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RESUMO

O lodo de esgoto pode conter substancias toxicas, estar contaminado
com metais pesados e até mesmo por compostos quimicos persistentes, sendo
assim, a disposicdo inadequada desse residuo pode fazer tais poluentes
retornarem ao ambiente e, eventualmente, entrar na cadeia alimentar, caso
sejam absorvidos pelas plantas. O conhecimento dos agentes quimicos
presentes no lodo permite avaliar o risco de contaminagdo alimentar e
ambiental decorrente da utilizacdo de lodos como fertilizantes agricolas,
também chamados de biossélidos. Logo, o presente estudo teve por objetivo
avaliar o potencial genotoxico, citotoxico e mutagénico do lodo gerado por uma
Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE), por meio dos sistemas-teste Allium
cepa e Tradescantia pallida. As coletas foram realizadas em abril de 2009 e
maio de 2010 e os organismos foram expostos ao lodo bruto e seu solubilizado.
Quando comparados os resultados obtidos nos bioensaios com as analises
fisico-quimicas, ndo € possivel estabelecer relacdo de causa e efeito com
nenhum composto em especifico, uma vez que todos os parametros avaliados
se encontram dentro dos limites estabelecidos pela Resolucdo CONAMA 375;
no entanto, em ambos os organismos, o lodo apresentou-se genotoxico e
mutagénico, alertando sobre a necessidade de cuidado na disponibilizacdo
deste tipo de residuo em solos. Dessa forma € possivel concluir que os ensaios
de toxicidade genética sdo capazes de identificar os efeitos diretos do lodo de
esgoto e poderiam ser contemplados pela legislacdo como ferramenta
complementar a bateria de testes ja estabelecida devido a simplicidade dos
testes e custo relativamente reduzido. O trabalho traz ainda uma revisdo de
literatura sobre a utilizacdo da espécie Tradescantia, suas bases e aplicacdes
das técnicas do pélo estaminal (Trad-SHM) e teste o do micronucleo (Trad-
MCN), apontando suas principais vantagens como ferramenta de
monitoramento da qualidade ambiental.

Palavras-chave: ETE, aberracdes cromossémicas, Trad-MCN, micronucleo.
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ABSTRACT

Sewage sludge can contain toxic substances, may be contaminated with
heavy metals and persistent chemicals, so the improper disposal of this waste
can return such pollutants to the environment and possibly return to the food
chain if absorbed by plants. The knowledge of chemical agents present in the
sludge can assess the risk of food contamination and environmental arising
from the use of sludge as agricultural fertilizer, also called biosolids. Therefore,
this study aimed to evaluate the potential genotoxic, cytotoxic and mutagenic of
sludge generated from a Wastewater Treatment Plant (WTP) by the Allium cepa
and Tradescantia pallida tests-systems. Samples were collected in April 2009
and May 2010 and the organisms were exposed to raw sludge and its
solublilizated samples. Comparing the results obtained in bioassays with the
physico-chemical properties, its cannot establish cause and effect relationship
with any compound in particular, since all parameters are within limits set by
CONAMA Resolution 375, however, in both organisms, the sludge showed
genotoxic and mutagenic, and warns about caution in providing this type of
waste in soils. Thus, we conclude that the genetic toxicity tests are able to
identify the direct effects of sewage sludge and could be provided by the law as
a complementary tool to the battery of tests previously established, due to the
simplicity of the tests and relatively low cost. The work also contains a review
on the use of Tradescantia species, their bases and applications of the
techniques of stamen hair (Trad-SHM) and the micronucleus test (Trad-MCN),
pointing out its advantages as a tool for monitoring of environmental health.

Keywords: WTP, chromosome aberrations, Trad-MCN, micronucleus.



1. INTRODUCAO

O crescimento urbano acelerado, muitas vezes, é sinbnimo de
desenvolvimento econdmico decorrente do avango tecnolégico e industrial.
Entretanto, na maioria dos municipios brasileiros, a infra-estrutura no setor de
saneamento ndo acompanha essa evolucdo no mesmo ritmo, tal fato tem
gerado sérias preocupacOes, principalmente, referente ao destino final dos
despejos domésticos e industriais (MORAES, 2000).

Com o desenvolvimento do sistema de saneamento basico no Brasil, a
producédo do lodo gerado nas Estacbes de Tratamento de Esgoto (ETE)
também cresce, principalmente no estado de Sao Paulo, onde se encontra a
maior parte da populacdo urbana do pais. Embora o residuo final represente
em média 1% a 2% do volume total do esgoto tratado, seu gerenciamento é
bastante complexo e demanda custos elevados (ANDREOLI et al., 2003).

Diante do exposto, é possivel afirmar que o volume de lodo gerado em
escala nacional representa um volume consideravel, podendo conter
substancias toéxicas, metais pesados e compostos quimicos persistentes,
devendo ser corretamente tratado e disposto, de modo a minimizar impactos e
reduzir passivos ambientais. Sendo assim, esse residuo geralmente &
destinado a aterros sanitarios. No entanto, devido a elevada carga organica
presente no lodo, algumas ETEs vislumbram sua aplicacdo como insumo
agricola, como fertilizante e/ou condicionador de solo, contribuindo para o
desenvolvimento das regides onde se localizam, ndo apenas sob o ponto de
vista ambiental, mas na geracédo de renda.

Dessa forma, o monitoramento da qualidade do lodo constitui ferramenta
valiosa para determinac¢do das condi¢cdes de aplicabilidade desse residuo. A

Resolucdo CONAMA 375 de 2006, define os procedimentos, critérios e



requisitos para a disposi¢cdo segura do lodo de esgoto em &reas agricolas.
Essa Resolucéo foi elaborada tomando como base legislacbes pré-existentes
em outros paises, mas atualmente se encontra em processo de revisdo para
adequacdo as demandas nacionais mediante estudos de caso elaborados em
todo o territério nacional.

O conhecimento dos agentes quimicos presentes no lodo permite avaliar
o risco de contaminacdo alimentar e ambiental. No Brasil, existem estudos de
impacto ambiental de organismos patogénicos e poluentes inorganicos
presentes nos lodos, como metais pesados e nitratos, porém poucos dizem
respeito aos efeitos genotoxicos e mutagénicos desse residuo. Em outros
paises, efeitos adversos em sistemas bioldgicos, tais como genotoxicidade e
carcinogenicidade, tem sido atribuido a metais pesados e a poluentes
organicos presentes no lodo (PARAIBA et al., 2007; PARKPAIN et al., 2000;
RODRIGUES et al., 1997; SINGH, AGRAWAL, 2008).

Os estudos de toxicidade genética com vegetais superiores fornecem
informacdes importantes sobre os efeitos de poluentes sobre o0 DNA, mesmo
guando expostos em curto prazo. Os testes de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade com plantas tém sido considerados mais simples e sensiveis,
guando comparados aos bioensaios com animais, além disso, diversos estudos
comprovam sua eficacia para o monitoramento da mutagenicidade causada por
poluentes ambientais (RODRIGUES et al., 1997).

Neste sentido, para a realizacdo do presente estudo, foi escolhido o
municipio de Atibaia, pelo fato de possuir em sua ETE um efluente com
caracteristica predominantemente domeéstica, além disso, conforme relato da
administracdo do Saneamento Ambiental de Atibaia (SAAE-Atibaia), o lodo
gerado na ETE Estoril consome grande parcela do orcamento da empresa.
Sendo assim, 0s gestores da instituicdo buscam alternativas para a destinacéo
do lodo gerado, com intencdo de tratamento e disposicdo agricola face a
demanda da regido, que possui grande tradicdo na producdo de plantas
ornamentais para abastecimento do mercado nacional e internacional. Dessa
forma, o SAAE-Atibaia demonstrou interesse em estabelecer vinculos com
instituicGes de ensino e pesquisa, de forma a obter informacfes relevantes

acerca do lodo gerado, e assim, verificar a viabilidade de sua aplicacéo



agricola. Isso demonstra a preocupacdo ambiental da empresa, que busca a
exceléncia nos servigos prestados sempre aliada a sustentabilidade, buscando
aproximacdo com a sociedade mediante projetos soOcio-ambientais (SAAE,
com. pes.).

Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar os possiveis
danos do lodo gerado na ETE Municipal de Atibaia-SP, mediante a exposi¢cao
dos sistemas-teste Allium cepa e Tradescantia pallida ao lodo de esgoto bruto

e solubilizado.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo investigar o potencial citotdxico,
genotoxico e mutagénico do lodo de esgoto de uma ETE do interior do Estado
de Sao Paulo, mediante ensaio de micronucleo com Tradescantia pallida (Trad-
MCN) e os ensaios de micronucleo e aberragbes cromossdémicas em células

das regides F; e meristematica em Allium cepa.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em todo o mundo, acentua-se a preocupacdo do homem com o0 meio
ambiente, pois com a evolugdo tecnolégica e o crescimento industrial,
continuam surgindo problemas ambientais que vém atingindo a saide humana
(CARVALHO et al., 2000). A crescente demanda da sociedade pela
manutencao e melhoria das condicbes ambientais tem exigido que autoridades,
empresas publicas e privadas busquem compatibilizar o desenvolvimento
econdmico e as limitagdes da exploragcéao dos recursos naturais (CAMARGO et
al., 2008).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define saneamento como “o
controle de todos os fatores do meio fisico do homem, que exercem efeito
deletério sobre seu bem-estar fisico, mental e social’. Saneamento também é
definido como “o conjunto de agbes que tendem a conservar e melhorar as
condicbes do meio ambiente em beneficio da saude”. De acordo com essas
definicbes e com o conceito de saude, que é o estado de completo bem-estar
fisico, mental e social do individuo, e ndo apenas a auséncia de doenca, pode-
se entender o saneamento como um conjunto de medidas de controle
ambiental que tem por objetivo proteger a saude humana. Sendo assim, 0s
sistemas de tratamento e abastecimento de &gua; coleta, tratamento e
disposicdo adequada de residuos sélidos e esgotos sanitarios; coleta e
disposicdo de aguas pluviais e controle de vetores e doencas transmissiveis
sdo entendidos como 0s mecanismos do saneamento (DI BERNARDO, 2003).

O tratamento de esgotos sanitarios normalmente € feito pela separacao
de sdlidos sedimentaveis (tratamento primario) e conversdo de solidos
dissolvidos e coloidais por processos bioldgicos (tratamento secundario) em

metabdlicos, apresentando como produtos finais: o efluente tratado, lodo com



grande carga organica do esgoto bruto original e gases que sao langados para
a atmosfera em decorréncia da atividade biol6gica do tratamento (DAVIS, 1989
apud DAMASCENO; CAMPOS, 1998). Atualmente, um problema ambiental
muito sério, observado em regides metropolitanas e em cidades de porte médio
gue implantaram sistemas de tratamento de esgoto sanitario € relativo ao
destino dos lodos produzidos em suas Estacdoes de Tratamento de Esgoto
(ETEs), que é bastante oneroso, podendo chegar a 50% do custo operacional.
Para uma adequada solucdo desse problema é necessario, inicialmente, se
conhecer a producéo de lodo em funcao do sistema de tratamento empregado.

O lodo de esgoto apresenta-se tipicamente com 98% de &agua. Dos
solidos contidos, 70 a 80% sdo matéria organica, incluindo 6leos e graxas
(DAMASCENO; CAMPOS, 1998). A maior preocupacao com esse lodo se
restringe a estabilizacdo de pH e secagem. Visando atingir um teor de sélidos
no lodo entre 15% a 40%, para a sua retirada da ETE, a umidade € um
parametro importante para a disposicao final e depende, fundamentalmente, do
tipo de estabilizacdo utilizada (biolégica anaerdbia ou aerdbia, ou quimica) e do
tipo de equipamento de desaguamento empregado. Normalmente o lodo
desaguado é destinado a um aterro sanitario, em area proxima a ETE, ou
mesmo em lagoas de lodo, ou ainda em areas agricolas de maneira nao
controlada (TSUTIYA et al., 2001).

Quanto a qualidade dos lodos, além de sua composicdo quimica
resultante da presenca ou ndo de despejos industriais no esgoto tratado, e da
gualidade bacteriolégica, deve-se ter cuidado especial com o condicionamento
do lodo para a desidratacdo. Na maioria das vezes, o condicionamento é feito
por cloreto férrico com adicéo de cal, ou simplesmente com o0 uso de polimeros
sintéticos, resultando em lodos com caracteristicas bem distintas, e que podera
influir significativamente no seu destino final, particularmente quando se pensa
em uso do lodo na agricultura.

Com o processo de estabilizacdo adequado, a decomposicdo do lodo no
solo produz agentes complexantes que facilitam a movimentacdo de fosfatos
combinados com ferro e aluminio, além de permitir melhor aproveitamento dos
nutrientes pelas plantas em decorréncia da lenta liberacdo dos mesmos por

meio do processo de mineralizacdo da matéria organica. Esse aspecto



mereceu a atencdo de agrébnomos envolvidos em estudos de uso de lodo de
esgoto na agricultura desde a década passada (TSUTIYA et al., 2001).
Segundo Guedes (2005), a lenta decomposi¢cado do biossoélido e consequente
mineralizacdo dos nutrientes pode ser interessante sob a perspectiva da
reciclagem dos nutrientes, pois permite uma sincronia entre liberacdo e
absorcdo dos elementos pelas plantas, diminuindo as saidas do ecossistema
devido a lixiviagdo (LIRA et al., 2008).

A aplicagdo de lodos na agricultura, no entanto, deve ser feita de
maneira controlada, pois apesar de possuir caracteristicas consideravelmente
favoraveis ao seu reuso, ndo se deve esquecer que é um residuo cuja origem é
extremamente diversa, podendo conter inimeras substancias prejudiciais tanto
ao meio ambiente quanto aos animais e ao proprio homem (SILVA et al., 2003).
Dessa forma, torna-se necessario promover uma investigacdo das
possibilidades de mercado existentes que possam viabilizar a utilizacdo dos
lodos como insumos, verificando a geracdo de beneficios tanto para as
prestadoras de servicos de saneamento quanto para os demais produtores
interessados em utilizar esses lodos (JANUARIO; FERREIRA FILHO, 2007), de
modo que o0 uso desse residuo na agricultura seja recomendado somente
guando houver comprovado beneficio agronémico, sem qualquer prejuizo
ambiental e com melhorias na qualidade e potencial produtivo dos solos
agricolas (BOEIRA et al., 2009).

O conhecimento dos agentes quimicos presentes no lodo permite avaliar
0 risco de contaminacdo alimentar e ambiental decorrente da utilizacdo de
lodos como fertilizantes agricolas, também chamados de biossoélidos. No Brasil,
existem estudos de impacto ambiental de organismos patogénicos e poluentes
inorganicos presentes nos lodos, como metais pesados, ou gerados no solo
apoOs sua aplicacdo, como nitratos, porém existem poucos estudos sobre os
compostos organicos poluentes encontrados. Em outros paises, efeitos
adversos em sistemas biolégicos, tais como genotoxicidade e
carcinogenicidade, tem sido atribuido a metais pesados e a poluentes

organicos presentes no lodo (PARAIBA et al., 2007).



3.1. Aplicagédo de Lodo de Esgoto na Agricultura

Considerando-se a alternativa de utilizacdo de lodo de esgoto sanitario
na agricultura, Chenon et al. (2003), afirmam que o lodo de esgoto pode ser
aproveitado como uma valiosa fonte de nutrientes e micronutrientes essenciais
em solos pobres, podendo torna-los agricultaveis por promover o aumento da
capacidade de retencao de agua e melhor estruturacdo do solo pela presenca
de matéria organica. Porém, pode conter substancias toxicas, estar
contaminado com metais pesados e até mesmo por compostos quimicos
persistentes, sendo assim, a disposicao inadequada do lodo pode fazer tais
poluentes retornarem ao ambiente e, eventualmente, entrar na cadeia
alimentar, caso sejam absorvidos pelas plantas. Além disso, alguns compostos,
gue sdo menos absorvidos pelo solo, podem alcancar os aquiferos e
contaminar aguas subterraneas.

Andrade (2004) ressalta que as caracteristicas dos biossolidos
influenciam diretamente em suas taxas de decomposicdo no solo. Atributos
guimicos dos biossolidos, como valores excessivamente elevados de pH,
teores de metais pesados e sais sollUveis conduzem a menores taxas de
degradacdo dos residuos. Segundo Guedes (2005), além das préprias
caracteristicas bioquimicas do biossolido, o efeito do tamanho das particulas e
da area especifica em contato com o solo, pode ser importante na taxa de
decomposicdo do componente organico. Com a decomposicdo e incorporacao
do lodo ao solo, ao longo do tempo, 0 material remanescente passa a ter maior
recalcitrancia, por restarem os compostos de mais dificil decomposicao (LIRA
et al., 2008).

A exemplo dessa afirmativa, foram realizados estudos na Tailandia
sobre a biodisponibilidade de metais provenientes de lodo de esgoto dispostos
em solos agricolas, a fim de determinar a mobilidade dos metais. Foi verificado
gue os solos avaliados continham pequenas quantidades de acidos humicos e
fulvicos, que desempenharam um importante papel na formacdo de complexos
com fons metdlicos. A presenca de Ca” e Mg’ contribuiu para reduzir
significativamente a solubilidade do metal, através da precipitacdo e formacéo
de compostos metalicos insolaveis. O estudo revelou ainda que a concentracéo

dos metais aumentaram na mesma propor¢cao da taxa de aplicacao do lodo, e



0S metais presentes tornaram-se imoveis com o passar do tempo (PARKPAIN
et al., 2000).

De acordo com a revisao bibliografica de Damasceno e Campos (1998),
0s riscos dos metais serem transportados na cadeia alimentar sdo minimos,
guando o pH do solo é superior a 6.5, porém pode causar problemas em solos
com caracteristicas acidas, onde se enquadram, em sua maioria, 0s paises de
clima tropical, que apresentam solos com pH normalmente abaixo de 6.

Os estudos conduzidos com lodo de esgoto tém se restringido a poucas
culturas e, pelo menos no Brasil, a maioria dos trabalhos com leguminosas de
graos, fixadoras de nitrogénio, como a soja, ainda se encontram em
andamento. Estudos realizados no exterior, por exemplo, ttm demonstrado que
aplicacdo de lodo a cultura da soja aumenta tanto a fixacdo de N, quanto a sua
nodulacdo. A EMBRAPA Meio Ambiente avaliou o efeito da aplicacédo do lodo
de esgoto, como fonte de P, na cultura da soja, em substituicdo ao fertilizante
fosfatado; os estudos demonstraram que a fertilizacdo fosfatada na cultura da
soja pode ser substituida por pequena dose de lodo de esgoto sem prejudicar o
rendimento da cultura (VIEIRA; SILVA, 2004).

Ghini e Betiol (2004) constataram que apdés cinco anos de aplicacdo de
lodo no plantio de milho ocorreu um aumento significativo da incidéncia de
podriddo do colmo, doenca causada pelo fungo Fusarium, conforme aumento
das doses dos bissolidos aplicados. Entretanto, quando os lodos foram
aplicados na concentracdo recomendada, isto €, na dose para fornecer
guantidade de nitrogénio semelhante ao tratamento com adubac&o mineral, foi
baixa a ocorréncia da doenca, demonstrando a importancia de se aplicar a
guantidade adequada de lodo.

Um estudo realizado na ETE de Barueri-SP, uma das maiores estacfes
de tratamento de esgoto da América Latina, comparou as concentracfes de
metais pesados presentes no lodo da estacdo com os limites estipulados pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA). Os resultados
mostraram que o lodo gerado na estacdo pode ser considerado de boa
gualidade, podendo ser utilizado na agricultura. Tal utilizacdo é interessante por
contribuir para a minimizacao da disposicao irregular de lodo no ambiente, a

reciclagem de nutrientes, para a reducdo do uso de fertilizantes minerais e
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também por fornecer matéria organica para o condicionamento fisico do solo. O
estudo revelou que a norma norte-americana estipula concentragdes maximas
de metais pesados para a disposi¢cdo de lodo no solo e faz referéncias as
guantidades maximas de aplicacdo anual (DAMASCENO; CAMPOS, 1998).
Sendo assim, a USEPA considera que a utilizacdo de residuos urbanos na
agricultura deve prever um monitoramento constante para evitar contaminacao
tanto no solo como no aquifero, principalmente quando o material contiver
teores de um ou mais elementos téxicos préximos aos limites maximos.

De acordo com Melo et al. (2010) os paises desenvolvidos se utilizam da
pratica da disposicao do lodo de esgoto em solos agricolas, sendo que paises
como a Franca, Noruega, Espanha e Suica chegam a dispor 50% do lodo de
esgoto na agricultura, enquanto os Estados Unidos dispbe cerca de 33% do
lodo que produz em éarea agricola. Na Europa, em média 36% do lodo de

esgoto é aplicado em area agricola.

3.2. A Resolugdo CONAMA 375 e Suas Determinagdes

Em ambito nacional, apenas em novembro de 2003, a Camara Técnica
de Saude, Saneamento Ambiental e Gestdo de Residuos do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), em resposta a uma solicitacdo da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), determinou que
fosse formado um grupo de trabalho para elaborar uma Resolucéo
regulamentando o uso agricola de lodo de esgoto. O grupo de trabalho,
formado por representantes de diferentes setores envolvidos com o tema,
como companhias de saneamento, 0Orgdos ambientais, instituicbes de
pesquisa, entre outros, finalizou seus trabalhos em maio de 2005. Ent&do, em 19
de agosto de 2006, foi criada a Resolucdo CONAMA n° 375, que regulamenta
0 uso agricola de lodo de esgoto (PIRES, 2006). Logo, os estados podem
elaborar ou continuar seguindo normas proprias, sendo estas mais restritivas
gue a norma federal, porém nunca mais permissivas.

No momento em que fora criada, os estudos de longo prazo em
condi¢cBes especificas do clima e dos solos brasileiros ainda eram incipientes
para servirem como Unica base para o estabelecimento de uma norma

nacional, e ainda ha muito a ser estudado. Assim, a Resolucao esta alicercada
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nos resultados preliminares das pesquisas nacionais disponiveis até entdo, e
também nas normas ja estabelecidas de paises como Estados Unidos,
Austrélia e outros paises da Europa (COSCIONE et al., 2010).

No entanto, a publicacdo do CONAMA 375 representa um avango para
os geradores de lodo, pois viabiliza um meio de disposi¢cdo adequado e seguro
do residuo, além de favorecer de sobremaneira a agricultura, como fonte de
matéria organica e nutrientes e assegurar a qualidade ambiental e melhoria da
saude publica.

As regulamentacdes existentes no Brasil se encontram em estagio
inicial, devendo ser revisadas de acordo com o avan¢o do conhecimento sobre
o tema. A norma federal, assim como outras normas internacionais, estabelece
gue as areas em que o lodo de esgoto sera aplicado também deverédo ser
controladas, ou seja, € exigido um monitoramento das mesmas. O gerador do
residuo, no caso as ETEs, devera ser capaz de identificar qual lote de lodo de
esgoto foi aplicado em qual area agricola. Dessa maneira, tem-se maior
controle do uso do residuo, facilitando, inclusive, a identificacdo de falhas na
aplicacdo e/ou avaliacdo da qualidade do biossélido utilizado (PIRES, 2006).

Neste contexto, a fim de permitir o aprimoramento da regulamentacéao a
partir do conhecimento cientifico e do desenvolvimento tecnoldgico atingidos,
na propria Resolucédo foi prevista sua revisdo para sete anos apos a data da
sua publicacdo. ApOs trés anos da criacdo da Resolucdo, surge a primeira
reunido dos pesquisadores atuantes nesse tema, um Workshop sediado no
Instituto Agronémico de Campinas apresentou o0s estudos de caso da realidade
dos geradores de lodo e deu o direcionamento para as pesquisas em tempo de
serem realizadas antes da revisédo da norma. Como resultado dessa reunido,
Coscione e colaboradores editaram o livro “Uso agricola de lodo de esgoto:
Avaliagdo apds a resolugao n°375 do CONAMA”, publicado em 2010, que traz
0 registro das palestras e discussdes realizadas durante o evento e a

compilacdo dos estudos realizados, até entdo, em diversas regides do pais.

3.2.1. “Metais Pesados” e Toxicidade
Ao longo de 60 anos ou mais, o termo “metal pesado” tem sido utilizado

em quimica, mas a este termo foram dadas varias definicbes por diferentes
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autores, sem um consenso a este respeito. De maneira geral os “metais
pesados” s&o definidos como elementos metalicos com alto peso atdmico.
Holleman e Wiberg (1985) definem metal pesado como um elemento cujo peso
especifico é superior a 5 g/lcm?. Existem pelo menos 40 elementos que compde
essa categoria.

Uma publicagcdo da International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC)-(2002), descreve que o termo "metal pesado” muitas vezes vem sendo
usado para nomear um grupo de metais e metaléides que sdo associados a
contaminacdo e potencialidade téxica ou ecotoxica. Para a IUPAC o termo
metal se refere ao elemento puro, que possui propriedades fisicas e quimicas
bem caracteristicas, e ndo dos seus compostos, cujas propriedades fisicas,
guimicas, bioldgicas e toxicologicas sdao muitas vezes diferentes (SANTANA,
2008). O termo elemento-traco é preferido por alguns pesquisadores, devido ao
fato desses metais se encontrarem em baixas concentracdes no ambiente,
geralmente em sua forma mais estavel (ZENK, 1996). No entanto, na definicdo
da Resolucdo CONAMA 375, que estabelece as premissas para a disposicao
agricola de lodo de esgoto, foi utilizado o termo metal pesado.

Alguns metais sdo necessarios para o desenvolvimento dos organismos,
estes metais sdo conhecidos como micronutrientes ou metais essenciais,
dentre eles pode se citar o cobre (Cu), zinco (Zn), ferro (Fe), niquel (Ni),
cobalto (Co), cromo (Cr), selénio (Se), entre outros. A outros metais como o
cadmio (Cd), aluminio (Al), mercurio (Hg) e chumbo (Pb) ndo € atribuida
qualquer funcdo biolégica, sendo entdo denominados de metais nao
essenciais. Contudo, tanto os micronutrientes quanto 0s nao essenciais,
tornam-se toxicos para 0Ss organismos em determinadas concentracdes
(GADD, 1993).

Os metais presentes no lodo de esgoto podem ser provenientes de
rejeitos domeésticos e aguas residuarias de lavagem, que sdo coletados e
transportados por tubulacbes metalicas, aguas pluviais que podem carrear
metais dispersos na atmosfera e, principalmente, por efluentes industriais, que
contribuem com tipos especificos de céations de acordo com a atividade
industrial (FERREIRA; ANDREOLI, 1999).
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A concentracdo de metais no lodo é muitas vezes significativa. Dentre o0s
elementos que oferecem maior perigo estdo o cadmio (Cd), cobre (Cu),
molibdénio (Mo), niquel (Ni) e zinco (Zn). Estima-se que do volume de esgoto
gue entra na estacao, 1% corresponde ao volume de lodo produzido, e este por
sua vez, retém entre 50 e 80% da quantidade de metais presente no efluente, e
tem sua disponibilidade influenciada por reagbes como adsorcéo,
complexacao, precipitacdao, oxidacdo e reducédo (LESTER et al., 1983 apud
DAMASCENO; CAMPOQOS, 1998).

Os limites para metais em lodo de esgoto com a finalidade de
regulamentar sua aplicagdo na agricultura constituem uma forma de proteger o
ambiente e a saude do homem contra a disposi¢cdo indiscriminada desse
residuo no solo, ao mesmo tempo em que estimula os geradores a produzirem
um lodo de esgoto de melhor qualidade, que possa ser usado na agricultura
com o menor risco possivel. A concentracdo de metais no lodo de esgoto € um
dos fatores que vai determinar a viabilidade de sua aplicagdo na agricultura e
por quanto tempo 0 mesmo podera ser aplicado até que a concentracao dos
mesmos no solo atinja um potencial elevado de risco para o ambiente e para a
saude humana (MELO et al., 2010).

A Resolugcdo CONAMA 375 contempla 11 metais para avaliacado no lodo
de esgoto, determinando a concentracdo maxima para aplicacdo e o acumulo

maximo em determinada area de aplicacao.

3.2.2. Poluentes Orgéanicos

Talvez o maior entrave para a difusdo da aplicacdo agricola do lodo de
esgoto esteja relacionado ao monitoramento de substancias organicas
presentes no lodo, uma vez que ndo existem limites estabelecidos para as 34
substancias contempladas na Resolugdo, as quais requerem metodologias de
analise bastante sofisticadas e de custo elevado, e assim, ndo apresenta um
objetivo especifico, somente a caracterizacdo dos lodos para os diferentes
tipos de tratamento empregados, sendo mais oportuno um levantamento em
escala nacional (SAMPAIO, 2010). Nesse contexto, a legislacdo norte
americana, regulamentada pela Environmental Protection Agency (USEPA), se

utiliza da analise de risco por meio dos niveis criticos para classificacdo de
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solos contaminados (SSL — Superfund Soil Screening Levels), com o intuito de
aprimorar o conhecimento dos compostos presentes no lodo (HAY, 2010).

Um estudo realizado por Kinney et al. (2006) utilizando lodos de nove
localidades, indicam que esterdides, metabdlicos de detergentes e compostos
de fragrancia representam 90% da carga de poluentes organicos do lodo,
independentemente de sua origem, enquanto a maioria dos poluentes
industriais tradicionais que constam na lista prioritaria da EPA sdo raramente
detectados. Os mesmos autores afirmam ainda que a quantidade de
contaminantes presentes no lodo pode sofrer variagdes em longo prazo, mas
sao relativamente uniformes em um curto intervalo de tempo.

Tomando este fato como exemplo, é bastante provavel que os
compostos presentes nos lodos das ETEs norte americanas tenham
composi¢cdo completamente diferente dos lodos existentes no Brasil, tornando-
se necessario uma reavaliacdo da lista de poluentes organicos estabelecida
pela resolugdo CONAMA 375, que atualmente se baseia nos mesmos

compostos estabelecidos pela legislacédo norte americana.

3.2.3. Testes Microbiolégicos

Dependendo do processo de tratamento de esgoto e do agente
patogénico nele presente, € possivel afirmar que o lodo resultante desse
processo contém grande risco epidemiolégico, uma vez que 0S animais
domeésticos e seres humanos podem ser parasitados por diferentes agentes
patogénicos como Salmonella e ovos de Ascaris por exemplo. Logo, o lodo
deve ser estabilizado de modo a assegurar sua qualidade sanitaria para
disposicdo final. Sendo assim, alguns paises adotam como limites de
seguranca para a disposi¢cao do lodo na agricultura, a presenca de ovos viaveis
de helmintos, na Franca, por exemplo, ovos de nematoides séo utilizados como
indicadores de resisténcia aos processos de tratamento. Nos EUA, as normas
sédo fundamentadas no uso de ovos de Ascaris lumbricoides como controle e
manutencdo em estufa por um periodo de quatro semanas para avaliacdo dos
resultados de viabilidade, sendo um critério aceito também em grande parte da
Europa (SOCCOL et al., 2010).
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O CONAMA 375 define que o lodo de Classe A deve apresentar menos
de 10° NMP (nGmero mais provavel) de coliformes termotolerantes, menos que
0,25 ovos viaveis de helmintos em 10 g de solidos totais (ST), auséncia de
Salmonella em 10 g e virus em quantidade inferior a 0,25 por unidade
formadora de foco por grama de ST. Caso contrario o lodo é caracterizado
como Classe B e tem sua aplicacdo mais restrita.

Esses valores vém sendo muito questionados por diversos grupos de
estudo, pois apresentam discordancia aos padroes estabelecidos por todas as
legislagBes existentes no mundo para lodos de Classe B, sendo fixada em 10
ovos de helmintos/g de ST, sem qualquer estudo preliminar. Vale lembrar que
0s pesquisadores ndo excluem a necessidade do monitoramento biolégico do
lodo, porém atentam para a imposicao de limites, os quais ndo possuem
justificativa técnica (SAMPAIO, 2010).

3.3. Ensaios de Genotoxicidade com Vegetais Superiores

A utilizacdo de vegetais superiores € uma técnica pertinente para o
monitoramento ambiental por apresentar grande sensibilidade, baixo custo e
facil manuseio. O biomonitoramento permite a deteccdo qualitativa dos efeitos
de misturas complexas, mesmo para compostos em baixas concentracdes.
Essa técnica vem sendo empregada em varios estudos, indicando grande
confiabilidade nos resultados, fato que auxilia nas tomadas de decisdes quanto
ao tratamento e disposi¢cao adequada do residuo gerado (RODRIGUES, 1999).

Testes biolégicos sao indispensaveis para a avaliacdo de reacbes de
organismos vivos a poluicdo ambiental (MORAES et al., 2003, apud SOUZA et
al., 2006). Muitos tipos de organismos sdo utilizados em testes de
mutagenicidade para avaliar o0s possiveis efeitos de substancias
antropogénicas ou substancias naturalmente presentes no meio ambiente.

Segundo Mielli (2008) a escolha do organismo depende do objetivo do
estudo, da disponibilidade de organismos e que possam ser comparaveis aos
seres humanos e métodos validados. As plantas, por exemplo, apesar das
suas diferencas estruturais e metabodlicas, podem oferecer informacfes

importantes sobre o potencial genotéxico e mutagénico de substancias e
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oferece algumas vantagens como cultivo de baixo custo e facil manutencéo,
comparativamente, a roedores por exemplo.

Algumas espécies de vegetais sdo amplamente empregadas para
avaliacdo de genotoxicidade de agentes quimicos, devido as boas
caracteristicas de seus cromossomos, que permitem, além da investigacdo do
potencial genotdxico, a avaliacdo dos mecanismos de acdo dos agentes
testados (MARIN-MORALES et al., 2008). Além disso, certas plantas possuem
o ciclo de vida curto podendo indicar efeitos de poluentes em curto periodo de
exposicdo (de horas a poucos dias). Plantas, particularmente Allium cepa
(cebola), Tradescantia e Vicia faba, tém sido utilizados para avaliagdo da
genotoxicidade e mutagenicidade de aguas e amostras atmosféricas (WHITE,
CLAXTON, 2004).

Kovalchuk et al. (1998) afirmam que o ensaio de aberragdes
cromossomicas (AC) com A. cepa, pode ser utilizado como ferramenta para
guantificacdo e monitoramento de alteracbes genéticas em solos
radioativamente contaminados. Além disso, o ensaio de AC em cebola foi o
primeiro dos nove sistemas vegetais aceitos no Programa Genotoxico da
USEPA e é amplamente utilizado para monitoramento de aguas residuarias.
Tal sensibilidade é atribuida por MA et al . (1995), devido ao grande tamanho
dos cromossomos e por estes, serem metacéntricos em sua maioria.

Dentre os vegetais superiores, a cebola é o vegetal mais utilizado na
determinacdo de efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de inUmeras
substancias. Sua caracteristica de cinética celular propicia rapido crescimento
das raizes, justamente pelo grande numero de células em divisdo. Além disso,
espécies do género Allium possuem grande tolerancia a diversas condicdes de
cultivo, estdo disponiveis o ano todo, apresentam facil manuseio e possuem
poucos cromossomos (2n = 16). Sendo assim, o registro da atividade mitética e
de anormalidades no ciclo celular das células meristematicas de suas raizes
podem ser facilmente visualizadas (GRANT, 1994).

Apés analisarem o efeito de amostras de lodo de esgoto sobre células
meristematicas de A. cepa pelo ensaio de micronlcleo e outras alteracdes
cromossOmicas durante a anafase, Grover e Satwinderjeet (1999) sugerem que

tais protocolos possam ser realizados de forma simples como indicadores de
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genotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade (GROVER;
SATWINDERJEET, 1999 apud MIELLI, 2008). Da mesma forma, Leme e
Marin-Morales (2009) afirmam que o teste de A. cepa é uma técnica rapida e
sensivel para detectar substancias genotoxicas e mutagénicas dispersas no
ambiente. Além disso, permite avaliar varios parametros genéticos, bem como
0s mecanismos de acdo dos agentes testados no DNA dos organismos
expostos.

Uma das limitagBes do uso de plantas como indicadores € a falta de
sensibilidade para certas classes de pré-mutagenos como as nitrosaminas,
aminas, heterociclicas, e algumas classes de HPAs (MAJER et al., 2005). No
entanto, os vegetais superiores sao descritos como 0s sistemas-teste mais
indicados para avaliacdo de mutagenicidade em amostras ambientais. Embora
um grande numero de bioensaios esteja estabelecido para determinacéo de
genotoxicidade aos agentes em laboratorio, poucos sédo capazes de serem
executados in loco (MA et al., 1996). Nesse aspecto, espécies de Tradescantia,
sdo especialmente indicadas para aplicacdo direta em regides e paises em
desenvolvimento, devido as vantagens como facil manuseio e custo de
manutencao relativamente baixo (SHIMA et al., 1997).

A Tradescantia pallida, também conhecida como coracdo roxo, € uma
planta que apresenta facil adaptacdo em qualquer ambiente e pode se
desenvolver durante todo o ano, tanto ao ar livre, nas regides subtropicais,
guanto em estufas, em qualquer parte do mundo. O tamanho da planta,
relativamente pequeno, e 0 material genético composto por seis pares de
cromossomos relativamente grandes, tornaram essa planta um instrumento
favoravel para estudos citogenéticos (CARVALHO, 2005). As espécies
dipléides possuem 24 cromossomos metacéntricos em sua maioria; as
inflorescéncias produzidas se desenvolvem em sequéncia, permitindo
exposicdo ao agente em todos os estagios de desenvolvimento (SAVAGE,
PAPWORTH, 1998). Trata-se de um sistema bastante conhecido para
avaliacdo de efeitos em radiologia, compostos quimicos, poluicdo atmosférica,
agua e solo (MA et al., 1996).

Grant (1994) cita ainda outras vantagens no emprego de vegetais

superiores:
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o Vegetais superiores sdo eucariotos, sendo assim, sua estrutura e
organizacao celular é similar a de seres humanos, sendo possivel estabelecer
comparagdes com animais.

o As técnicas empregadas para estudo séo relativamente simples,
podendo ser realizadas com agilidade. O cultivo dos organismos possui baixo
custo e facil manutencéo.

o Os ensaios podem ser conduzidos sob um vasto espectro de
condicbes ambientais, pH e temperatura. Vegetais superiores podem se
regenerar com facilidade.

o Ensaios com vegetais superiores podem ser utilizados para
avaliar potencial genotoxico de substancias simples até misturas complexas.

o Pode ser utilizado para monitoramento in situ.

o Podem ser utilizados em monitoramento por varios anos e sao
altamente confiaveis. Estudos tém mostrado correlacbes com ensaios
citogenéticos em mamiferos.

o Podem ser utilizados em conjunto com ensaios microbianos para
deteccdo de metabdlitos mutagénicos (pré-mutagenos).

o Estudos de genotoxicidade com vegetais vém apresentando

grande sensibilidade em testes com agentes carcinogénicos.
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4. MATERIAL E METODO

4.1. Caracterizacéo do Local de Estudo

A Estancia Turistica de Atibaia esta localizada na regido bragantina, 65
km a norte da cidade de S&o Paulo. Situada & margem da Rodovia Dom Pedro
| e Ferndo Dias (BR-381), seu territério compreende 491 Km? com limite
geografico em divisa com os municipios de Braganca Paulista a norte, Franco
da Rocha e Mairipord a sul, Piracaia e Bom Jesus dos Perddes a leste e a
oeste com Jarinu e Campo Limpo Paulista (ATIBAIA, 2009).

De acordo com o censo 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), Atibaia possui 126.614 habitantes, cuja distribuicdo €
predominantemente urbana. A zona rural do municipio ocupa uma area de 299
Km? no setor agricola; Atibaia destaca-se na producdo de flores, frutas
(principalmente morango), cogumelos tipo exportacdo e mercado nacional. A
cidade abriga 480 industrias nas areas de producéo e prestacao de servico.

A regido possui clima tropical de altitude, com periodo de seca durante o
inverno, temperatura média anual de 19°C, umidade relativa de 80% e indice
pluviométrico de 1.500 mm ao ano. O municipio encontra-se em uma regiao
serrana (cerca de 8% do municipio), com picos de até 1.450 metros de altitude,
tornando facilitada a circulacdo dos ventos dominantes, mantendo o ar sempre
limpo. Tais caracteristicas levaram a regido ser eleita pela UNESCO (United
Nations Educational, Scientific and Cultural Organization) como o segundo
melhor clima do mundo, superada apenas pela Suica (ATIBAIA, 2009).

A bacia do Rio Atibaia tem grande importancia para a regido; é
represada na cabeceira para abastecer o sistema Cantareira (Fonte de agua
para a Regido Metropolitana de Sao Paulo) e parte do municipio de Campinas.

E pertencente & bacia dos Rios Piracicaba, Capivari e Jundiai (PCJ) (Figura 1),
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gue compdem a quinta unidade de gerenciamento hidrico (UGRHI-5) (Figura 2)

do Estado de Sao Paulo.

Figura 1 - Localizacéo da Bacia PCJ. Fonte: Comité PCJ (2011)

Figura 2 — Bacia PCJ e suas sub-bacias. Fonte: Comité PCJ (2011)

O Rio Atibaia é formado pela juncdo dos rios Atibainha e Cachoeira.
Nasce na cidade de Atibaia (Figura 3), avanca pelas regides das cidades de
Campinas e Paulinia, desagua na represa de Americana, onde se junta ao Rio
Jaguari, formando o Rio Piracicaba (SILVA; JARDIM, 2006).
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Figura 3 — Mapa da sub-bacia do Rio Atibaia e a localizacdo do municipio de Atibaia.
Fonte: Comité PCJ (2011)

A empresa responsavel pelo tratamento e abastecimento de agua e
esgoto no municipio € o SAAE Atibaia - Saneamento Ambiental de Atibaia —
autarquia com autonomia econdmica, financeira e administrativa, que se utiliza
dos mananciais de uma mina da Serra do Itapetinga, do Rio Atibaia, e Corrego
do Onofre para servir agua tratada a 85.3% da populacédo, e conta com a coleta
de 57.79% do esgoto do municipio; o tratamento de 29.27% do esgoto é feito
pela ETE Estoril (Figura 4), com vazdo média de operacdo de 90 L/s
(MORIYAMA, 2008).
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Figura 4 - ETE Estoril, Atibaia-SP. A: vista geral da estagéo; B: chegada do esgoto; C:
fase de aeracgédo; D: fase de flotacdo/decantagéo; E: decantador de lodo; F: centrifuga

desaguadora de lodo; G: chegada do lodo desaguado; H: lodo de esgoto desaguado.
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A ETE Estoril conta com o processo de tratamento por batelada e o lodo
gerado € desaguado por centrifuga, conferindo ao mesmo teor de solidos de
aproximadamente 20%. De acordo com Campos (1999), dependendo do
sistema de tratamento, das condicdes de estabilidade e das condi¢Oes
operacionais, o lodo produzido pode apresentar bom grau de estabilizacao,
desde que com adequado periodo de permanéncia do lodo na estacdo. Para a
producdo de lodo por batelada, o lodo produzido é uma mistura de material
bastante estabilizado em avancado nivel de maturacdo, com sedimentos
organicos mais frescos, recentemente depositados e pouco estabilizados. O
esgoto da ETE Estoril possui caracteristica predominantemente doméstica,
sendo desprezivel a contribuicdo industrial; atualmente, a instituicdo realiza a
revisdo do Plano Diretor de Esgoto para a instalacdo de novas unidades de
tratamento para melhor atender a cidade (SAAE, 2009).

4.2. Coleta e analise das amostras

As coletas do lodo de esgoto foram realizadas em abril de 2009 e maio
de 2010 de acordo com os procedimentos estabelecidos pela ABNT-NBR
10007 (2004)- Procedimentos para Amostragem de Residuos. O residuo foi
acondicionado em containers de plastico, com capacidade de 9L e
armazenados em camara fria, a 4°C até o inicio dos experimentos.

A solubilizacdo das amostras seguiu a norma ABNT-NBR 10006 (1987)-
Solubilizacdo de Residuos. Pesou-se 250 gramas de lodo (base seca)
adicionado a 1 litro de agua destilada sob agitacdo mecéanica por 5 minutos.
Apos esse periodo a solucéo foi deixada em repouso por sete dias, em seguida
filtrou-se a fase liquida em membrana com porosidade de 0,45 pm para
obtencao do solubilizado.

A determinacdo dos parametros fisico-quimicos da amostra referente
aos dados de macro e micronutrientes, teor de matéria organica, pH e metais
pesados foi realizada por laboratorios credenciados (ICASA e GRANDIS). As

amostras foram enviadas para andlise no dia seguinte a coleta.
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4.3. Ensaio citotoxico, genotoxico e mutagénico em Allium cepa

Para o teste com A. cepa, cerca de 100 sementes foram dispostas sobre
a amostra desejada em placas de Petri e levadas para germinar em camara
BOD. Quando as raizes atingiram aproximadamente 1.5 cm de comprimento,
foram fixadas em Carnoy | (alcool etilico e acido acético 3:1) por 24 horas.

O bioensaio em sementes do sistema-teste A. cepa foi executado em
tratamento continuo seguindo-se o protocolo sugerido por Willian F. Grant
(1982), validado pelo Gene-Tox Program of USEPA. Foram realizados
tratamentos das sementes com o lodo bruto e solubilizado; o controle negativo
foi feito com &gua destilada e os positivos com o herbicida Trifluralina a
concentragéo de 0.84 ppm (FERNANDES et al., 2007) e metilmetano sulfonato
(MMS) a 0,127 pL.

O potencial citotoxico foi avaliado por meio do célculo do indice mitético
(IM) e pela presenca de células em processo de morte celular (MC). O
potencial genotoxico foi avaliado por meio da contagem de anormalidades
mitdticas e cromossOmicas: anafases multipolares, C-metafases, células
polipléides, aderéncias, perdas, quebras e pontes cromossémicas.
Micronucleos (MN) e quebra cromossémica (QC) foram quantificados para a
avaliacdo da atividade mutagénica dos tratamentos. Foram contabilizadas
5.000 células, sendo 500 células em dez laminas por tratamento. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrdo. A analise estatistica foi

realizada por meio do teste ndo-parameétrico de Kruskal-Wallis (p<0.05).

4.4. Ensaio mutagénico com Tradescantia pallida (TRAD-MCN)

Cerca de 15 ramos florais de T. pallida contendo inflorescéncias jovens
foram colocadas em um Becker e expostas as amostras do esgoto bruto e
solubilizado por 8 horas, seguidas de 24 horas de recuperacdo, enquanto o
controle negativo foi feito com &agua destilada (LOBO, 2003); todos os
tratamentos ocorreram sob aeracdo constante com bomba de aquario.
Passado o periodo de recuperacdo, as inflorescéncias foram fixadas em
Carnoy | por 48 horas. Decorrido este periodo, as inflorescéncias foram
dissecadas em lamina, na qual separou-se apenas o botdo que continha as

anteras com células em estagio de tétrade.
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O teste com T. pallida foi realizado de acordo com o protocolo de Te-
Hsiu Ma (1981), validado pela USEPA. O potencial mutagénico foi avaliado de
acordo com a frequéncia de microndcleo observada. Foram contabilizadas
3.000 células em fase de tétrade (300 células para dez laminas de cada

tratamento).
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5. RESULTADOS

Durante a realizacéo desta dissertacédo foram produzidos dois artigos, 0s
guais serdo submetidos a publicacdo em revistas especializadas.

Artigo 1

A utilizacdo do sistema-teste Tradescantia: bases e aplicacdes dos
bioensaios Trad-MCN e Trad-SHM.

Guilherme Thiago Maziviero e Carmem Silvia Fontanetti.
Artigo 2
Avaliacdo do potencial citotoxico, genotdoxico e mutagénico de lodo

de esgoto por meio dos sistemas-teste Allium cepa e Tradescantia pallida.

Guilherme Thiago Maziviero e Carmem Silvia Fontanetti.
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A utilizacao do sistema-teste Tradescantia: bases e aplicacdes

dos bioensaios Trad-MCN e Trad-SHM.
GUILHERME THIAGO MAZIVIERO, CARMEM SILVIA FONTANETTI

UNESP - Instituto de Biociéncias, Laboratorio de Mutagénese, Departamento de Biologia

e-mail: fontanet@rc.unesp.br

RESUMO

A Tradescantia pallida, também conhecida como coracdo roxo, € uma
planta que apresenta facil adaptacdo em qualquer ambiente e pode se
desenvolver durante todo o ano, tanto ao ar livre quanto em estufas. Seu
tamanho relativamente pequeno e o material genético composto por seis pares
de cromossomos relativamente grandes tornaram essa planta um instrumento
favoravel para estudos citogenéticos. Dessa forma, o presente trabalho teve
por objetivo realizar um levantamento bibliografico sobre duas técnicas
padronizadas, o ensaio do micronucleo (Trad-MCN) e o ensaio do pélo
estaminal (Trad-SHM), empregadas em estudos de monitoramento ambiental e
discutir trabalhos publicados pela comunidade cientifica nas Ultimas décadas.
O trabalho em questdo discute ainda os pontos favoraveis desse versatil
sistema-teste, trazendo um apanhado geral de seus diferentes campos de
aplicacdo e diferentes formas de exposi¢cdo aos agentes de interesse. Tendo
em vista a grande aplicabilidade da T. pallida e seus diferentes marcadores
(endpoints), pode-se concluir que esta espécie vegetal constitui valiosa
ferramenta de monitoramento ambiental, devido a sua comprovada
sensibilidade. Além disso, esta espécie apresenta resultados similares e, em
alguns casos, superiores em comparagdo a outros testes com organismos
vegetais e animais ja estabelecidos.

Paravras-chave: micronucleo, pélo estaminal, genotoxicidade,

monitoramento ambiental.
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1. INTRODUCAO

As alteracdes cromossdmicas vém sendo estudadas had quase um
século e sdo sempre associadas a efeitos deletérios. Atualmente, sabe-se que
existem varios tipos de anomalias citogenéticas, as quais podem ser induzidas
por uma gama bastante variada de agentes extrinsecos ou intrinsecos ao
organismo, sendo alguns mecanismos de agéo parcialmente conhecidos e
outros ainda a ser compreendidos. Diversos estudos in vitro e in vivo indicam
gue as alteracBes citogenéticas podem ser resultantes da exposicdo a
substancias quimicas como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS),
metais, entre outros compostos, radiacdes ionizantes e nao ionizantes
provenientes de atividade antropica ou natural (TUCKER; PRESTON, 1996).

A superficie terrestre € a maior fonte de armazenamento de poluentes,
dessa forma, as pesquisas ambientais podem trazer a tona a historia e o
presente estado de contaminacdo de uma area por poluentes toxicos. A no¢ao
da utilizacdo de respostas biologicas para medir o efeito de poluentes em
organismos sujeitos a ecossistemas contaminados surgiu juntamente com a
ciéncia Ecotoxicologia na década de 60. Inicialmente, estas respostas eram
baseadas em testes de laboratério limitados a avaliagcdo de efeitos letais ou
parametros fisiologicos ndo especificos (parametros sanguineos e metabolismo
energético, por exemplo) (PRINTES, 2006). Esta ciéncia se justifica em
decorréncia do crescimento acelerado da induUstria petroquimica e
farmacéutica, que todos os anos lancam novos compostos no mercado sem o
conhecimento das consequéncias futuras; logo, a avaliagdo toxicologica e a
toxicidade genética constituem ferramentas de monitoramento da qualidade
ambiental, tendo como razéo primaria para o desenvolvimento deste tipo de
avaliacdo, a protecdo do homem contra danos ao DNA e suas consequéncias
(TUCKER; PRESTON, 1996).

Danos ao DNA em células germinativas podem levar a doencas
hereditarias ou causar reducao da fertilidade. Somando-se a isso, 0 aumento
da carga genotoxica nos ecossistemas pela liberacdo de produtos quimicos e

agentes fisicos como radiacao ultra-violeta (UV) podem causar impacto sobre



30

0s organismos, induzindo aumento nas freqiiéncias de mutacéo; tais efeitos
podem conduzir a uma diminui¢do do tamanho da populacao e, eventualmente,
a extingdo das espécies e, por consequéncia, afetar a estabilidade dos
ecossistemas (MAJER et al., 2005).

Em termos gerais, o0 processo de avaliagdo de risco envolve
identificacdo do perigo, avaliagdo dose-resposta e caracterizagédo do risco, no
qual os dados dos ensaios de genotoxicidade podem ser utilizados. Na
avaliacdo do risco é importante identificar o mecanismo de inducdo e seus
resultados adversos a saude, desenvolvendo, para tanto, métodos quantitativos
de preciséo (TUCKER; PRESTON, 1996).

Para avaliar e prevenir a presenca de agentes mutagénicos no ambiente
sé@o necessarios indicadores sensiveis que permitam detectar todo o espectro
de acao desses compostos, ou seja, aqueles que apresentam alta sensibilidade
e baixa especificidade (RODRIGUES, 1999). Devido a estrutura altamente
conservada do material genético é possivel usar ampla variedade de espécies
em testes de genotoxicidade; atualmente, os metodos mais difundidos para a
rotina de testes baseiam-se na utilizacdo de bactérias indicadoras e, também,
de fungos basidiomicetos, plantas, insetos e células de mamiferos cultivadas
ou, ainda, animais de laboratorio para testes de mutagenicidade. Para testes
em ambiente aquatico, os peixes, bivalves, protozoarios e algas, bem como
plantas superiores, sdo comumente empregados (BIAGINI et al., 2009;
CARITA, MARIN-MORALES, 2008; CHRISTOFOLETTI et al., 2009; DAVID et
al. 2008; HOSHINA, MARIN-MORALES, 2010; MAJER et al., 2002; SOUZA,
FONTANETTI, 2006).

De acordo com a revisao bibliografica de White e Claxton (2004), o teste
de Ames é o mais empregado em avaliacdes de genotoxicidade para solos.
N&o obstante, pode-se afirmar que testes com vegetais podem ser mais
informativos, por apresentarem maior versatilidade.

Diversas plantas superiores sdo empregadas em ensaios de
genotoxicidade, como Nicotiniana tabacum (tabaco) para a deteccdo de ozonio,
Vicia faba (fava), Arabidopsis thaliana (mostarda) e Hordeum vulgare (cevada),
para andlise de solo, agua e poluentes atmosféricos (COTELLE et al., 1999;
GRANT, 1994; JORGE et al., 2007), porém, estudos indicam que o teste de
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micronucleo em Tradescantia chega a ser até oito vezes mais sensivel que o
ensaio com Allium cepa e até 62 vezes mais sensivel que o ensaio com V.
faba, para amostras de solos contaminados com grandes concentragoes de
poluentes, enquanto que para concentracdes menores, a eficiéncia chega a
guase o dobro (COTELLE et al., 1999). Com o aumento do uso documentado
de materiais vegetais em genética toxicoldgica e avaliacdo de riscos, o
interesse por sistemas-teste botanicos esta fortalecido em meio & comunidade
cientifica e autoridades politicas, pois proporcionam conhecimento da
genotoxicidade e, especialmente, das aberracdes mitdticas (FISKEJO, 1993).

As plantas detectam ampla variedade de compostos genotéxicos
ambientalmente relevantes, em especial aqueles de acao direta, testes com
pesticidas (BIANCHI, 2008; PEDRO, 2008) e produtos quimicos industriais
(MATSUMOTO et al., 2006; CARITA, MARIN-MORALES, 2008; VENTURA et
al., 2008) apresentam resultados positivos. Os ensaios com plantas constituem
boa ferramenta para a deteccdo de substancias reativas as moléculas de DNA
e metais no meio ambiente. Em estudos com misturas complexas, 0s vegetais
também apresentam resultados satisfatorios, indicando que as plantas séo
suficientemente sensiveis para detectar os efeitos adversos de determinada
substancia (MAJER et al., 2005).

Segundo Majer et al. (2005), uma das limita¢cdes do uso de plantas como
indicadores é a falta de sensibilidade para certas classes de pré-mutagenos
como as nitrosaminas, aminas heterociclicas e algumas classes de HPAs. Em
contrapartida, Ventura (2009) demonstrou que o sistema Allium cepa é
susceptivel a nitro aminoazobenzeno, enquanto Mazzeo (2009) observou o
mesmo efeito para benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX). Dessa
forma, os vegetais superiores sdo descritos como 0s sistemas-teste mais
indicados para avaliacdo de mutagenicidade em amostras ambientais.
Espécies de Tradescantia sdo especialmente indicadas para aplicacdo em
paises em desenvolvimento, devido as vantagens com o facil manuseio e custo
de manutencéo relativamente baixo (SHIMA et al., 1997). Embora um grande
namero de bioensaios esteja estabelecido para determinacdo de

genotoxicidade aos agentes em laboratorio, poucos sdo capazes de serem
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executados in loco (MA et al.,, 1996), dentre eles, os bioensaios com
Tradescantia demonstra boa aplicabilidade para este fim.

A Tradescantia pallida (Figura 1), também conhecida como coracdo
roxo, € uma planta que apresenta facil adaptacdo em qualquer ambiente e
pode se desenvolver durante todo o ano, tanto ao ar livre, nas regides
subtropicais, quanto em estufas, em qualquer parte do mundo. O tamanho
relativamente pequeno e o material genético composto por seis pares de
cromossomos relativamente grandes tornaram essa planta um instrumento
favoravel para estudos citogenéticos (CARVALHO, 2005). As espécies
dipléides possuem 24 cromossomos metacéntricos, suas inflorescéncias sdo
produzidas e se desenvolvem em sequéncia, permitindo exposi¢cdo ao dano em
todos os estagios de desenvolvimento (SAVAGE; PAPWORTH, 1998). Trata-se
de um sistema bastante conhecido pela avaliacdo de efeitos em radiologia,
compostos quimicos, poluicdo atmosférica, hidrica e de solo (MA et al., 1996).

Figura 1 - Canteiro de Tradescantia pallida. Foto: G. T. Maziviero

Estudos sobre o genoma de Tradescantia iniciaram-se com os trabalhos
pioneiros de Sax e Edmonds (1933), sobre o gametofito masculino de

Tradescantia reflexa, quando foram descritas as varias fases do
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desenvolvimento do micrésporo e determinados os periodos e o ritmo dos
eventos meioticos. Foram feitas observacdes importantes sobre os efeitos de
raios-X nos microsporos dessa espécie. Primeiramente, foi observado que
cromossomos meibticos eram mais suscetiveis a quebra que cromossomos
mitoticos, sendo que os cromossomos em divisdo eram ao menos dez vezes
mais suscetiveis que aqueles em intérfase. Em segundo, as quebras ndo se
distribuiam aleatoriamente nos cromossomos, isto é, loci posicionados proximo
aos centrémeros apresentavam maior probabilidade de sofrer ruptura sob efeito
de radiacdo. Estas observacdes levaram a conclusdo de que as tensdes
mecanicas resultantes da espiralizagdo dos cromossomos, durante a
replicacdo, aumentariam a ocorréncia de quebras, influenciando fortemente na
suscetibilidade a aberracdes cromossémicas (RODRIGUES et al., 1997).

O sistema-teste Tradescantia foi empregado para monitoramento de
substancias quimicas, bem como na avaliacdo in situ de agentes mutagénicos
do ar. Tais estudos datam desde o final dos anos 60, tornando-se um dos
ensaios de avaliacdo mais popular. Dentre os mais utilizados, estdo o ensaio
do pélo estaminal (Trad-SHM), para investigacdo de mutacdes em células
somaticas, e 0 ensaio de micronucleo em células-mée do grédo de polen (Trad-
MCN), para células germinativas. Geralmente s&do realizados com clones
hibridos estéreis como Tradescantia clone BNL 4430, um hibrido
interespecifico de T. hirsutiflora e T. subcaulis que possui 12 pares de
cromossomos metacéntricos. A esterilidade dos clones é uma pratica
caracteristica que garante a homogeneidade genética na auséncia de efeitos
mutagénicos (WHITE; CLAXTON, 2004).

Outro fator que garante sua popularidade entre a comunidade cientifica
€ sua versatilidade quanto as vias de exposicdo a amostra testada, tanto por
absorcao natural, no caso de poluentes gasosos, radiacdo ou plantio em solo,
guanto por intoxicacao, quando expostos os cortes de inflorescéncias jovens a
extratos, solucBes ou amostras sélidas em diferentes concentracdes.

Além do Trad-MCN e Trad-SHM, os cortes da planta sdo bastante
sensiveis aos agentes fisicos e quimicos do ambiente. Por exemplo, o
surgimento de necroses nas folhas e a perda de vigor fisico do talo, podem ser

marcadores de toxicidade (MA et al., 1996).
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O grande numero de pesquisas com Tradescantia permite aos
pesquisadores comparar e estender o teste a situagcdes ambientais distintas e
elaborar estratégias de monitoramento e prevencdo. A caracterizacao
genotoxica de contaminantes eventualmente dispostos no ar, agua e solo,
especialmente os metais, fornece informacdes permanentes de areas
historicamente contaminadas. Entretanto, existem alguns pontos desfavoraveis
aos testes biologicos como: a diferenca de reacdo entre 0S organismos
empregados ao mesmo fator ambiental (CESNIENE et al., 2010); a
dependéncia de condicdes ambientais em campo, além de ndo ser possivel
identificar qual contaminante é responsavel pela mutacdo, quando se trata de
uma mistura complexa como amostras ambientais.

Por outro lado, esses testes especificam as vias pelas quais se
desenvolvem a mutagéo, indicando assim, os mecanismos de acdo de certo
contaminante. No caso do microndcleo, podem ser decorrentes de mutacdes
de ordem clastogénica (por fragmentos acéntricos) ou aneugénica (por acao
nas fibras do fuso mitético que desprende o material genético do nucleo
principal), se analisado por meio de técnicas moleculares de hibridizacéo in situ
fluorescente (FISH) na fase de tétrade da meiose (LEWINSKA et al., 2005).

Diante do exposto, nota-se que a Tradescantia vem ganhando espaco
no cenario da avaliagdo e monitoramento ambiental, aplicando-se Trad-MCN e
Trad-SHM, ou atrelado a outros sistemas-teste a fim de se estabelecer
comparacdes e obter maior representatividade dos dados. Tal versatilidade
permite sua aplicacdo nos mais diversos campos de estudo, merecendo
posicao de destaque entre os sistemas vegetais e, muitas vezes, sobressaindo-

se aos sistemas in vitro bem estabelecidos.

2. O BIOENSAIO DE MICRONUCLEO (TRAD-MCN)

O teste de micronucleo em Tradescantia foi originalmente desenvolvido
para mutagenos gasosos. Atualmente, € um dos mais aplicados entre os
vegetais superiores para deteccdo de efeitos clastogénicos em condicdes

ambientais como solos contaminados, especialmente, por metais, industria
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petroquimica, lodo urbano e poluicdo atmosférica em regides intensamente
expostas a diferentes poluentes.

O ensaio do micronicleo em célula-mde do grdo de podlen de
Tradescantia (Figura 2), também conhecido como Trad-MCN, é um teste de
mutagenicidade extremamente sensivel, de exposicdo curta e avaliacdo
simples, aplicavel tanto aos clones BNL 4430 e KU 20 quanto em T. pallida. A
avaliacdo das alteracdes genéticas da Tradescantia pode ser feita pela
deteccdo de mutacdes induzidas por agentes presentes no ar, no solo e na
dgua mediante andlise de micronucleos. Além disso, dados obtidos em
experimentos com esse vegetal sdo, em geral, consistentes, precisos e
confiaveis (CARVALHO, 2005). O Trad-MCN € um teste bastante empregado
para monitoramento ambiental, comparavel aos testes com cultura de células
de mamiferos e bactérias. As plantas podem ser diretamente expostas ao
contaminante, sem qualquer diluicdo ou filtragdo da amostra (STEINKELLNER

et al., 1999).

Figura 2 - Representacdo esquematica da montagem de lamina para o teste de

micronucleo em Tradescantia. Fonte: Ma (1981) apud Sant’ anna (2003)
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O ensaio consiste na estimativa da frequéncia de micronucleos em
células-méae de graos de pdlen. Micronucleos podem ser observados em quase
todos os tipos celulares, e por este motivo existem muitas variagcdes do ensaio.
Em comparag&do com outros ensaios citogeneéticos, existem diversas vantagens
na quantificagdo deste endpoint, incluindo a velocidade e facilidade de analise,
além da possibilidade de contabilizar as células em diversos estagios de
divisdo. Ao mesmo tempo, muitos tipos celulares sdo passiveis de andlise,
incluindo estudos com seres humanos e animais de laboratério in vivo ou in
vitro (TUCKER; PRESTON, 1996).

De acordo com Tucker e Preston (1996), diferentes mecanismos podem
estar envolvidos na formagcdo dos micronucleos, incluindo quebras
cromossOmicas (clastogénese) e aneuploidia, decorrente da inibicdo da
formacéo do fuso mitético. Ha alguns anos, a avaliacéo citolégica previa pouca
ou nenhuma informac&o sobre o tipo de dano inerente a sua formacéo, fato que
gerou consideravel debate sobre o tamanho de um microndcleo e seus
mecanismos de formac&o, chegando-se ao consenso de que 0s micronucleos
de tamanho maior apresentam cromossomos inteiros, enquanto 0S menores
consistem em um ou mais fragmentos cromossdémicos (LEME, MARIN-
MORALES, 2008; VENTURA, 2009).

Os micronucleos sédo pequenos fragmentos de cromossomos que podem
ser resultantes de quebras induzidas por qualquer agente, quando as células
precursoras dos gréos de poélen estdo na fase inicial da meiose. Embora o
efeito mutagénico aconteca no inicio do processo de meiose (profase 1), este é
visualizado quando as células-méae de grédos de polen ja estiverem na fase de
tétrade (Figura 3) (SAVOIA, 2007). Estruturas de microntcleos também podem
surgir a partir de cromossomos inteiros ou de fragmentos, que sédo perdidos
durante a divisdo celular e ndo sao incorporados ao nucleo das células-filhas,
permanecendo, assim, no citoplasma das células interfasicas (MEIRELES et
al., 2009).
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Figura 3 — Tempo de duracdo e morfologia geral dos estagios da meiose das células-
mae do gréo de pdlen da Tradescantia. Fonte: Adaptado de Ma (1983) apud Sant’
Anna (2003)

3. O BIOENSAIO DO PELO ESTAMINAL (TRAD-SHM)

O ensaio Trad-SHM consiste em detectar mutacdes somaticas nas
inflorescéncias jovens do clone hibrido BNL 4430. No entanto, atualmente, o
clone KU 20 (Kyoto University) € mais aplicavel a esta técnica, devido ao maior
numero de inflorescéncias por ciclo (Figura 4). A mutagao resulta na expressao
do alelo recessivo, que implica no fenétipo de coloracéo rosa. A elevada taxa

de células roseas, bem como a perda da capacidade reprodutiva, sdo
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indicativos de mutagenicidade (MA et al., 1996). O teste foi desenvolvido por
Sparrow e colaboradores na década de 50, no Laboratério Nacional de
Brookhaven, em Long Island, Nova lorque. Esse ensaio foi utilizado em
substituicdo as culturas microbianas, para avaliacdo de efeitos da radiacéo
ionizante por Nayar e Sparrow em 1967, onde o crescimento normal dos pélos
correspondia ao crescimento da colonia, enquanto os pélos atrofiados
identificavam a diminuicdo da colonia pelos efeitos negativos ao agente
exposto (MA et al., 1994). Além do marcador de coloracao, é possivel observar
alteracbes como expressdo de células gigantes, células duplas ou triplas,
bifurcacdo do pélo, bem como outras anomalias de crescimento e perda de
integridade reprodutiva como indicadores de genotoxicidade (RODRIGUES,
1999).

Figura 4 - Tradescantia clone BNL 4430, utilizada para o ensaio Trad-SHM. Fonte:
Knasmiller (2006)

O protocolo deste experimento, sugerido por Rodrigues (1999), se
baseia na utilizacao de 20 a 30 ramos florais de clones hibridos por tratamento,
contendo inflorescéncias jovens colhidas no dia anterior ao inicio da exposicao.
As plantas sdo mantidas sob aeracdo constante, em agua destilada para o

periodo de adaptacdo. Os ramos sao entdo transferidos a amostra ou ao
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ambiente de teste, por um tempo de exposi¢cdo de 24 horas. O ensaio Trad-
SHM requer um periodo de recuperacdo de 8 a 14 dias, sendo este o tempo
necessario para que os botbes florescam, expondo os pélos desenvolvidos
para avaliagao.

A coleta das flores podem ser realizadas a partir do oitavo dia, os
estames removidos sao colocados em laminas de vidro, contendo uma gota de
solucdo etanol e glicerina (1:1), as quais sédo avaliadas quanto a proporcdo de
células rosas em microscopio. Em geral, sdo avaliadas 10 flores por ensaio,
totalizando 3000 pélos por tratamento, uma vez que cada flor possui seis
estames (Figura 5), dotados de 50 pélos cada e a quantificacdo se da em
frequéncia de mutacdes por 1000 pélos (RODRIGUES, 1999).

Figura 5 - Representacao do ensaio Trad-SHM. Fonte: Knasmudiller (2006)

A caracteristica mais importante deste sistema é que cada pélo
estaminal € composto de uma cadeia Unica, com cerca de 20-35 células, sendo
produto de repetidas divisdes das células meristematicas, com a diferenciacao
de uma célula terminal até o completo desenvolvimento do pélo, como ilustrado

na figura 6.
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Figura 6 - Representacdo do crescimento celular do pélo estaminal e surgimento de

mutacdes. Fonte: Ichikawa (1981)

4. APLICABILIDADE DOS TESTES

4.1. RADIACAO IONIZANTE

Vilallobos-Pietrini et al. (1999) avaliaram o efeito do radénio (Rn) em
tétrades do clone hibrido 4430 de Tradescantia e observaram resposta
significativa a inducédo de micronucleos. Sabe-se que o Rn € um gas radioativo
de meia-vida curta que pode ser perigoso ao penetrar no organismo por
ingestdo, inalacdo e/ou ferimento. Seu decaimento o converte para *®Po e
2pg, que pode se depositar nos pulmdes, aumentando a probabilidade de
cancer. Os pesquisadores realizaram analise histolégica nos estbmatos das
plantas, onde ndo foram constatadas alteracdes, levando-os a concluir que o
gas teve acao direta sobre a inflorescéncia. Em complementacédo, Heddle e
Carrano (1977) avaliaram este tipo de mutacdo por FISH e detectaram que
apenas uma pequena parte dos micronucleos induzidos por radiacdo

representava Cromossomos inteiros, enquanto sua maioria era composta por
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fragmentos acéntricos contendo regido telomérica (VILALLOBOS-PIETRINI et
al.,1999).

A alta sensibilidade dos cromossomos das células germinativas de
Tradescantia € atribuida, principalmente, a facil penetracdo do agente gasoso
para os botbes de flores, em contraste com 0s sistemas dos animais que tem
muitos Orgdos intermediarios, tecidos e rotas metabdlicas para atingir as
células germinativas. Ao comparar os efeitos clastogénicos de vapores de
formaldeidos e raios-X, pelo ensaio Trad-MCN, Xu e Ma (1998) estabeleceram
eficacia dos formaldeidos, em referéncia ao conhecido efeito clastogénico dos
raios-X. Observaram ainda que o efeito do formaldeido foi maior em baixas
concentragdes, guardando relacdo de 1:1 (1 ppm de formaldeido para 0.01
mGy de Raio-X).

O ensaio de Trad-SHM foi empregado para o monitoramento de
radiacdo ionizante no entorno de usinas nucleares no Japédo (ICHIKAWA,
1981); foi observado aumento significativo na inducédo de mutacéo, diretamente
relacionada com a direcdo predominante dos ventos e os periodos de atividade
das wusinas. Em estudo similar, Cebulska-Wasilewska (1992) constatou
aumento nas frequéncias de mutacdo em pélos estaminais em plantas
expostas em uma regidao da Cracoévia, distante 700 quildmetros da cidade de
Chernobyl, onde ocorreu, em 1986, o maior acidente nuclear da historia.
Aumentos similares na taxa de mutacdo também foram observados entre maio
a junho de 1986 no Japéao, distante 800 quildmetros de Chernobyl (ICHIKAWA
et al., 1996).

4.2. POLUICAO ATMOSFERICA

Rodrigues (1999) considerou que a contribuicdo mais importante do
ensaio de Trad-SHM, foi dada em uma série de estudos realizados nos
Estados Unidos, com um laboratério mével de monitoramento da poluicao
atmosférica, onde o ar obtido em locais poluidos induzia maiores frequéncias
de mutacdes que o ar filtrado das mesmas localidades ou ar coletado em areas
controle, como o Grand Canyon.

Véarios estudos tém utilizado Trad-MCN para avaliar o potencial

mutagénico da poluicdo atmosférica em centros urbanos em diferentes paises.
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Isidori et al. (2003), por exemplo, usaram Trad-MCN para monitorar a area
urbana de Caserta, no sul da Itdlia. Os pesquisadores realizaram o
experimento in situ em 17 locais com intensa circulacdo de veiculos, onde o
namero de micronucleos observados foi significativamente maior em plantas
localizadas em regides de alto fluxo, quando comparadas aquelas expostas em
regides de trafego moderado.

O mesmo bioensaio foi utilizado por Batalha et al. (1999) no intuito de
avaliar a genotoxicidade do material particulado inalavel — MP10, na regido
metropolitana de S&o Paulo. Os autores realizaram amostragens de material
particulado inalavel, utilizando o amostrador de grande volume, sendo este
dotado de filtro de 10 um. O particulado retido no filtro foi solubilizado em agua
destilada e o extrato obtido foi utilizado para intoxicar os ramos de T. pallida.
Dessa forma, foi possivel constatar potencial mutagénico, uma vez que a
fracdo soluvel do MP10 é constituida de oxidantes primarios e secundarios,
metais e aldeidos. Meireles et al. (2009), observaram o0 mesmo comportamento
ao avaliar o efeito da poluicéo veicular em trés areas, com diferentes fluxos de
transito, na cidade de Feira de Santana, Bahia. Os resultados mostraram
diferenca estatisticamente significativa nas taxas de microndcleos entre as
regides, sendo maiores naquelas de trafego intenso. Meireles et al. (2009)
afirmaram que, embora seus resultados tenham corroborado com Carreras et
al. (2006) e Savoia et al. (2007), a frequéncia de micronucleo observada em
Feira de Santana foi inferior as descritas por Carreras et al. (2006) em
Cordoba, uma das cidades mais poluidas da Argentina e as descritas por
Savoia et al. (2007), na cidade de Santo André, importante polo industrial de
regido metropolitana de Sao Paulo, que apresenta grande trafego de veiculos.
De acordo com os resultados do estudo, os locais com maior trafego de
veiculos demonstraram significativamente maior poluicdo atmosférica.
Portanto, os autores concluiram que a utilizacdo do bioensaio com Trad-MCN,
alerta para a necessidade de implementar programas de controle de qualidade
do ar na cidade de Feira de Santana.

Maziviero e Ferreira (2007) utilizaram Trad-MCN com o objetivo de
avaliar o potencial genotéxico do material particulado inalavel na atmosfera de

Limeira, cidade do interior de Sdo Paulo. Os autores submeteram T. pallida a
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solucdo extraida do filtro de um Amostrador de Grande Volume (AGV - MP10)
apos 24 horas de amostragem. Os resultados indicaram resposta positiva do
sistema-teste, mesmo em concentragées abaixo dos limites preconizados pela
legislagdo vigente. Os autores relacionaram a concentragdo de material
particulado inaldvel com o periodo de estiagem, destacando-se o grande
volume de queima da palha de cana-de-acgucar na regido, durante a realizacao
do experimento.

Um estudo realizado por Klumpp et al. (2004) teve por objetivo investigar
a influéncia da temperatura e umidade relativa do ar no aumento da taxa basal
de micronucleos em T. pallida; paralelamente, compararam os dados obtidos
com organismos expostos a poluicdo atmosférica, tendo em vista a aplicacao in
situ desse sistema-teste; foi observado que os organismos expostos em campo
parecem ser mais susceptiveis a mudanca climatica do que os submetidos aos
ensaios em laboratério. Klumpp et al. (2004) constataram que a variacdo da
umidade relativa ndo afeta a mutacdo espontdnea, mas € inversamente
proporcional a frequéncia de mutacdo induzida por poluicdo atmosférica. A
baixa temperatura causou aumento da geracdo de micronucleos no controle
negativo; em temperaturas elevadas foi possivel notar danos fisicos nos
organismos testados, além da interrupcdo de maturacdo do gréo de pdlen.
Entretanto, quando houve aumento gradual da temperatura, tais efeitos nao
foram observados. O choque térmico mostrou alta taxa de indugédo em todos os
experimentos, comprovando que os fatores climaticos influenciam diretamente
no sistema-teste em questdo. Logo, os autores sugerem que os efeitos
climaticos devem ser levados em consideracdo de modo a evitar resultados
falso-positivos ou backgrounds.

Essas investigacdes foram executadas a partir de estudos com outras
espécies de plantas, pois sabe-se que o ciclo da meiose, especialmente o
desenvolvimento de células-mae de polen, sdo muito sensiveis ao estresse de
alta temperatura, especialmente nas primeiras fases meiéticas (KLUMPP et al.,
2004). Em temperaturas extremamente elevadas (acima de 40°C), podem
ocorrer danos fisiolégicos severos, resultando em atraso de desenvolvimento
meiotico, de modo que a primeira fase de tétrade, necessaria para avaliacao de

micronucleos, ndo possa ser detectada, ou acarretar em morte celular, como
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encontrado em resposta a super dosagem aos agentes mutagénicos fortes (MA
et al., 1983; MOHAMMED; MA, 1999).

Além de causarem prejuizos diretos, temperaturas extremas provocam
efeitos indiretos em sistemas enziméaticos e influenciam na abertura estomatica
para respiragdo celular, aumentando assim a captagdo e transporte de
substancias mutagénicas para as células-alvo (KLUMPP et al., 2004).

4.3. POLUICAO DE RECURSOS HIDRICOS

A avaliagdo de corpos d’agua foi extensamente estudada por meio da
utilizacdo de sistemas-teste como bactéria e cultura de células. No entanto,
atualmente as plantas vém ganhando espaco neste cenario, pois permitem
mensurar diversos endpoints, e toleram exposicdo direta a amostra, sem
qualquer tipo de diluicdo (CARITA, MARIN-MORALES, 2008; LEME, MARIN-
MORALES, 2008; MONARCA et al., 2003).

Gong et al. (2003), utilizaram Trad-MCN para avaliar o efeito genotoxico
do 2,4 dinitrotolueno e 2,6 dinitrotolueno, produtos intermediarios de corantes,
explosivos e propelentes. Estas substancias sao principalmente poluidoras das
aguas, sendo constantemente avaliadas pelo teste de Microtox e algas verdes,
na qual se avalia a inibicio de crescimento, mas que fornecem pouca
informacédo quanto a mutagenicidade. O estudo demonstrou que o tempo de
exposicado de 30 horas, sem recuperacao, ndo foi capaz de induzir diferenca
estatistica entre as taxas de microndcleo em relacdo a exposicdo por seis
horas, com recuperacdo. Os autores presumiram que tal efeito se deu em
decorréncia do atraso meiotico, devido a auséncia do periodo de recuperacao,
€ nao a superexposicdo ao intoxicante; ou entdo devido a propriedade
mutagénica (de fraca a moderada) dos compostos testados que requerem a
metabolizacéo.

Considerando compostos nitrogenados, Yang (1999) utilizou Trad-MCN
para monitorar diferentes pontos do lago Gaojian, na China oriental, e observou
resultados positivos, que podem ter sido influenciados por altas concentracfes
de nitrito e nitrato em detrimento da poluicdo por esgoto doméstico e industrial
no entorno da area. Monarca et al. (2003) realizaram um estudo como parte do

programa de avaliacdo da influéncia de diferentes métodos de desinfeccao de



45

agua de abastecimento publico, no qual diversos organismos foram
empregados, dentre eles moluscos, peixes e plantas. De acordo com o0s
autores, a desinfeccdo de agua para abastecimento pode produzir compostos
toxicos, principalmente se captados em mananciais superficiais, uma vez que o
processo de cloracdo resulta em subprodutos carcinogénicos/mutagénicos,
derivados dos compostos clorados em contato com matéria organica. Dessa
forma o &cido paracético (APA), vem sendo bastante empregado por
apresentar baixa toxicidade e produzir subprodutos como acidos carboxilicos,
gue nao séo considerados mutagénicos. O estudo foi realizado em estacéo de
tratamento piloto, no lago Trasimeno, regido central da Itdlia. Os organismos
vegetais empregados (A. cepa, T. pallida e V. faba) se mostraram mais
sensiveis a amostra do que o teste de Ames, provavelmente, por se tratar de
endpoints diferentes (mutacdo/aberracdo cromossomica).

Em continuidade ao programa, as respostas se mantiveram similares,
guando compararam hipoclorito de sédio (NaClO), dioxido de cloro (ClO,) e
APA, no qual os trés reagentes foram avaliados por A. cepa, V. faba e T.
pallida. Os organismos testados apresentaram boas respostas as amostras,
utilizando-se os marcadores de micronucleo, aberracdes cromossdémicas e
fragmentos de DNA, evidenciando resposta sobre efeitos clastogénicos e/ou
aneugénicos (MONARCA et al., 2005). Os resultados indicaram que o0s
oxidantes empregados possuem potencial clastogénico/aneugénico, sendo que
o CIO, mostrou ao menos um resultado positivo para todos 0s organismos
testados; o NaClO foi genotoxico para dois organismos em pH acido; e o APA
mostrou apenas uma resposta positiva em pH acido. O teste com V. faba se
mostrou mais sensivel entre os organismos testados. Monarca et al. (2005)
comentaram ainda, que o pH da amostra influenciou diretamente nos
resultados.

Um grande estudo, realizado na Austria, para monitorar agua
subterranea, avaliou amostras de 43 pontos com o0 ensaio Salmonella
microssoma, e teste de micronicleo em hepatocitos de rato, V. faba e
Tradescantia. Tomados em conjunto, os dados indicaram que o ensaio Trad-
MCN é igualmente adequado para a detecc¢éo de efeitos em amostras de agua
contaminada (MAJER et al., 2005).
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Em revisdo bibliogréfica realizada por Knasmiiller et al. (1998), os
pesquisadores consideraram o uso de plantas na avaliacdo de genotoxicidade
em ambientes aquéticos, e chegaram a conclusdo de que os dados atualmente
disponiveis indicam que o0s bioensaios com vegetais podem ser parte
integrante da bateria de testes usada para deteccdo de genotoxicidade e
contaminacdo do ambiente aquatico, principalmente por apresentar resposta
altamente sensivel, tempo e custo efetivo relativamente baixos. A aplicacao
destes testes é especialmente adequada em areas mundiais onde o apoio
financeiro para o controle da poluicdo ambiental € limitada e as andlises

guimicas apresentam custo elevado.

4.4, SOLOS CONTAMINADOS

O primeiro ensaio utilizando Trad-MCN e Trad-SHM para avaliagdo de
lixiviados, a partir de residuos de mineragdo, foi realizado na Alemanha
oriental, onde grandes quantidades de escoéria foram depositadas nas
montanhas de Harz, proximo a Mansfeld, gerando um passivo ambiental em
decorréncia de décadas de atividade mineradora da regidao (FOMIN et al.,
1999). Estes rejeitos sdo carreados pelos ventos e causam diversos
problemas, especialmente chuva acida e subsequente drenagem de lixiviados
na regido; consequentemente, 0s metais tOxicos e compostos organicos toxicos
provenientes dos residuos sao freqientemente liberados para o ambiente em
concentracfes elevadas. Dessa forma, um ensaio de lixiviabilidade foi
desenvolvido para determinar a mobilizacdo de metais toxicos a partir de lodos
e sedimentos em agua. Mediante este procedimento foi possivel determinar a
capacidade de mobilizacdo de substancias nocivas e compostos quimicos por
extracdo acida e seus efeitos genotdxicos foram avaliados pelos bioensaios
com Tradescantia, que apresentou boa sensibilidade a amostra testada. Ao
abordar a questdo das amostras em meio acido, os bioensaios Trad-MCN e
Trad-SHM tém importante vantagem sobre os demais testes mutagénicos em
gue se utilizam bactérias, uma vez que a maioria dos testes bacterianos
exigem condi¢cBes de pH neutro do meio, que freqiientemente, significa alterar
a amostra original (FOMIN et al., 1999).
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Minouflet et al. (2005) estudaram a sensibilidade de V. faba, Trad-MCN e
Trad-SHM a exposicdo por intoxicacdo dos sistemas-teste em regides no leste
da Franca que receberam depdsitos radioativos do acidente de Chernobyl. Os
pesquisadores descreveram a similaridade de comportamento do **’Cs em
relacdo as propriedades fisico-quimicas do potassio (K) no solo, sendo
facilmente incorporado pelas plantas por meio do fon K* ou canais
transportadores de K. Além disso, a biodisponibilidade para as plantas
depende das caracteristicas fisico-quimicas do solo. Os pesquisadores
concluiram que o teste com microndcleo em Tradescantia foi o mais sensivel
entre os bioensaios empregados. Os mesmos autores citaram ainda um estudo
utilizando culturas de grdos em regides contaminadas de Chernobyl, que
mostrou reducdo na taxa de transferéncia para as plantas em 50 vezes, anos
apos o acidente. A adsorcdo ao solo e a concentragcdo de cinzas minerais
desempenha parte essencial para a imobilizacdo do isétopo, atenuando sua
radiotoxicidade para as plantas (MINOUFLET et al., 2005).

Outra fonte de contaminacdo de solos € a aplicacao indiscriminada de
pesticidas. Grande parte dos compostos ja estudados foram capazes de
promover mutagcbes em, ao menos, um sistema teste empregado, embora
muitas vezes em doses maiores do que aquelas aplicadas em campo,
especialmente, se considerar a diluicdo de compostos no solo imediatamente
apos a aplicacao.

Rodrigues et al. (1998) avaliaram a genotoxicidade de trés pesticidas e
seus residuos resultantes de praticas agricolas recomendadas, utilizando Trad-
MCN. O objetivo principal foi analisar a possivel reducdo do potencial
genotéxico por um programa de manejo integrado. Os resultados obtidos
demonstraram que o0s pesticidas testados apresentaram respostas
estatisticamente significativas em relacdo ao controle negativo em todas as
concentragfes (1, 10 e 50 ppm). Dessa forma, os autores concluiram que,
mesmo em concentracdes recomendadas para aplicacdo (1 ppm), foi
evidenciada resposta genotoxica, demonstrando que a simples diminuicdo da
dose aplicada do pesticida ndo € suficiente para a eliminacdo do efeito
adverso. Em consonancia, Mohammed e Ma (1999) buscaram avaliar as

respostas de Trad-MCN e Trad-SHM a cinco herbicidas mais utilizados para
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cultura de grados (dimetoato, atrazina, simazina, dicamba e picloram),
demonstrando que estes compostos causam mutacbes soméaticas e danos
cromossOmicos em concentragdes elevadas.

Os principios ativos de pesticidas e herbicidas tém sido amplamente
testados em fabrica, por meio de bioensaios e muitos deles, como cianazina,
diclorovos, clorpirifos, atrazina, dicamba, picloram, dieldrin e aldrin induziram
resultados positivos para Tradescantia. Alguns compostos, como triazenos,
hidrazida maleica e azida soOdica, apresentaram fitotoxicidade, ou seja, sdo
ativadoras de metabdlitos genotéxicos produzidos pelas plantas, que nao séo
formados em mamiferos. Tal descoberta foi de fundamental importancia no
caso dos pesticidas, que apresentam resultados negativos em testes
genotoxicos de rotina. No entanto, se estes compostos aplicados em espécies
vegetais forem passiveis de conversdo em metabolitos DNA-reativos, a saude
humana pode ser comprometida por ingestéo de plantas (MAJER et al., 2002).

O efeito antagonico do etil metanosulfonato (EMS - agente alquilante
monofuncional) com hidrazida maleica (préo-mutageno ativado por ligacdes com
peroxidases) foi avaliado pelo bioensaio em pélo estaminal em Tradescantia,
em diferentes intervalos de exposicdo, comprovando que o EMS inibe a acéo
mutagénica da hidrazida maleica (XIAO; ICHIKAWA, 1998).

Em estudo recentemente publicado por Césniene et al. (2010), os
pesquisadores avaliaram o grau de contaminagdo em regifes da Lituania, alvo
de ocupacao de exeército soviético para praticas militares que apds a retirada
das tropas, deixaram passivos de produtos derivados de petroleo,
contaminando a area com oOxido nitroso, dioxido de nitrogénio, ambnia, acido
nitrico, HPA e metais. Durante o estudo foram comparadas areas de ocupacao
militar e urbana. Os resultados de analises quimicas indicaram tracos no solo e
em seu respectivo lixiviado; os autores sugeriram a complexacdo dos
compostos metalicos com a fracdo organica do solo, tais como acidos humicos,
dada a longa permanéncia de genotéxicos na superficie do solo. Ressaltaram
ainda que o emprego dos testes com Tradescantia foram fundamentais para
revelar as particularidades entre os diferentes pontos de amostragem. Uma
comparacao do lixiviado ajudou a elucidar o carater especifico da poluicao do

solo em varios pontos da cidade de Vilnus.



49

Nos ultimos anos, o lancamento de metais ao meio ambiente vem
aumentando consideravelmente. Diversas descobertas demonstram efeitos
toxicos, tanto agudos quanto crénicos, nos ecossistemas, promovendo impacto
a saude humana. O dano genético promovido por certos metais em plantas e
animais, inclusive em humanos sao conhecidos como indutores de cancer e
responsaveis pela diminuicdo da fertilidade.

O dano genético induzido por metais em solo ndo pode ser monitorado
por testes convencionais com bactéria, uma vez que os métodos existentes
impossibilitam a extracdo de metais para utilizagdo em cultura de células de
mamiferos (MAJER et al., 2002). Alguns metais sdo capazes de causar
aumento da taxa de microndcleos. Por se tratar de um mecanismo de formacéao
bastante conhecido e padronizado, o micronucleo foi utilizado como marcador
na avaliacdo dos efeitos de cinco metais (As, Pb, Cd, Cu e Zn), utilizando
Tradescantia, Vicia e Allium (STEINKELLNER et al.,1999). O teste com as
substancias padrdo dos metais causaram cinco vezes mais danos que o
controle negativo (solucao nutritiva), seguindo a relacdo As>Pb>Cd>Zn>Cu, na
gual o Trad-MCN se mostrou mais sensivel que os demais testes avaliados,
uma vez que as células meidticas sdo mais susceptiveis a mutacdo do que as
células meristematicas. Ainda segundo Steinkellner et al. (1999), 0 As e o Cd**
também mostrou toxicidade para células de mamiferos, causado pela interacéo
com enzimas sulfidrilas. O ion As™ se liga a enzima DNA-ligase Il, levando a
inibicdo do mecanismo de reparo do DNA, enquanto o Cd** é um aduto de
DNA que reage com os radicais de hidroxila e interferem no mecanismo de
reparo.

MAJER et al. (2002) analisaram a toxicidade de metais em solo,
comparando alteracbes de parametros fisico-quimicos com o monitoramento
de enzimas especificas, de modo a confrontar a concentracao obtida aos niveis
de mutacao, pois sabe-se que algumas delas estdo envolvidas em processos
de mecanismos de reparo do DNA e podem ser inibidas por determinados
metais. Os resultados indicaram relacdo inversa entre enzimas e metais na
maioria dos pontos testados, enquanto o grau de genotoxicidade dependeu
mais da caracteristica fisico-quimica do solo do que da concentracdo do

elemento propriamente dita, concluindo que a mobilidade de metais €
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fortemente influenciada pelo pH, granulometria e teor de cinzas do solo. Os
dados apresentados confirmam o efeito genotéxico dos metais em relacdo a
capacidade de inibir enzimas responsaveis pelo mecanismo de reparo do DNA
da microbiologia do solo.

4.5. LODO DE ESGOTO

O tratamento de esgoto doméstico gera grande volume de residuos
sélidos. Dessa forma, o lodo produzido nas estacdes de tratamento pode
conter substancias toxicas e seu potencial genotoxico também desperta grande
preocupacao. O potencial contaminante desses residuos depende de suas
caracteristicas, determinadas pelo grau de desenvolvimento urbano da regiao.

Como se sabe, as substancias genotdxicas podem ser removidas
durante o processo de tratamento de esgoto, e assim ficar acumuladas no lodo
produzido. O aumento do numero de estacdes de tratamento de esgotos no
Brasil, bem como as cidades em expansao proporcionam aumento do volume
de lodo gerado. Este material € rico em matéria organica e nutrientes, podendo
ser aplicado como fertilizante agricola. Contudo testes quimicos,
complementados com testes genotoxicos/toxicoldgicos sdo recomendados para
avaliacdo dos possiveis efeitos dependendo do tipo de residuo aplicado.
Infelizmente, ndo ha uma metodologia padrdo para avaliacdo desses efeitos.
Sendo assim, alguns testes rapidos podem servir de alternativa para avaliacao
de efeitos adversos do emprego do lodo na agricultura (MIELLI et al., 2009).

Um estudo comparativo internacional foi realizado sob os auspicios do
Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS), no qual varios paises
foram contemplados. Cabrera e Rodriguez (1999) participaram do ensaio Trad-
MCN, no qual cinco das seis amostras de solos irrigados com agua residuéria
testadas apresentaram resultados positivos, das quais quatro foram
estatisticamente significativas em relacdo ao controle, sendo possivel concluir
gue o solo irrigado com efluentes contém determinados agentes capazes de
induzir mutagodes.

Por outro lado, o IPCS demonstrou que o0s bioensaios de plantas
mostraram diferentes graus de sensibilidade para detectar danos

cromossomicos potenciais. O Trad-MCN foi sensivel e eficaz para os trés locais
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de eliminacéo de residuos, enquanto o Trad-SHM foi menos sensivel. Para o
teste com cebola, alguns tratamentos foram tdxicos, manifestando-se como
inibicdo da diviséo celular (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999).

Hopker et al. (1982) examinaram a mutagenicidade do lodo utilizando
Trad-MCN, Zea mays e Salmonella; neste estudo foram avaliados extratos
aquosos de lodo de estacbes de tratamento de esgoto em Chicago. Os autores
encontraram resultados positivos para mutagenicidade sob exposi¢do a curto
prazo. Mielli et al. (2009) utilizaram a contagem de micronucleos em T. pallida e
no clone 4430, para avaliar misturas de solo/lodo em diferentes concentra¢des
(10, 25 e 50%), em exposicéo in situ durante trés meses. A resposta de T.
pallida se mostrou mais sensivel que o clone 4430.

Os resultados indicaram que a exposicao dos organismos, a longo
prazo, parece mais efetiva que intoxicagdes feitas em laboratorio, devido ao
tempo de exposicéo, indicando que a vantagem de utilizar plantas em campo &
simular a situacéo real. Fomin (1999) mostrou que, em exposi¢cdo a extratos
aquosos, a absorcéo de metais genotoxicos pelas plantas depende diretamente
do pH das solucbes e, assim, seu efeito pode ser minimizado quando

incorporados ao solo (MIELLI et al., 2009).

5. CONCLUSAO

Tendo em vista a grande aplicabilidade do organismo-teste Tradescantia
e seus diferentes endpoints, pode-se concluir que este vegetal constitui valiosa
ferramenta de monitoramento ambiental, devido a sua comprovada
sensibilidade. Soma-se a isto os resultados similares encontrados em outros
sistemas-teste bem estabelecidos para tal aplicacao.

Os bioensaios Trad-MCN e Trad-SHM firmaram posicdo de destaque
nas décadas de 80 e 90, sendo amplamente empregados em diversas partes
do mundo e em diferentes aplicacdes, tanto por exposicdo em campo quanto
para ensaios laboratoriais. Dessa forma, este organismo contribuiu, em grande
monta, para o progresso das descobertas na area da genética toxicolOgica,
evidenciando, em alguns casos, 0os mecanismos de acdo de compostos até

entdo desconhecidos. Nao obstante, nota-se um avanco do emprego de
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técnicas moleculares atreladas ao bioensaio de micronucleo, no sentido de
elucidar questbes que ainda permanecem obscuras acerca da relagdo da
inducdo de micronucleos com os diferentes tipos de mutacéo.

Entretanto, como todo organismo, existem fatores que devem ser
considerados durante a execu¢do do experimento, principalmente, quando se
consideram as exposi¢cdes em campo, uma vez que estudos comprovam que
fatores ambientais variaveis como umidade e temperatura, por exemplo, podem
induzir a resultados falso-positivos, isto €, podem aumentar a taxa basal de
alteracdoes e, conseqientemente, alterar a sensibilidade do organismo ao
agente objeto principal do estudo. Sendo assim, faz-se necesséario a
padronizacdo das técnicas de execucdo dos bioensaios para suas diversas
vias de exposicao. Aléem disso, deve-se ter certa cautela para extrapolacao dos
dados obtidos pelo bioensaio em sistema vegetal na correlacdo aos efeitos em
seres humanos, uma vez que existem diferentes rotas metabdlicas e
mecanismos de defesa aos agentes extrinsecos.

O organismo-teste Tradescantia €é especialmente indicado para
aplicacdo em paises em desenvolvimento, pois oferece vantagens quanto aos
cuidados simples de manutencdo e relativo baixo custo de execucdo do
experimento. Aléem disso, os micronucleos nas células mée do grao de pdlen,
bem como a coloracdo rosea do pélo estaminal sdo facilmente observaveis,

diminuindo o grau de incerteza durante a avaliacdo dos testes.
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RESUMO

Atualmente, um problema ambiental muito sério, observado em regides
metropolitanas e em cidades de porte médio que implantaram sistemas de
tratamento de esgoto sanitario é relativo ao destino dos lodos produzidos em
suas Estacbes de Tratamento de Esgoto (ETES), que € bastante oneroso,
podendo chegar a 50% do custo operacional. A adicdo ao solo parece ser a
melhor opg&o sob o ponto de vista econémico e ambiental. Todavia, o lodo de
esgoto pode conter substancias téxicas, estar contaminado com metais e até
mesmo por compostos quimicos persistentes, sendo assim, a disposicao
inadequada do lodo pode fazer tais poluentes retornarem ao ambiente e,
eventualmente, entrar na cadeia alimentar, caso sejam absorvidos pelas
plantas. Tendo em vista tal problematica, o monitoramento do lodo gerado nas
ETEs é de suma importancia, principalmente quanto a presenca de metais.
Logo, o presente trabalho tem por objetivo avaliar o potencial citotoxico,
genotéxico e mutagénico do lodo gerado em uma ETE do interior do estado de
Sao Paulo, por meio dos sistemas-teste Allium cepa e Tradescantia pallida.
Estas avaliacdes foram feitas através da exposicdo dos organismos-teste ao
lodo de esgoto bruto e solubilizado. Os resultados alertam sobre a necessidade
de cuidado na disponibilizacdo deste tipo de residuo em solos. O
biomonitoramento permite a deteccdo qualitativa dos efeitos de misturas
complexas, mesmo para compostos em baixas concentracdes, fato que pode
auxiliar nas tomadas de decisbes quanto a disposicdo adequada do residuo
gerado, alimentando a base de dados sobre o tema, que se encontra em
estagio inicial no Brasil.

Palavras-chave: ETE, aberracées cromossémicas, micronucleo, Trad-MCN.
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1. INTRODUCAO

O lodo de esgoto apresenta-se tipicamente com 98% de &gua. Dos
solidos contidos, 70 a 80% sdo matéria organica, incluindo o6leos e graxas
(DAMASCENO; CAMPOS, 1998). A maior preocupacdo com esse lodo se
restringe a estabilizacdo e secagem, visando atingir um teor de sélidos entre
15% a 40%, para a sua retirada da ETE, normalmente, seu destino é a
disposicéao do lodo desaguado em aterro sanitario (TSUTIYA et al., 2001).

Quanto a qualidade dos lodos, além de sua composicdo quimica
resultante da presenca ou ndo de despejos industriais no esgoto tratado, e da
gualidade bacteriolégica deve-se ter cuidado especial com seu
condicionamento. Com o processo de estabilizacdo adequado, a decomposicao
do lodo no solo produz agentes complexantes que facilitam a movimentacao de
fosfatos combinados com ferro e aluminio, além de permitir melhor
aproveitamento dos nutrientes pelas plantas em decorréncia da lenta liberacéo
dos mesmos por meio do processo de mineralizacdo da matéria organica. Esse
aspecto mereceu a atencdo de agronomos envolvidos em estudos de uso de
lodo de esgoto na agricultura desde a década passada (TSUTIYA et al., 2001).

O conhecimento dos agentes quimicos presentes no lodo permite avaliar
o risco de contaminacdo alimentar e ambiental decorrente da utilizacdo de
lodos como fertilizantes agricolas, também chamados de biossélidos.
Entretanto estudos relatam que efeitos adversos em sistemas biologicos, tais
como genotoxicidade e carcinogenicidade, tém sido atribuidos a metais e
poluentes organicos presentes no lodo (PARAIBA et al., 2007).

Neste sentido, os testes biolégicos sao indispensaveis para a avaliacao
de reacdes de organismos vivos a poluicdo ambiental complexa e para
indicacdo dos potenciais efeitos sinérgicos de varios poluentes, uma vez que
biomonitoramento permite a deteccdo qualitativa dos efeitos de misturas
complexas, mesmo para compostos em baixas concentra¢des, enquanto as
analises fisico-quimicas identificam a presenca e as respectivas concentracdes
de diferentes poluentes (SOUZA et al., 2006).

Sendo assim, a utilizacdo de vegetais superiores € uma técnica
pertinente para 0 monitoramento ambiental por apresentar grande

sensibilidade, baixo custo e facil manuseio (RODRIGUES, 1999). Dentre os
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vegetais superiores a espécie A. cepa € 0 vegetal mais utilizado na
determinacdo de efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos de inumeras
substancias (FERNANDES et al. 2009; MAZZEO et al. 2010; VENTURA et al.
2008). Tal sensibilidade é atribuida por MA et al. (1995), devido ao grande
tamanho dos cromossomos e por serem metacéntricos em sua maioria. Sua
caracteristica de cinética celular propicia rapido crescimento das raizes,
justamente pelo grande nimero de células em divisdo. Além disso, espécies do
género Allium possuem grande tolerancia a diversas condi¢des de cultivo, sao
disponiveis o ano todo, apresentam facil manuseio e possuem poucos
cromossomos (2n=16). Sendo assim, 0 registro da atividade mitética e de
anormalidades no ciclo celular das células meristeméticas de suas raizes pode
ser facilmente visualizado (GRANT, 1994; LEME, MARIN-MORALES, 2008).

Da mesma forma, a Tradescantia pallida, € uma planta que apresenta
facil adaptacdo em qualquer ambiente e pode ser cultivada em qualquer parte
do mundo. O ensaio do micronucleo em célula mae do grdo de pdélen de
Tradescantia (Trad-MCN) é um teste de mutacdo em célula germinativa
extremamente sensivel, de exposicdo curta, avaliacdo simples e as plantas
podem ser diretamente expostas ao contaminante, sem qualquer diluicdo ou
fillracdo da amostra (STEINKELLNER et al.,, 1999). Dados obtidos em
experimentos com esse vegetal sdo, em geral, consistentes, precisos e
confiaveis, indicando resultados similares aos testes com cultura de células de
mamiferos e bactérias (CARVALHO, 2005).

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo investigar o
potencial citotoxico, genotdéxico e mutagénico do lodo de esgoto gerado por
uma ETE do interior do estado de Sao Paulo, pertencente a bacia hidrogréafica
dos rios Piracicaba Capivari e Jundiai (PCJ-UGRHI-5), mediante ensaio de
micronucleo com Tradescantia pallida (TRAD-MCN) e o teste de aberracoes

cromossomicas, microndcleo e morte celular com Allium cepa.

2. MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo do Local de Estudo: O municipio é localizado no
interior do estado de S&o Paulo (Figura 1) e pertence a sub-bacia do rio

Atibaia. A cidade possui uma populacdo de 126.614 habitantes, cuja
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distribuicdo é predominantemente urbana (IBGE, 2010). A ETE possui vazéo
média de operacdo de 90 L/s e conta com o processo de tratamento por
batelada e o lodo gerado € desaguado por centrifuga, conferindo ao mesmo,
teor de sdélidos de aproximadamente 20% (MORIYAMA, 2008). O esgoto
gerado possui caracteristica predominantemente doméstica, sendo desprezivel
a contribuicdo industrial. A autarquia responsavel pela administracdo dos
servicos de saneamento do municipio tem o objetivo de realizar a disposi¢cdo
agricola do lodo de esgoto devido a grande demanda de producédo de plantas
ornamentais na regiao.

Coleta e andlise das amostras: As coletas do lodo de esgoto foram
realizadas em abril de 2009 e maio de 2010 de acordo com os procedimentos
estabelecidos pela ABNT-NBR 10007 (2004) - Procedimentos para
Amostragem de Residuos. O residuo foi acondicionado em containers de
plastico, com capacidade de 9L e armazenados em camara fria, a 4°C até o
inicio dos experimentos.

A solubilizagdo das amostras seguiu a norma ABNT-NBR 10006 (1987) -
Solubilizacdo de Residuos. Pesou-se 250 gramas de lodo (base seca)
adicionado a 1 litro de agua destilada sob agitacdo mecanica por 5 minutos.
Apos esse periodo a solucéo foi deixada em repouso por sete dias, em seguida
filtrou-se a fase liquida em membrana com porosidade de 0,45 pm para
obtencao do solubilizado.

A determinacdo dos parametros fisico-quimicos da amostra referente
aos dados de macro e micronutrientes, teor de matéria organica, pH e metais
pesados foi realizada por laboratorios credenciados (ICASA e GRANDIS). As
amostras foram enviadas para analise no dia seguinte a coleta, e a
determinacdo de metais foi realizada por Espectrometria de Emissdo Atdmica
por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES).

Bioensaio em Allium cepa: O bioensaio em sementes do sistema-teste
A. cepa em regido meristematica foi executado em tratamento continuo
seguindo-se o protocolo de Grant (1982). Foram realizados tratamentos das
sementes com o lodo bruto e solubilizado; o controle negativo foi feito com
agua destilada e os positivos com o herbicida trifluralina a 0.84 ppm
(FERNANDES et al., 2007) e metilmetano sulfonato (MMS) a 0,127 pL. O

potencial citotéxico foi avaliado por meio do calculo do indice mitético (IM) e
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morte celular (MC). O potencial genotéxico foi avaliado pelo teste de
aberragbes cromossémicas (AC). Micronacleos (MN) e quebras
cromossOmicas (QC) foram quantificados para a avaliacdo da atividade
mutagénica dos tratamentos. A regiao subsequiente ao meristema, denominada
F1, também foi avaliada pela contagem de micronucleo de modo a estabelecer
comparacdes com os resultados mutagénicos da regido meristematica e do
Trad-MCN. Foram contabilizadas 5.000 células por tratamento.

Bioensaio em Tradescantia pallida (TRAD-MCN): Cerca de 15 ramos
florais de T. pallida contendo inflorescéncias jovens foram expostas a amostras
de lodo de esgoto bruto e solubilizado por 8 horas, seguidas de 24 horas de
recuperacdo; o controle negativo foi feito com agua destilada; todos os
tratamentos ocorreram sob aeracdo constante conforme sugerido por Lobo
(2003). Apos a recuperacéo, as inflorescéncias foram fixadas em Carnoy | por
48 horas. O teste com T. pallida foi realizado de acordo com Ma (1981). O
potencial mutagénico foi avaliado de acordo com a freqiiéncia de micronucleo
observada nas células mae do gréo de pdlen em estagio de tétrade. Foram
contabilizadas 3.000 células por tratamento.

Analise estatistica: Os resultados foram expressos como meédia +
desvio padrao. Para a andlise estatistica foi realizado o teste de Kruskal-Wallis
(p<0.05).

3. RESULTADOS

Analises fisico-quimicas

Os dados obtidos nas andlises fisico-quimicas estdo representados na
Tabela 1.

Os resultados das amostras avaliadas indicam que todos o0s metais
avaliados se apresentam em concentracbes bem inferiores ao limite
preconizado pela Resolucdo CONAMA 375.

Analise do potencial citotéxico genotdéxico e mutagénico

Bioensaio em regido meristeméatica de A. cepa: No bioensaio com A.
cepa, observou-se inibicdo da germinacdo das sementes na exposicédo ao lodo

bruto, logo, os resultados de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade
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na Tabela 2, referem-se apenas ao solubilizado e aos controles positivo e
negativo.

N&o foi evidenciado potencial citotdéxico nas amostras analisadas, uma
vez que os testes de IM e MC nédo apresentaram valores estatisticamente
significativo em relag&o ao controle negativo (Tabela 2).

Quanto ao teste de AC, pode-se notar que os tratamentos com lodo
solubilizado apresentaram efeito genotdéxico em relacdo aos controles
negativos. Em relacdo a amostra de 2009, observa-se que o efeito genotéxico
foi similar ao controle com MMS, enquanto para o teste realizado no ano
seguinte, a inducdo de aberracdes cromossomicas foi superior ao controle com
metilmetano sulfonato, apesar de nao apontar relacdo estatisticamente
significativa entre eles (Tabela 2).

Para MN+QC, €& possivel observar que a amostra de 2009 foi
estatisticamente significativa apenas para o controle positivo-MMS, enquanto
gue a trifluralina e a solucéo de lodo apresentaram indices similares ao controle
negativo. Ja para o0 ensaio realizado em 2010, todos os tratamentos
apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle negativo,
evidenciando atividade mutagénica da solucdo de lodo de esgoto, superando
inclusive o controle positivo trifluralina.

As alteracbes mais encontradas foram: micronucleo e quebra
cromossdmica (endpoints de mutagenicidade), broto celular, ponte
cromossOmica, nucleo lobulado e aderéncia cromossémica (endpoints de
genotoxicidade), as quais estdo representadas na Tabela 3. Foram observadas
ainda: c-metafases, células multipolares e polipléides, porém em menor
frequéncia (Figura 2). De acordo com os dados da Tabela 3 é possivel
observar que todos os endpoints apresentaram resultados estatisticamente
significativo em ao menos uma das amostras avaliadas.

Bioensaio em regido F; de A. cepa: De acordo com a Tabela 4 é
possivel observar que todos os tratamentos apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo, evidenciando
atividade mutagénica das solucBes. Em relacdo a amostra de abril de 2009
para o teste em F; observa-se que o lodo de esgoto solubilizado apresentou
comportamento similar ao do controle positivo trifluralina. Com relacdo a

amostra de maio de 2010, o solubilizado apresentou maior mutagenicidade que
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0s controles positivos, apesar dessa atividade ndo ser evidenciada
estatisticamente no teste em F;.

Bioensaio Trad-MCN: Para o Trad-MCN pode-se observar que o teste de
microndcleo (Figura 3) apresentou resposta mutagénica bastante superior a
taxa basal representada pelo controle negativo (Tabela 4).

4. DISCUSSAO

Andlises fisico-quimicas

A matéria organica (MO) desempenha importante papel nas
caracteristicas quimicas, fisicas e microbiolégicas do solo, sendo responsavel
por mais de 70% da capacidade de troca catidnica (CTC) dos solos. A MO do
solo é a principal fonte de nitrogénio (N) para as plantas, além de fornecedora
de elementos como fésforo e enxofre e de varios micronutrientes. O N, dentre
0s nutrientes minerais de plantas, € o que mais limita a produtividade agricola
por fazer parte da estrutura de grande numero de compostos vitais aos
vegetais. Suas formas organicas constituem 95% ou mais do total presente na
camada aravel.

Dentre os nutrientes existentes na MO, o0 nitrogénio destaca-se com
maior énfase no processo de mineralizacdo, visto que a grande maioria deste
elemento é absorvida na forma inorganica, sob sua forma hidrolisada do ion
amonio (NH;"), e principalmente, o produto de sua oxidacdo, o nitrato (NO3)
(COTTA et. al., 2007). As reacdes de decomposicdo da MO que dao origem a
producdo do nitrogénio inorganico utilizado pelos vegetais dependem, em
grande parte, de fatores ambientais, tais como temperatura, umidade, pH, forca
ibnica e outras caracteristicas do solo. O nitrogénio € um nutriente que requer
atencao, pois se apresenta na maioria das vezes sob formas soluveis, sofrendo
lixiviacdo com rapidez, e dessa forma podem refletr no aumento da
contaminacao subterranea (BAYER; BERTOL, 1999).

O NTK indica a concentracdo de nitrogénio organico total e aménia da
amostra; de acordo com Von Sperling (1996), a proporcao entre as diferentes
formas da amonia esté intrinsecamente ligada ao pH, obedecendo a seguinte
relacao:

e pH<8: Praticamente toda amdnia ionizada em NH,";
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e pH=9,5: Aproximadamente 50% entre NHz e NH,";
e pH>11: Praticamente toda amonia na forma de NHs.

Dessa forma, segundo os dados apresentados na tabela 1, onde o pH
de ambas as amostras se encontram abaixo de 8 (6,7 e 6,3), a amodnia
apresenta-se praticamente na forma ionizada, consequentemente, disponivel
para absorgéo das plantas.

Campos (1999), afirma que o lodo proveniente do sistema de tratamento
de esgoto por batelada é uma mistura de material bastante estabilizado em
avancado nivel de maturacdo, com sedimentos organicos frescos,
recentemente depositados e pouco estabilizados. Sendo assim, os dados
obtidos indicam maior maturacdo do lodo coletado em maio de 2010 em
relacdo a amostra de abril de 2009, uma vez que a concentracdo de NTK
aponta maior carga de nitrogénio organico, evidenciando menor grau de
oxidacao.

Quanto a umidade pode-se observar que o lodo manteve sua
caracteristica praticamente constante, indicando o teor de solidos de
aproximadamente 16,5% em detrimento do processo de desaguamento
utilizado na ETE, enquanto o teor de matéria organica se apresentou bastante
elevado, devido a caracteristica predominantemente domeéstica do efluente da
estacdo de tratamento, apresentando boas caracteristicas para aplicacdo
agricola.

Para Silva et al. (2006), o acumulo de metais pesados, em funcao de
aplicacoes de lodo de esgoto é um dos aspectos que causa maior preocupacao
com relacdo a seguranca ambiental para a viabilizacdo do uso desse residuo
na agricultura. Entretanto, para as andlises fisico-quimicas do ensaio de
solubilizacdo das amostras, foi possivel observar que as concentracdes dos
metais analisados ndo ultrapassaram os limites preconizados pela resolucao
CONAMA 375, sendo assim, pode-se afirmar que as amostras de lodo
avaliadas possuem bom potencial agricola apés estabilizacdo adequada. Deve-
se lembrar, portanto, que as analises realizadas referem-se apenas a massa
bruta e seu respectivo solubilizado, ndo obstante, a resolucio CONAMA 375
estabelece ainda analises complementares no que diz respeito aos agentes
patogénicos (bactérias, ovos de helmintos, Salmonella e virus), os quais

estabelecem limites questionaveis por alguns pesquisadores (SAMPAIO,
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2010), uma vez que foi estabelecido sem qualquer estudo preliminar. Para
outras substancias organicas potencialmente toxicas (hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, poluentes organicos persistentes, fendis clorados, entre

outros), a Resolugéo nao impode limites, mas a quantificacao.

Anélise do potencial citotoxico, genotéxico e mutagénico

Bioensaio em regido meristemética de A. cepa: No bioensaio com A.
cepa, observou-se inibicdo da germinagcdo das sementes na exposicéao ao lodo
bruto, provavelmente devido & elevada concentracdo de amoénia,
desempenhando potencial téxico como discutido anteriormente.

O teste de IM demonstrou que todas as amostras apresentaram
comportamento similar, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa,
dessa forma pode-se concluir que o teste é valido, uma vez que, ao contrario
do lodo bruto, as solu¢bes nédo prejudicaram o desenvolvimento celular das
sementes de cebola. Comparando-se os tratamentos de abril de 2009 e maio
de 2010, ndo foi possivel notar diferenca estatisticamente significativa,
indicando complementaridade dos dados apresentados. Da mesma forma,
Brossi (2008) ndo observou diferenca significativa na frequéncia do indice
mitotico em sementes de A. cepa, submetidas a aplicacéo de doses de lodo de
esgoto, indicando que o lodo em questdo ndo causou toxicidade, mas sim
promoveu efeito benéfico ao desenvolvimento da planta. O autor atribui o efeito
benéfico a grande quantidade de matéria organica presente no lodo de esgoto;
diante do exposto pode-se afirmar que o lodo avaliado apresenta potencial
agricola.

Os resultados obtidos no teste de AC corroboram os de Carita (2007)
gue observou inducdo de pontes cromossémicas em A. cepa submetido a
amostras de lodo de esgoto. Fernandes (2005) afirma que nudcleos lobulados
podem ser originados a partir de anafases multipolares portadoras de pontes
cromossOmicas; uma vez ocorrida a alteracdo, o processo de divisdo nuclear
parece ndo impedir que o envoltério nuclear se reestruture. Sendo assim, o
envoltério acompanha a distribuicdo irregular do material genético na célula e
origina o nucleo lobulado. Segundo esse autor, aberracbes como perdas e
atrasos cromossdmicos podem ser derivados de alteracdes nos microtubulos,

responsaveis pela formacdo do fuso mitético, que sdo responsaveis pela
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segregacao correta dos cromossomos para as células filhas. De acordo com
Brossi (2008) as pontes em anafase podem ser formadas como consequéncia
da aderéncia cromossémica, porém, o evento de aderéncia cromossémica foi
pouco observado no presente estudo.

Segundo Matsumoto et al. (2006) a acao clastogénica leva a formacao
de micronucleos através de quebras cromossdmicas durante a divisdo celular.
J4 a acdo aneugénica é responsavel pela inibicdo da formacdo do fuso
mitético, ocorrendo perda por cromossomos inteiros. Como foram encontradas
tanto quebras quanto perdas cromossdmicas ndo € possivel atribuir o
mecanismo de acdo do lodo avaliado a partir do teste de aberracdes
cromossbmicas sendo necessario, para tanto, o emprego de técnicas
moleculares.

Bioensaio em regido F; de A. cepa: A regido F; caracteriza-se por
células resultantes da diferenciacdo celular das células meristematicas (MA,
XU, 1986); portanto, as lesdes induzidas nas células da regi&o meristematica,
guando nao corrigidas e/ou corrigidas erroneamente, podem fixar-se sob forma
de microndcleo na regido Fi;. Logo, este teste apresenta a confirmacdo do
efeito mutagénico do lodo solubilizado em A. cepa.

Com base nos efeitos genotoxico/mutagénico evidenciados pelo teste de
aberracbes cromossdmicas e mutagenicidade em regido meristematica,
reforcados pelos resultados em Fi, pode-se afirmar que o mecanismo de
reparo celular ndo foi capaz de reverter a mutacdo causada pelo agente
exposto durante o processo de divisdo, dessa forma, as taxas de micronudcleo
em F1 mostraram-se superiores as encontradas em regido meristematica.

Bioensaio Trad-MCN: Quando comparado ao ensaio em F;, € possivel
constatar que o Trad-MCN apresentou melhor resposta ao solubilizado, tendo
em vista as médias apresentadas, mesmo apresentando maior desvio padréo.
Além disso, destaca-se 0 sucesso para o tratamento com o lodo bruto, que
inibiu a germinacdo das sementes de cebola, impossibilitando a analise para
este organismo. Ma (1981), atribui maior sensibilidade do Trad-MCN por se
tratar de ensaio em células germinativas, mais suscetiveis a lesdes
cromossOmicas se comparadas as células somaticas.

Foi possivel observar também que o lodo solubilizado apresentou

diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao lodo bruto, induzindo
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maior mutagenicidade. Logo, deve-se considerar a hipotese de que a
substancia mutagénica encontra-se na fracdo sollvel, apresentando riscos
potenciais a contaminacdo ambiental devido a mobilidade por meio da

percolacdo e carreamento.

5. CONCLUSAO

Quando comparados o0s resultados obtidos nos bioensaios com as
analises fisico-quimicas ndo é possivel estabelecer relacdo de causa e efeito
com nenhum composto em especifico, uma vez que todos os parametros
avaliados se encontram dentro dos limites estabelecidos pela Resolucdo
CONAMA 375, apresentando potencial agricola se tratado adequadamente, no
entanto, ambos 0s organismos apresentaram respostas genotoxicas e
mutagénicas estatisticamente significativas para as amostras.

Sabe-se que o lodo de esgoto é uma mistura complexa, de composicao
variada de acordo com o tipo de efluente que o origina e do processo de
tratamento empregado, sendo assim, a caracterizacao fisico-quimica torna-se
essencial de modo a conhecer a composicdo do lodo gerado. Da mesma
maneira, a caracterizacdo microbiologica do material gerado desempenha sua
importancia do ponto de vista epidemioldgico de modo a balizar sua disposi¢cao
segura do ponto de vista sanitario.

De acordo com os dados apresentados, € possivel afirmar que ensaios
de toxidade genética com vegetais superiores podem ser empregados para o
monitoramento do lodo em solos agricolas em complementaridade as analises
fisico-quimicas e microbiologicas, podendo evidenciar um efeito preditivo, e
consequentemente a possivel assimilacdo de determinada substancia pelas
culturas expostas ao biossolido, reduzindo de sobremaneira o tempo de analise
dos ensaios toxicologicos de exposicdo crbnica convencionais, mesmo para
substancias presentes em baixas concentracfes. Além disso, os testes de

genotoxicidade sdo técnicas simples, precisas e de custo relativamente baixo.
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Tabela 1: Andlises fisico-quimicas das amostras de lodo solubilizado, lodo bruto e
limites determinados pela Resolucdo CONAMA 375 (2006)

CONAMA 375 | Abr/2009 Mai/2010

METAL LODO SOLUBILIZADO
[ppm]
Arsénio (As) 41 0.19 <LQ
Bério (Ba) 1300 55.12 --
Boro (B) NE 15 0.096
Céadmio (Cd) 39 0.2 <LQ
Célcio (Ca) NE 0.18 12.78
Chumbo (Pb) 300 <0.5 0.01
Cobre (Cu) 1500 <LQ 0.01
Cobalto (Co) NE <LQ <LQ
Cromo (Cr) 1000 10 0.043
Ferro (Fe) NE 0.26 3.52
Fdésforo (P) NE 5.7 11.8
Manganés (Mn) NE 32.5 --
Mercurio (Hg) 17 <0.5 <1
Molibdénio (Mo) 50 -- --
Niquel (Ni) 420 4.6 0.28
Potassio (K) NE 1100 3029
Selénio (Se) 100 - --
Zinco (Zn) 2800 215 0.049
PARAMETRO LODO BRUTO

pH NE 6.7 6.3
Umidade % NE 83.6 82.6
MO [g.kg™}] NE 136.17 360
NTK [g.kg™] NE 75 62

--: Analise néo realizada; <LQ: Abaixo do limite de quantificacdo; NE: Nao especificado
pela Resolucdo CONAMA 375; MO: matéria organica; NTK: nitrogénio kjeldahl. Anélise
de metais ICP-OES/SM21-3120 B.
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Tabela 2 - Frequéncia de aberragbes cromossdmicas (AC), microndcleo e quebra
cromossdmica (MN+QC), morte celular (MC) e indice mitético (IM) obtidos no
bioensaio com o sistema teste de A. cepa, nas amostras de abril de 2009 e maio de
2010

Amostra  Tratamento AC MN+QC MC IM
CN 0,49+0,23 0,85+0,52 0,25+0,21 14,2242 51
MMS 1,08+0,45*  4,52+3,66* 0,41+0,32 15,29+1,87
Abr/2009
TRIF 2,34+0,44* 0,81+0,37 0,60+0,42 15,12+2,79
SOL 1,12+041* 0,85+0,52 0,54+0,42 14,02+1,68
CN 0,27+0,22 0,53+0,32 0,39+0,58 13,79+1,45
) MMS 0,78+0,55* 2,07+0,72* 0,49+0,56 15,03+2,52
Mai/2010
TRIF 2,32+1,06* 1,06+0,52* 0,97+0,94 13,78+3,46
SOL 1,11+0,51* 1,85+1,34* 0,36+0,49 14,24+2,23

CN: Controle negativo agua destilada (H,O); MMS: Controle positivo metiimetano sulfonato
[0,127 uL]; TRIF: Controle positivo trifluralina [0.84 ppm]; SOL: Lodo de esgoto solubilizado; *:

Estatisticamente significativo em relacéo a CN, Kruskal-Wallis (p<0.05).
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Tabela 4 - Teste de micronucleo em células F; de A. cepa e em células do gréo de
poélen de T. pallida (Trad-MCN)

Amostra Tratamento Média+DP
A. cepa-F1
CN 1.60+1.14
MMS 11.80+3.56*
Abr/2009
TRIF 6.40+2.07*
SOL 6.20+1.48*
CN 2.00+0.53
MMS 4,70+1.33*
Mai/2010
TRIF 3.90+0.99*
SOL 5.00+1.49*
Trad-MCN
CN 2.75+1.38
MMS -
Abr/2009
LB 7.77+1.20*%
SOL 12.2+4.36**
CN 2.71+0.95
MMS 14.00+2.00*
Mai/2010
LB 8.55+1.01*
SOL 11.70+2.00**

CN: Controle negativo agua destilada (H,O); MMS: Controle positivo metilmetano sulfonato
[0,127 pL]; TRIF: Contorle positivo trifluralina [0.84 ppm]; SOL: Lodo de esgoto solubilizado;
LB: Lodo bruto; *: Estatisticamente significativo em relagdo a CN, Kruskal-Wallis (p<0.05); **:
Estatisticamente significativo em relacdo & CN e LB, Kruskal-Wallis (p<0.05); -: Analise ndo

realizada.
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Figura 1 — Localizacdo da area de estudo (Sub-bacia do rio Atibaia). Fonte: adaptado
do comité PCJ.
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Figura 2 — A e B: células com micronucleo; C: anafase com ponte; D: tel6fase com
perda e atraso cromossémico; E: tel6fase com ponte; F. anafase com fragmento
cromossOmico; G: teléfase com fragmento cromossdémico; H: teléfase com perda

cromossOmica; I: C-metéafase; J: metafase com perda cromossémica. Aumento 400x.



Figura 3 - Tétrades de Tradescantia; seta: micronucleo. Aumento 400x.
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6. DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram utilizados dois organismos vegetais para a
avaliacdo do potencial citotdxico, genotdxico e mutagénico do lodo de esgoto e
seu respectivo solubilizado. Para tanto, foram quantificados micronucleos em
células F; de A. cepa e T. pallida (Trad-MCN) e realizado o teste de aberracdes
cromossOmicas na regido meristematica de A. cepa.

Na amostra solubilizada foi constatado que o lodo avaliado néo
apresentou efeito citotoxico, de acordo com o teste de morte celular e indice
mitotico em células da regido meristematica de A. cepa, ao contrario disso, foi
possivel observar efeito positivo ao desenvolvimento das raizes, provavelmente
em detrimento da matéria organica como fonte de nutrientes. No entanto, os
resultados obtidos nos ensaios de toxicidade genética foram estatisticamente
significativos, indicando efeito genotdxico e mutagénico. A amostra de lodo
bruto impediu a germinacdo das sementes de A. cepa, provavelmente devido a
alta concentracdo de amonia.

Com relacéo ao Trad-MCN foi constatado que o lodo solubilizado induziu
maior mutagenicidade em relacdo ao lodo bruto, dessa forma, € possivel
concluir que o elemento mutagénico encontra-se na fracdo solluvel, e assim
representa risco de contaminacdo ambiental, pois pode ser carreado ou
percolado, representando uma fonte difusa de contaminacdo, caso aplicado
diretamente ao solo. Fomin (1999) mostrou que, em exposicdo a extratos
aquosos, a absorcéo de metais genotoxicos pelas plantas depende diretamente
do pH das solucbes e, assim, seu efeito pode ser minimizado quando
incorporados ao solo. Mielli et al. (2009) demonstrou que a exposi¢cao dos

organismos, em longo prazo, parece mais efetiva que intoxicacdes feitas em
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laboratdrio, devido ao tempo de exposicdo, indicando que a vantagem de
utilizar plantas em campo é simular a situacao real.

Tendo em vista a grande aplicabilidade do organismo-teste Tradescantia
pode-se concluir que este vegetal constitui valiosa ferramenta de
monitoramento ambiental, devido a sua comprovada sensibilidade. A reviséo
apresentada mostrou que o0s bioensaios Trad-MCN e Trad-SHM firmaram
posicao de destaque nas décadas de 80 e 90, sendo amplamente empregados
em diversas partes do mundo e em diferentes aplicacdes.

O objetivo desse estudo nao foi identificar os possiveis contaminantes
presentes no lodo de esgoto, logo, as andlises fisico-quimicas foram realizadas
para comparacao da concentracdo dos metais presentes no lodo com relacédo a
Resolucdo CONAMA 375, de modo a verificar se o lodo em questao € passivel
de aplicacéo agricola. De acordo com as analises, foi possivel verificar que o
teor de metais se encontra abaixo dos limites estabelecidos pela Resolucéao,
sendo assim, pelo menos para esse parametro, o lodo estudado possui
potencial de reuso.

Vale lembrar ainda de que se trata de um estudo pontual, onde foi
avaliado o lodo bruto, enquanto a legislacdo estabelece o tratamento e
estabilizacao prévia do residuo, o que talvez possa reduzir o efeito genotoxico
e mutagénico do lodo em questdo. Deve-se ressaltar também que as
concentracfes de metais apresentadas sédo aceitaveis pelo CONAMA 375,
porém o efeito genotoxico e mutagénico do lodo pode estar relacionado a
outros compostos como poluentes organicos por exemplo.

De acordo com Harrison et al. (2006) no lodo de esgoto existe uma
gama bastante diversificada de grupos quimicos (como PCBs, pesticidas,
HPASs), enquanto ha outros para 0s quais pouco se tem conhecimento, tais
como nitrosaminas. Avaliando os riscos de produtos quimicos individuais, 0s
efeitos sinérgicos ou antagbnicos ndo sdo avaliados, gerando um alto grau de
incerteza.

O preenchimento dessas lacunas do conhecimento sobre a
concentracdo, destino e toxicidade de contaminantes provenientes do lodo séo
fundamentais para o conhecimento dos riscos associados a aplicacdo ao solo
(HARRISON et al., 2006). A matéria organica pode aumentar o transporte de

substancias quimicas em solug¢édo, aumentando assim o potencial de lixiviacao.
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Estes cenérios sédo de dificil previsdo e os compostos podem ser transferidos
para o lencol fredtico e ocasionar contaminagdo do subsolo. Portanto, a
avaliacdo de risco é um requisito fundamental para a plena compreenséo do
comportamento complexo dessa substéncia de caracteristica heterogénea
(SINGH; AGRAWAL, 2008).

Dessa forma, levando-se em consideracdo a escassez de recursos dos
sistemas publicos no setor de saneamento, juntamente com o alto custo da
bateria de testes estabelecidos pela Resolucio CONAMA 375 para a
viabilidade da aplicacdo de lodo de esgoto em solos agricolas, pode-se dizer
que:

- Os ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade poderiam ser
aplicados como estudos preliminares de avaliagéo, pois séo capazes de indicar
o efeito direto do lodo, em um curto periodo, e indicar as consequéncias futuras
dessa aplicacdo, uma vez que os danos permanentes apresentados ao DNA
podem ser passados as geracdes futuras como consequéncias irreversiveis;

- A aplicagédo dessa técnica permite reduzir de sobremaneira o tempo de
analise dos ensaios toxicolégicos de exposicdo crbnica convencionais, € sao
sensiveis mesmo para substancias presentes em baixas concentracoes;

- Alguns parametros observaveis no ensaio de aberracbes cromossdomicas
podem evidenciar os mecanismos de acdo da substancia ao organismo
exposto, e assim, fornecer informagdes valiosas sobre os efeitos adversos até
mesmo para extrapolacdo para os seres humanos ou a descoberta de
mecanismos para tratamento de reversao desse efeito;

- A Resolucéo encontra-se em fase de revisdo, sendo valido qualquer estudo e
sugestdo sobre o tema proposto, de modo a representar maiores informacdes
sobre os riscos e beneficios da aplicacdo do lodo de esgoto na agricultura, bem
como o comportamento dessa substancia no meio ambiente.

Conclui-se, que o objetivo desse trabalho foi alcancado, uma vez que os
organismos utilizados ofereceram respostas as amostras analisadas. Portanto,
os testes de toxicidade genética com vegetais superiores sao pertinentes para
regulamentacao da aplicacdo de lodo de esgoto na agricultura. Contudo, mais
testes se fazem necessarios para estabelecer os limites seguros da atividade

genotdxica e mutagénica, ou ainda, qual o risco que se pode assumir ao dano
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genético, de forma ambientalmente segura, da area de aplicacao para qual o
lodo se destina.
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