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RESUMO: O presente estudo objetivou fazer uma adaptacdo da técnica de micronicleo em Allium cepa,
recomendada por Fiskejo (1985), substituindo Metanol e Giemsa pelo kit Pandtipo Répido LB. Obtiveram-se bons
resultados com a substituicdo do Metanol e do Giemsa pelo kit Panético Rapido LB, visto sua eficiéncia em corar
acidos nucléicos, obtendo uma boa visualizacdo das células, indice mitético, micronlcleos, pontes anafésicas e
telofasicas, sendo esta metodologia indicada em futuras analises de mutagénicidade em rios da regido do Vale do
Jamari.

Palavras-chave: Mutagenicidade. Micronucleo. Allium cepa

ABSTRACT: This study aimed to make technique adjustment of micronuclei in Allium cepa, recommended by
Fiskejo (1985), by replacing methanol and Giemsa by Panotico Rapido LB kit. We obtained good results with the
replacement of methanol and Giemsa by Panotipo Rapido LB, as its efficiency in stain nucleic acids, obtaining a
good visualization of cells, mitotic index, micronuclei, anaphase and telophase bridges, and this methodology is
indicated in future examinations of mutagenicity in the river Vale do Jamari.
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1. INTRODUCAO

A toxicidade é relacionada com a detecgdo, composi¢do quimica e acdo bioldgica de
substancias toxicas, a toxicidade de uma substancia pode ser considerada como a capacidade
de ser prejudicial, causando dano grave ao organismo (BARROS e DAVINO, 2008). A via de

administracdo, duracdo e frequéncia de exposicdo sdo os fatores mais importantes que
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influenciam a toxicidade ao organismo mesmo ele, sendo encontrado no interior das celulas,
néo esta livre de sofrer constantes alteracdes e mutacbes (RABELLO-GAY, 1991).

A mutacdo é definida como qualquer alteracio no DNA, podendo ser subita e
herdavel, uma vez ocorrida, € mantida e transmitida as moléculas-filhas na estrutura do
material genético, e na maioria das vezes, pode desenvolver uma série de problemas
maléficos, mas para a sobrevivéncia da especie, a mutacdo também € uma fonte de
variabilidade genética dos seres vivos, decorrente de modificagdes estruturais no material
genético (ALMEIDA e XAVIER, 2005).

As mutacdes podem ser observadas através da formacdo de microndcleos séo
pequenos corpos contendo DNA, localizados no citoplasma, se manifestam em células por
divisdo, com resultados de quebras cromossdmicas, formando fragmentos acéntricos, ou com
sequéncias de cromossomos inteiros que nao se prendem ao fuso mitético e dessa forma, ndo
chegam aos polos das células durante a mitose ou a meiose (MILLER, 1973). Um
cromossomo inteiro ou fragmento cromossdmico acéntrico néo se integra ao novo nacleo (por
ndo estar unido), este também pode constituir um pequeno nucleo individual, chamado de
micronucleo (COSTA e MENK, 2000; FENECH, 1993), (Figura 1).
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Figura 1. Formacdo de micronucleos em células eucaridticas (SILVA et al., 2011).

O teste de micronucleos detecta mutagénese em organismos eucariotos do tipo
clastogénese, aneugénese e danos no fuso mitotico. Os micronucleos séo identificados em
qualquer tipo de célula, podendo os micronucleos ser avaliados para diagndstico de doengas
hematoldgicas em células epiteliais da boca, do trato urinario e também monitorar ambientes

através de teste com roedores e plantas (SILVA et al., 2011).
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Para que o microndcleo seja visualizado € necessaria uma divisdo celular apds a
ocorréncia mutagénica, sendo, necessario fazer o cultivo celular, ou usar células que estéo se
multiplicando constantemente, como a medula dssea e raizes (VILLELA e LAU, 2003).

O sistema de teste de micronlcleo em raizes da espécie Allium cepa (cebola), é
definido como sendo um dos melhores para estudos de monitoramento ambiental e
mutagénicidade de plantas medicinais, por sua sensibilidade e exatid&o, e, porque as raizes da
A. cepa possuem processo de divisdo celular similar aos do homem (GAVRONSKI, 2008).

A utilizacdo do teste de micronlicleo em A. cepa, € indicada devido ao baixo custo,
disponibilidade da matéria prima, ndo exigéncia de equipamentos elaborados e de aprovagéo
em comité de ética e pesquisa (CEP), aplicabilidade em varios cursos (Quimica, Farmécia e
Biologia), boa correlagdo com resultados de outros testes, bem visto pela comunidade
cientifica mundial, além do curto periodo de tempo necesséario para a elaboracdo dos testes.

O presente estudo objetivou fazer uma adaptacdo da tecnica de micronucleo em Allium
cepa, recomendada por Fiskejo (1985), substituindo Metanol e Giemsa pelo kit Pandtipo
Rapido LB.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo

A regido do Vale do Jamari (Figura 2), esta localizada na regido centro norte do estado
de Ronddnia, sendo composta pelos municipios: Campo Novo de Rondonia, Buritis, Monte
Negro, Alto Paraiso, Cacaulandia, Cujubim, Rio Crespo, Machadinho do Oeste e Ariquemes
(MENEGUETTI et al., 2011).

A hidrografia da regido é formada por varios rios e igarapés, onde nos mesmos sao
despejados diariamente dejetos humanos, excretas de laticinios e frigorificos, justificando
uma analise de mutagénicidade, ja que os mesmos sdo fontes de abastecimento de agua dos

municipios acima citados, e nunca foram realizados testes similares.
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Figura 2. Mapa na Regi&o do Vale do Jamari, Rondénia (TERRITORIOS, 2011).

2.2 Experimento

O experimento contou com 20 unidades de A. cepa de tamanho pequeno, uniforme, de
mesma origem, ndo germinadas e saudaveis, sendo que 10 foram postas a germinar sobre
frascos de 50 ml, com a parte inferior mergulhada em &gua coletada da Companhia de Aguas
e Esgotos do Estado de Rond6nia (CAERD) e 10 em &gua mineral (Figura 3).
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Figura 3. Germinag&o de A. cepa (FAO E ZAN, 2011)
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Em torno de 72h apds o inicio do teste, os meristemas foram coletados com
aproximadamente 0,5 a 3,0 cm de comprimento, sendo lavados em agua destilada, seguida de
hidrélise com HCL 1N por 10 minutos em banho-maria a 60C°, sendo os tubos resfriados em
agua corrente. Apds nova lavagem dos meristemas hidrolisados em agua destilada foram
feitos esfregagcos em duas laminas por A. cepa, sendo postas em seguida sobre gelo seco por
30 segundos para retirada da laminula e aguardado por 30 minutos em temperatura ambiente
para secagem, em seguida as mesmas foram coradas com o kit Panético Rapido LB que é
composto de trés recipientes: primeiro triarilmetano a 0,1%, segundo xantenos a 0,1% e
terceiro tiazinas a 0,1%, sendo as laminas submersas 10 vezes em cada recipiente com
submersdes de 1 segundo de duragdo na sequéncia descrita acima. Posteriormente as laminas
foram lavadas em agua deionizada com o pH 7,0 e secadas em temperatura ambiente. Em

cada lamina foram contados micronucleos encontrados em 1000 células.

3. RESULTADOS DE DISCUSSOES

Nas células dos meristemas germinados na dgua da CAERD houve um indice de 2,8
micronucleos por 1000 células, enquanto na agua mineral o indice foi de 2,3/1000. Ap6s a
analise Anova, Teste Tukey realizado pelo Software Graphpad PRISM 5.0, foi observado que
ndo houve significancia estatistica entre as amostras analisadas (p>0.05), ndo havendo um
aumento nos indices de mutagenicidade.

As laminas ficaram bem visiveis, com uma 6étima coloracdo dos ndcleos, e boa
visualidade dos limites celulares, podendo ser observados todos os estagios de divisdes
celulares ocorrido no processo de mitose, em especial a formag¢do dos micronucleos, como

podem ser observados na (Figura 4).

Figura 4. A — Células de A. cepa (ocular:10x, objetiva 10x), B — Microntcleo em célula de A. cepa (ocular:10x,
objetiva 40x).
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A qualidade das laminas elaboradas com esse método é equivalente as preparadas
seguindo metodologia indicada por Fiskejo (1985), como pode ser observado na (Figura 5),
em estudo realizado por Matsumoto et al., 2006, ressaltando ainda que a (Figura 4), ndo foi
retocada em softwares de imagens, podendo a qualidade ficar ainda superior a indicada na

mesma.
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Figura 5. Micronucleo em célula de A. cepa (MATSUMOTO et al., 2006).
4. CONCLUSAO

Obtiveram-se bons resultados com a substituicdo do Metanol e do Giemsa pelo kit
Panotico Répido LB, visto sua eficiéncia em corar acidos nucléicos, obtendo uma boa
visualizagdo das células, indice mitético, micronucleos, pontes anafasicas e telofasicas, sendo
esta metodologia indicada em futuras analises de mutagénicidade em rios da regido do Vale

do Jamari.
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