado de múltiplas quebras, levando 

à soltura de parte da cromátide e à perda do fragmento. O futuro deste fragmento, que 

dificilmente é novamente incorporado no corpo do núcleo, é a condensação e forma-

ção de um núcleo menor (micronúcleo). Fragmentos podem levar à deleção de genes 

primários e à morte celular. Ferbam, é um dos pesticidas mais conhecidos em gerar 

fragmentação cromossômica nas células de A. cepa. (GRANT, 1978). 

O comprometimento da integridade do cromossomo através de pequenas alte-

rações pode levar à diversas anomalias na estrutura do mesmo e no funcionamento 

da célula. Quebras do cromossomo podem gerar aderência (stickiness) e pontes ana-

fásica, devido à ausência de telômeros e à exposição da fita de DNA contendo o ma-

terial genético descondensado. Podemos observar eventos de ponte cromossômica 

como consequência de quebras anteriores na estrutura. O excesso de quebras pode 
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gerar pulverização cromossômica (perda total da integridade cromossômica) e morte 

celular (Figura 3-z).  

A aderência cromossômica se deve às ligações inter-cromatídicas das fitas de 

DNA no cromossomo, com excesso de formação de núcleo-proteínas sem adequada 

interação (NEFIC et al., 2013). Quando ocorre uma quebra e há falha do mecanismo 

de reparação celular, o erro de base pode gerar futura aberração do tipo fragmento. 

Segundo Grant (1978), diversos pesticidas são clastógenos e tem a capacidade de 

produzir quebras nos cromossomos que podem se transformar em pontes e fragmen-

tos. 

O Ponto 1 de abastecimento da distribuidora da sede urbana (SANEPAR), e o 

os pontos 7 e 8, de São João e Vista Alegre, apresentaram maiores frequências de C-

mitose nas amostras de setembro após 24 horas de exposição para o ponto da Sane-

par) e após 48 horas de exposição em outubro (para S. João e Vista Alegre). A alta 

quantidade de aberrações é contrária à alta frequência de células em divisão. O valor 

do IM costuma diminuir quando há grande presença de efeitos genotóxicos, e a sua 

supressão da divisão indica de forma segura a presença de componentes químicos 

tóxicos.  

Contudo, o aumento de aberrações em outubro pode estar relacionado com o 

tempo de absorção dos elementos químicos após a sua entrada no sistema. O mês 

de setembro, início da primavera, consiste na entrada da estação de chuvas. Porém, 

o ano de 2019 foi marcado por períodos de seca e poucas ocorrências de chuva (Fi-

gura 6). A entrada de água, esperada para o mês de setembro, somente começou em 

outubro. As chuvas geram lixiviação e carregam componentes minerais e elementos 

tóxicos. As amostras do rio, ambientes lóticos, teriam entrado em contato com subs-

tâncias mutagênicas após maior precipitação, apresentando respostas às substâncias 

carregadas pela água da chuva logo após o período de aspersão de agrotóxicos para 

o cultivo.  
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Figura 4: Alturas diárias de precipitação para os meses de janeiro a outubro de 2019 segundo o Insti-

tuto das Águas do Paraná para a estação pluviométrica de Missal. 

 

Apesar do índice mitótico não aparecer como estatisticamente significativo, 

nota-se uma diminuição, de maneira geral, nos pontos para o T1 de setembro para 

todas as amostras das águas de rios e lago (P10, P11 e P12). As águas de poços 

dependem da quantidade de água de chuva para infiltração de moléculas nos siste-

mas de captação após passarem pela filtração do terreno e se aderirem ao lençol 
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freático. Em outubro, após o aumento da precipitação, há maior presença de aberra-

ções nas células-teste de A. cepa o que corrobora esta hipótese. 

O Ponto 1 da Sanepar, localizado no centro urbano, apesar de obter valores 

significativos para citotoxicidade em todos os tempos de exposição, tanto de setembro 

quanto outubro, apenas apresenta taxa de divisão celular reduzida no teste de 24h de 

exposição das amostras de setembro. A frequência de genotoxicidade porém, em to-

dos os tempos e ambos os meses de coleta, fica acima do controle negativo, exceto 

para o primeiro tempo de outubro, justamente quando ocorre uma queda relevante 

(P<0,05) na divisão celular. Tais resultados sugerem que, quando não presentes com-

postos supressores do fuso mitótico nas amostras, há presença de elementos geno-

tóxicos na água. 

Algumas amostras, como da região de Dom Armando (P4), contrastam o alto 

índice de AC com a alta quantidade de células em mitose. Cabe a hipótese, segundo 

o dito por LEME & MORALES (2009), sobre IMs maiores que o controle negativo tam-

bém poderem ser nocivos à célula por levá-las à proliferação desordenada e mesmo 

à formação de tumores. Porém, a citotoxicidade de amostras só é assegurada com a 

diminuição no valor do IM.  

O teste de Wilcoxon apontou uma entrada significativa de compostos genotó-

xicos no mês de outubro, principalmente daqueles observados com maior frequência 

após dois ciclos mitóticos (T2) devido à rupturas de fita única que são duplicadas pelo 

mecanismo de reparação celular, gerando quebras do cromossomo e fragmentos. 

Justamente, comparações dos dois tempos em PCA (Figura 5) demonstram uma 

maior frequência de rupturas e C-mitoses após as 48h de exposição em outubro, após 

o aumento das precipitações.  
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Tais rupturas cromossômicas poderiam ser geradas pela maquinaria de dupli-

cação do DNA, ao replicar um template danificado. Diversas aberrações, apenas po-

dem ser observadas a partir do segundo ciclo celular, mesmo que tenham sido gera-

das anteriormente. C-mitoses, no teste de A. cepa, podem estar diretamente relacio-

nadas à presença de pesticidas como carbamatos, barban, benomil, carbaril, clorpro-

pham, propham e diallate e os mercuriais (GRANT, 1978).  

O ponto 4, referente à localidade de Dom Armando, presente em região urbana, 

apresentou grande quantidade de fragmentos e quebras nos bioensaios com as águas 

do mês de outubro, indicando genotoxicidade na amostra local. As localidades de Pa-

dre Rick (P3), Vista Alegre (P8) e Portão Ocoí (P9) também apresentaram citotoxici-

dade para o mês de outubro, sendo Vista Alegre corroborado pelo teste de AC para 

efeitos genotóxicos (Tabela 12).  

O lago (P11) manteve efeitos citogenotóxicos para o mês de outubro. O lago 

possui fluxo de água mais lento em comparação com rios. A área ao redor é de pas-

tagens, não havendo influência direta de pesticidas (Figura 6) em um raio de 1000m. 

 

FIGURA 5: análise de componentes principais (PCA) para correlação de aberrações cromossômicas  

no tempo 2 (48h de exposição) de outubro com os pontos de coleta do bioensaio de Allium cepa para 

avaliação de efeitos genotóxicos potenciais da água de Missal - PR.  
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Contudo, diversos componentes químicos podem permanecer na água do lago de ou-

tros meses e de outras regiões, passar por decantação, e serem acumulados no lençol 

freático. Por essa razão, não é assegurado que os efeitos mutagênicos encontrados 

na água de ambientes lênticos não sejam cumulativos de outros tempos. Haveria pos-

siblidade de inferir uma hipótese sobre a influência do lago na amostra de Vila Natal 

(P6), no qual a água do lago fosse absorvida pelos poços artesianos locais e próximos 

à região. Contudo estes resultados não são evidenciados por meio deste bioensaio.  

 

5 CONCLUSÃO 

De maneira geral, observam-se diferenças nos resultados do teste com A. cepa 

entre as águas superficiais e as água profundas (de poço). O Ponto 1 de abasteci-

mento foi o que apresentou efeitos citogenotóxicos com maior frequência. Concluímos 

haver presença de efeitos genotóxicos e potencialmente citotóxicos para a água da 

 

Figura 6: mapa de uso do solo apresentando buffer de áreas de influência no valor de 1000 metros. 
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distribuidora Sanepar. Também observamos efeitos mutagênicos da água para os di-

ferentes meses, demonstrando haver mudança nos elementos mutagênicos de um 

mês para o outro presentes na água, coincidindo com a época de aumento de chuvas.  

Concluímos haver efeitos citogenotóxicos para as águas do lago e do rio, e 

para as localidades de Vista Alegre (P8) e Portão Ocoí (P9). Concluímos haver efeitos 

citotóxicos para a localidade de Padre Rick (P3) e genotóxicos para as regiões de São 

João (P7), Dom Armando (P4) e Vila Natal (P6). Porém, há a necessidade de novos 

estudos para melhor compreensão destes efeitos em tais localidades. 

O ensaio realizado buscou utilizar dos diferentes ciclos celulares para a análise 

da genotoxicidade. A padronização dos tempos para a análise é fundamental. Sugere-

se a compreensão das AC mais evidentes em cada ciclo para o estudo de diferentes 

tempos no bioensaio. Recomenda-se também utilizar diferentes concentrações sali-

nas como controle positivo para aberrações cromossômicas, como feito por Levan 

(1945). 

Os resultados de bioensaios com vegetais superiores não devem ser descarta-

dos, considerando que um químico capaz de induzir danos cromossômicos nas plan-

tas também pode oferecer risco a outros grupos de organismos vivos, uma vez que o 

material danificado é o DNA, comum a todos os organismos (LEME & MORALES, 

2009). 

Por fim, há riscos de que os humanos ingiram substâncias tóxicas incompleta-

mente desativadas, mesmo em cidades com estações de tratamento de água potável 

e efluentes (SALLES et al., 2016), reforçando a necessidade de novas análises. 
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ANEXO A - RESULTADO DAS ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 

 

Tabela 11. Análise de Modelos Lineares Mistos no software R 3.6.1 para valores do Índice Mitótico (IM) 

e de Aberrações Cromossômicas (AC) de amostras de água em 12 diferentes pontos de Missal – PR 

do mês de SETEMBRO, 2019. Valores de p<0,05 foram marcados com *. 
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T1 (24h) 
IM  AC 

Value / Std.Error t-value p Value / Std.Error t-value p 

P1 16.875 / 6.518086 2.588950   0.0138* 12.37500 / 14.29016  0.865981   0.3877 

P2  -5.625 / 6.518086 -0.862983   0.3939 -16.34375 / 14.29016 -1.143707   0.2543 

P3  8.875 / 6.518086  1.361596   0.1818  -15.37500 / 14.29016 -1.075915   0.2834 

P4 18.125 / 6.518086  2.780724   0.0086* 20.15625 / 14.29016   1.410499   0.1601 

P5 16.250 / 6.518086 2.493063   0.0174*    25.93750 / 14.29016 1.815060   0.0712 

P6 6.000 / 6.518086 0.920516   0.3634 -15.31250 / 14.29016 -1.071542   0.2854 

P7   17.625 / 6.518086  2.704015   0.0104* 4.03125 / 14.29016 0.282100   0.7782 

P8  8.250 / 6.518086 1.265709   0.2137 2.15625 / 14.29016 0.150891   0.8802 

P9  4.875 / 6.518086 0.747919   0.4594 -17.53125 / 14.29016 -1.226806   0.2215 

P10 -8.125 / 6.518086 -1.246532   0.2206 -20.12500 / 14.29016 -1.408312   0.1608 

P11 -1.750 / 6.518086 -0.268484   0.7899  -12.84375 / 14.29016 -0.898783   0.3700 

P12 -14.750 / 6.518086 -2.262934   0.0298* -21.56250 / 14.29016 -1.508905   0.133 

 
T2 (48h) 

IM AC  

Value / Std.Error t-value p Value / Std.Error t-value p 

P1 21.625 / 6.233407 3.469210   0.0014* 2.00000 / 13.01368 0.153684   0.8780 

P2 9.375 / 6.233407 1.503993   0.1413 23.68750 / 13.01368 1.820200   0.0704 

P3  8.500 / 6.233407  1.363620   0.1812 11.03125 / 13.01368 0.847666   0.3977 

P4 11.000 / 6.233407  1.764685   0.0861 -0.37500 / 13.01368 -0.028816   0.9770 

P5 15.125 / 6.233407 2.426442   0.0204* 17.15625 / 13.01368 1.318324   0.1891 

P6 5.750 / 6.233407  0.922449   0.3624 25.68750 / 13.01368 1.973885   0.0499* 

P7 15.625 / 6.233407 2.506655   0.0168* 12.06250 / 13.01368 0.926909   0.3552 

P8  -8.000 / 6.233407 -1.283407   0.2075  -15.90625 / 13.01368 -1.222272   0.2232 

P9 23.125 / 6.233407 3.709849   0.0007* 23.06250 / 13.01368 1.772174   0.0781 

P10 16.375 / 6.233407   2.626974   0.0126* 17.93750 / 13.01368 1.378357   0.1698 

P11 19.625 / 6.233407 3.148358   0.0033*  13.96875 / 13.01368 1.073390   0.2845 

P12 6.500 / 6.233407  1.042768   0.3040 8.21875 / 13.01368 0.631547   0.5285 
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ANEXO A - Resultado das Análises Estatísticas 
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T1 (24h) 
IM  AC 

Value / Std.Error t-value p Value / Std.Error t-value p 

P1 -16.750 / 4.600463 -3.640938   0.0008*  3.31250/ 12.334276 0.268561   0.7886 

P2  -0.125 / 4.600463 -0.027171   0.9785 -0.65625 / 12.334276 -0.053205   0.9576 

P3 -14.750 / 4.600463 -3.206199   0.0028* -2.56250 / 12.334276 -0.207754   0.8357 

P4 -3.750 / 4.600463 -0.815135   0.4204 9.18750 / 12.334276 0.744875   0.4573 

P5 -3.500 / 4.600463 -0.760793   0.4517 -6.53125 / 12.334276 -0.529520   0.5971 

P6 -5.000 / 4.600463 -1.086847   0.2843 -2.56250 / 12.334276 -0.207754   0.8357 

P7 -4.250 / 4.600463 -0.923820   0.3617 17.62500 / 12.334276 1.428945   0.1548 

P8 -14.875 / 4.600463 -3.233370   0.0026*  -7.15625 / 12.334276 -0.580192   0.5625 

P9 -19.000 / 4.600463 -4.130019   0.0002* 10.46875 / 12.334276 0.848753   0.3971 

P10  9.625 / 4.600463 2.092181   0.0435* 66.40625 / 12.334276 5.383879   0.0000* 

P11 -18.750 / 4.600463 -4.075676   0.0002* -14.31250 / 12.334276 -1.160384   0.2474 

P12  3.375 / 4.600463 0.733622   0.4679 46.21875 / 12.334276 3.747180   0.0002* 

 
T2 (48h) 

IM AC  

Value / Std.Error t-value p Value / Std.Error t-value p 

P1 11.250 / 5.237298 2.148054 0.0391* 38.90625 / 11.33663 3.431905   0.0008* 

P2 -13.500 / 5.237298 -2.577665 0.0146* -7.03125 / 11.33663 -0.620224   0.5360 

P3 3.750 / 5.237298 0.716018 0.4790 20.65625 / 11.33663 1.822080   0.0703 

P4 13.250 / 5.237298 2.529930 0.0164*  42.50000 / 11.33663 3.748908   0.0002* 

P5 4.500 / 5.237298 0.859222 0.3964  8.65625 / 11.33663 0.763564   0.4462 

P6 7.375 / 5.237298 1.408169 0.1684 30.28125 / 11.33663 2.671097   0.0083* 

P7 -4.750 / 5.237298 -0.906956 0.3710 5.78125 / 11.33663 0.509962   0.6108 

P8 4.250 / 5.237298 0.811487 0.4229 31.93750 / 11.33663 2.817194   0.0054* 

P9 - - - - - - 

P10 -5.000 / 5.237298 -0.954691 0.3467  15.34375 / 11.33663 1.353466   0.1778 

P11 6.000 / 5.237298 1.145629 0.2602 40.03125 / 11.33663 3.531141   0.0005* 

P12 10.375 / 5.237298 1.980983 0.0560* 45.93750 / 11.33663 4.052129   0.0001* 

 

Tabela 12. Análise de Modelos Lineares Mistos no software R 3.6.1 para valores do Índice Mitótico (IM) 

e de Aberrações Cromossômicas (AC) de amostras de água em 12 diferentes pontos de Missal – PR 

do mês de OUTUBRO, 2019. Valores de p<0,05 foram marcados com *.  
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