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RESUMO

Efluentes industriais e domésticos podem conter agentes quimicos e
biolégicos que, em elevadas concentracdes, causam danos aos ecossistemas
aguaticos e a saude ambiental. Um dos efeitos mais nocivos desses agentes
poluidores é a sua capacidade de induzir alteracdes celulares. O uso de testes
especificos capazes de detectar o potencial toxico de substancias quimicas
caracteriza-se em uma importante estratégia para avaliacdo ambiental. Neste
contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os potenciais citotoxico,
genotoxico e mutagénico de amostras de agua de recursos hidricos da cidade de
Santa Gertrudes-SP, relacionada com recebimento de efluentes de atividade
ceramista, por meio de ensaios realizados com o sistema-teste de Allium cepa.
Foram realizados testes com amostras de agua coletadas no corrego Itaqui, apos
despejos de efluente de industria ceramica e em duas nascentes, tanto em periodo
chuvoso como de seca. Para a analise dos parametros de toxicidade descritos
acima, sementes de A. cepa foram expostas a germinacdo nas amostras das aguas
coletadas. Quando as radiculas atingiram 2 cm de comprimento, oS meristemas
foram fixados em solugéo de Carnoy 3:1, para serem utilizadas nas avaliagbes das
possiveis alteracdes dos indices de germinacdo e mitéticos, bem como de inducéao
de aberra¢cbes nucleares e cromossomicas. Além disso, também foram avaliadas,
como outro parametro indicativo de mutagenicidade, as frequéncias de
micronucleos em células F; de A. cepa. O controle negativo foi realizado em agua
(osmose reversa) e o controle positivo em metilmetanosulfonato (MMS). O material
fixado foi corado pela reacéo de Feulgen e as laminas foram preparadas, utilizando
as porcOes meristematica e F; das raizes de A. cepa. As andlises foram realizadas
em microscépio de luz, por meio da contagem de alteracbes nucleares
(micronucleos e brotos) e de aberracfes cromossémicas (perdas, quebras, pontes
cromossOmicas, entre outras) em células meristematicas, e da contagem de
micronucleos (MN) em células F;. A comparacdo dos resultados foi feita pelo teste
estatistico de Mann-Whitney. A avaliacdo dos possiveis contaminantes presentes
nos recursos hidricos foi realizada através da analise quimica, na qual foram
investigadas as concentracdes de amonia, nitrito, nitrato, fésforo, fluoretos, fosfatos
e 0S metais pesados aluminio, caddmio, chumbo, cobre, cromo, niquel e zinco. Pelos

resultados obtidos na primeira coleta, foi possivel observar que todos os pontos



analisados apresentam compostos citotoxicos. As aguas coletadas no ponto P1
também apresentam potencial genotoxico e as aguas dos pontos P3 e P4 potencial
mutagénico. Apos o tratamento de recuperacdo por 48h, foi observada a perda dos
potenciais citotoxico e genotdxico, 0 que nao ocorreu para 0 potencial de
mutagenicidade (para P1 e P3). Ja na segunda coleta, as amostras apresentaram
potencial citotoxico para todos os pontos analisadas e a recuperacao nao foi efetiva
em nenhum dos casos. A partir dos resultados obtidos neste estudo, podemos inferir
que os efluentes lancados pelas industrias cerdmicas nos recursos hidricos da
cidade de Santa Gertrudes causam grandes impactos no ambiente, pricipalmente

pelo efeito citotoxico observado.

Palavras chave : citotoxicidade, Allium cepa, aberragcdes cromossdmicas.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Atualmente é crescente a preocupacdo com a poluicdo ambiental, devido ao
fato de que as atividades humanas tém provocado, ao longo dos anos, grandes
Impactos nos ecossistemas. O crescimento desenfreado da atividade industrial
colaborou de maneira significativa para o aumento da polui¢do, principalmente a dos
ambientes aquaticos, devido aos descartes de efluentes. Quando os residuos
industriais ndo séo tratados adequadamente, ou quando ndo sao tratados, eles
podem conter compostos poluidores perigosos capazes de induzir efeitos citotoxicos,
genotoxicos e mutagénicos a biota local exposta (CLAXTON et al., 1998; RANK;
NIELSEN, 1998).

De acordo com Carita (2007), em muitos casos, os efeitos téxicos ndo podem
ser observados e medidos diretamente nos organismos, ja que muitas mutacdes nédo
implicam em mudancas detectaveis de imediato nas atividades celulares ou
metabodlicas do organismo, passando assim despercebidas. Por esse motivo, &
indicado o uso de testes que sejam capazes de avaliar se 0s agentes toxicos podem
induzir efeitos danosos nos organismos expostos, para se estimar e comparar 0s
iImpactos destes agentes no ambiente como um todo (SILVA; FONSECA, 2003).
Esses testes seguem padrfes exequiveis e reprodutiveis para se obter, além de
resultados rapidos, a garantia da integridade destes e a certificacdo de possiveis
impactos no ambiente estudado (FISKEJO, 1985).

Sabe-se que a espécie Allium cepa (Alliaceae) é considerada um organismo
teste eficiente para estudos de citotoxicidade e genotoxicidade (MATSUMOTO et al.,
2006; FERNANDES et al.,2007; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-
MORALES, 2008; LEME et al.,, 2008), sendo muito utilizada para avaliacdo
toxicolégica de amostras ambientais diversas, o que a torna indicada para ser usada
no presente estudo.

1.1 Poluicdo e mutagénese ambiental
As mutacdes no material genético sdo eventos normais que ocorrem em

todos os seres vivos, consideradas como uma das bases da diversidade biologica,

sendo, portanto, fundamentais no processo de evolucdo. As mutacdes que ocorrem
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naturalmente nos organismos, geralmente em baixa frequéncia, sdo denominadas
de mutacdes intrinsecas ou espontaneas que, na maioria das vezes, séo resultados
de erros no processo de replicagdo do material genético, que podem ser
facilmente corrigidos pelo mecanismo de reparo. Diferentemente das mutacdes
espontaneas, existem as muta¢fes induzidas, que podem aparecer devido a
exposicdo de organismos a agentes quimicos, fisicos e biolégicos, denominados
agentes mutagénicos. Os agentes mutagénicos quimicos sdo os de maior
predominéancia no meio ambiente e, consequentemente, 0s que induzem um maior
impacto sobre os organismos vivos (MARIN-MORALES, 2009).

Os agentes mutagénicos quimicos sao encontrados em alimentos,
farmacos, agrotoxicos, efluentes domésticos e industriais. Quando 0s organismos
Vivos s80 expostos a estes compostos, eles podem sofrer mudancas (induzidas) no
seu material genético, que podem ndo se expressar imediatamente e, portanto,
caracterizar uma mudanca de dificil deteccao (VOGEL, 1982).

Entre os contaminantes ambientais mais prejudiciais, principalmente os dos
ambientes aquaticos, estdo os efluentes industriais, que podem, possuir moléculas
metélicas bioativas. Os metais, segundo Pascalicchio (2002), induzem alteracdes na
estrutura dos cromossomos, 0 que pode promover mutagdes pontuais, tanto
em procariontes quanto em eucariontes.

Embora muitos metais sejam essenciais a vida por participarem de processos
fisioloégicos, a sua requisicdo é sempre em pequena quantidade. Quando esses
compostos se apresentam em excesso no ambiente, eles acabam interferindo nas
atividades biologicas e prejudicando os organismos a eles expostos (PATRA et al.,
2004). Com o advento da industria moderna, houve um aumento significativo da
contaminacao por ions e componentes metalicos (STEINKELLNER et al., 1998).

Como estas substéncias podem ser bioacumuladas nos organismos, quando
incorporadas a cadeia tréfica, elas podem se acumular nos organismos em niveis
troficos extremamente superiores aqueles aos quais foram diretamente expostos
(PAPAGIANNIS et al., 2004).
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1.2 Poluicédo aquéatica de recursos hidricos de Santa Gertrudes-SP

A area de estudo do presente trabalho estd localizada na sub-bacia do
cérrego lItaqui, regido dos lagos do municipio de Santa Gertrudes-SP, onde se
encontra o maior polo ceramico do pais. Ferreira (2000) afirma que este poélo
ceramico é responsavel por 50% da producdo nacional de materiais ceramicos,
gerando 144 t/més de residuos que, de acordo com a NBR 10004 da ABNT,
pertencem a classe | de periculosidade.

De acordo com o artigo 24 da Resolugdgo CONAMA 357, o langamento de
cargas poluidoras nos corpos de agua somente podera ser realizado se o efluente
for devidamente tratado, segundo as condi¢cdes pré-estabelecidas presentes nessa
mesma resolucdo (BRASIL, 2005). No entanto, a regido de estudo vem sofrendo
uma intensa degradacao ambiental, devido ao lancamento de efluentes liquidos e de
disposicdo inadequada de residuos sélidos derivados das linhas de esmaltagédo do
processo produtivo das ceramicas (OLIVEIRA, 2008).

Segundo Bernardin (2006), os efluentes liquidos provenientes das inddstrias
ceramistas sdo compostos basicamente de substancias como corantes que contém
oxidos de Al, Co, Zr, Si,Cr, Zn, Ni, Ca e Sn; esmaltes com SiO,, B,O3, Na,O e PbO;
compostos organicos de resinas sintéticas; tintas contendo Pb, Ca, Si, Al, Fe, Cr e
Mn, além de sélidos em suspenséo, como argilas e silicatos. Estudos realizados por
Silva (2001) detectaram uma contaminacdo por metais no solo, nos sedimentos e
nas aguas superficiais e subterraneas dos recursos hidricos da regido.

De acordo com um estudo realizado por Carita (2007), a presenca de
compostos quimicos detectados em alguns pontos de amostragem de agua da
regido de Santa Gertrudes-SP contribuiu para as atividades téxica, citotoxica,
genotéxica e mutagénica observadas para 0s organismos-teste Oreochromis
niloticus e A. cepa. Esses resultados alertam para os riscos de despejos de efluentes
domésticos e industriais nos corpos hidricos, ja que, de acordo com a Cetesb (1997),
35% da populacdo do municipio € abastecida com a agua subterranea coletada no

local.
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1.3 Anélise quimica da agua

Para uma melhor caracterizacdo da agua, além das analises dos parametros
bioldgicos, é importante que também seja realizada uma avaliacdo dos parametros
guimicos, ja que esses parametros sdo regulamentados por normas e padrbes
definidos nas portarias do Ministério da Saude (RICHTER; NETTO, 1999).

As andlises quimicas da agua consistem, basicamente, na quantificacdo dos
elementos e espécies ibnicas presentes na dgua, o que permite o estabelecimento
de uma associacdo dos efeitos que cada um desses compostos pode induzir nos
organismos eventualmente expostos. Devido a grande quantidade de contaminantes
despejados no sistema hidrico da regido, é de extrema importancia a realizacdo da
andlise quimica de amostras de 4gua dos seus recursos hidricos, uma vez que
concentracOes alteradas de determinado elemento podem causar prejuizos ao meio
ambiente e a saude publica (CLESCERLL et al., 2003).

1.4 Bioensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagénicidade com o

organismo teste A. cepa

Os testes de toxicidade realizados com vegetais superiores sao considerados
sensiveis e simples, por isso sdo comumente utilizados para avaliacdo de poluentes
ambientais. Muitos vegetais sdo reconhecidos como bons indicadores de efeitos
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos de ambientes contaminados com agentes
quimicos (CARITA; MARIN-MORALES, 2008).

Dentre 0s vegetais superiores, a espécie A. cepa apresenta caracteristicas
importantes para um organismo teste, tais como sua cinética de proliferacao,
crescimento rapido de suas raizes, o grande numero de células em divisdo, a sua
alta tolerancia a diferentes condi¢cfes de cultivo, sua disponibilidade durante todo o
ano, seu facil manuseio e por possuir cromossomos em numero reduzido (2n=16) e
de tamanho grande (GRANT, 1982; FISKEJO, 1985, RANK-NIELSEN, 1994). Assim,
este organismo € utilizado por muitos pesquisadores para a avaliacdo de efeitos
biol6gicos de poluentes ambientais.

A acao citotoxica € a capacidade de uma substancia alterar a cinética de

proliferacéo celular ou de induzir morte celular. Assim, para essa avaliacdo, podem



13

ser analisados parametros como o indice Mitético (IM) e o indice de Morte Celular
(IMC). Os efeitos genotoxicos podem ser analisados por ensaios capazes de estimar
0 potencial de um agente induzir lesées no material genético. Estes efeitos podem
ser quantificados, por exemplo, pelo ensaio do indice de Aberracdes
Cromossomicas (IAC). Os danos mutagénicos podem representar outras alteracoes
no material genético, que sdo quantificadas pela frequéncia de microndcleos e de
guebras cromossomicas (MARIN-MORALES, 2009).

A diferenca entre os efeitos genotéxicos e mutagénicos reside no fato de que
os efeitos genotdxicos podem ser transitorios, ou seja, passiveis de serem corrigidos
pelo sistema de reparo, ou altamente detrimentais, que podem levar a celula a
morte, ndo transmitindo o efeito para outras geracdes celulares; enquanto os efeitos
mutagénicos sao persistentes, constituindo alteracdes permanentes que podem ser
repassadas entre as geracoes celulares (DEARFIELD et al., 2002).

De acordo com Hoshina e Marin Morales (2009), ensaios realizados com A.
cepa sao eficientes e confiaveis na avaliacdo de qualidade da agua de rios. Estudos
realizados por essas autoras, com agua do Rio Atibaia, antes e ap0s o descarte de
efluentes de uma refinaria de petroleo, detectaram acgdo citotoxica, além de efeitos
aneugénicos e clastogénicos dessas aguas. Carita e Marin Morales (2008)
realizaram ensaios com amostras de agua do Ribeirdo dos Cristais impactadas com
efluentes de industrias téxteis. As autoras observaram que estes efluentes possuiam
potencial de induzir aberracdes em células meristematicas de A. cepa, devido,
provavelmente, ao potencial genotdxico de azocorantes presentes neste efluente.

Estudos realizados por Carita (2010), com bulbos de A. cepa submetidos a
agua de rios da bacia de Santa Gertrudes, impactados por efluentes industriais de
um polo ceramista, mostraram uma diminuicdo no indice mitético das células
meristematicas desses organismos, 0 que indicou um alto potencial toxico. As
andlises quimicas realizadas com amostras de 4guas desses efluentes mostraram a
presenca de metais toxicos para plantas, como o mercurio (Hg), o cobre (Cu), o
niquel (Ni), o chumbo (Pb), o cobalto (Co) e o cadmio (Cd) (KABATAPENDIAS;
PENDIAS, 1984).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar, por meio de ensaio com
A. cepa, a citotoxicidade, a genotoxicidade e a mutagenicidade de amostras de agua
de recursos hidricos da regido ceramista da cidade de Santa Gertrudes-SP, para

assim estimar os possiveis impactos desta atividade industrial nos rios da regiao.

2.2 Objetivos especificos

Para a avaliacdo do potencial téxico das aguas dos recursos hidricos da
cidade de Santa Gertrudes, foram avaliados parametros quimicos e bioldgicos,
conforme descrito abaixo.

- Andlise das caracteristicas quimicas de amostras de aguas coletadas em
recursos hidricos da cidade de Santa Gertrudes, sob a influéncia de atividades
ceramistas;

- Andlise do potencial citotoxico das amostras de agua coletadas em recursos
hidricos da cidade de Santa Gertrudes, pela analise de altera¢Bes nos IM e de IMC
das células meristeméticas de A. cepa expostas a estas amostras, antes e apos
tratamento de recuperacao;

- Andlise dos potenciais genotéxico e mutagénico das amostras de agua
coletadas em recursos hidricos da cidade de Santa Gertrudes, por meio da analise
de aberracbes cromossObmicas e nucleares em células meristematicas, e de
microndcleos de células meristeméticas e F; de A. cepa, expostas as amostras de
agua, antes e apos tratamento de recuperacéo;

- Por fim, este trabalho pretende contribuir com informacdes sobre o0s
potenciais efeitos danosos que os efluentes industriais ceramistas podem acaretar

nos recursos hidricos da cidade de Santa Gertrudes.



15

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Ponto de coleta das amostras

Para a avaliagcdo da qualidade da agua de recursos hidricos da cidade de
Santa Gertrudes que estdo sob a influéncia de atividades ceramistas, foram
escolhidos quatro pontos especificos de seus recursos hidricos. O primeiro ponto
(P1) situa-se na saida de uma tubulagcdo de aguas fluviais, que também transporta
efluentes industriais, que lanca suas aguas no rio Itaqui; o segundo ponto (P2) esta
localizado no coérrego Itaqui; o terceiro ponto (P3), um possivel controle ambiental,
situado em uma nascente cuja 4gua é ultilizada para atividade de irrigacdo; e o
guarto ponto (P4), escolhido inicialmente como controle ambiental, esta localizado

em uma nascente da regido chamada de Hilario Gaspar.

3.1.2 Material biolégico

Os testes bioldgicos foram realizados com sementes do sistema teste de A.
cepa (cebola), de um mesmo lote, da variedade Baia Periforme. Elas foram
submetidas, separadamente, a germinacdo nas diversas amostras de agua
coletadas, para estimar sua potencialidade citotoxica, genotdxica e mutagénica. O
teste controle negativo (CN) foi realizado com agua ultra-pura e o teste controle
positivo (CP) foi realizado com metilmetanosulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS N°
66-27-3), na concentracdo de 9 x 10 M.

3.2 Métodos
3.2.1 Bioensaio com sementes de A. Cepa
As sementes de A. cepa foram dispostas em placas de Petri, sobre papel de

filtro embebido com as amostras de agua dos recursos hidricos de Santa Gertrudes,

com agua (CN) e com o MMS (CP). A germinacdo ocorreu a temperatura ambiente
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(aproximadamente 21° C), até que as sementes atingissem, aproximadamente, 1,5
cm de comprimento. Apds atingirem o comprimento mencionado, metade das raizes
germinadas, de cada placa, foram coletadas e fixadas, para posterior confeccéo de
laminas (tratamento continuo). O restante das raizes foi transferido para placas
cobertas com papel de filtro embebido em &gua ultrapura, para o tratamento de
recuperacgédo, por um periodo de 48 horas, sendo, apos este periodo, todas as raizes
coletadas e fixadas em solucédo de Carnoy (Alcool-Acido Acético 3:1 —v/v), por 18
horas, em temperatura ambiente (T.A.). Ap0s a fixacao, as raizes foram transferidas
para uma nova solucdo de Carnoy e mantidas em refrigerador, até a sua utilizacao
na confec¢do de laminas.

As raizes fixadas foram coradas pela reacdo de Feulgen, conforme descrito
por Feulgen e Rossenbeck, apud Mello e Vidal (1978). Apos a coloracao, as regides
meristematicas das raizes, foram seccionadas, cobertas com laminula e,
cuidadosamente, esmagadas em uma gota de solugdo de carmim acético a 2%. As
laminulas foram removidas com nitrogénio liquido e as laminas montadas em resina
sintética (Mounting Media, Permount®, Fisher Scientific). Também foram
confeccionadas laminas das regides nao meristematicas (células F;) das raizes de
A. cepa, por meio do protocolo descrito por Ma et al. (1995), para a verificacdo das
frequéncias de MN destas células. Para o preparo das laminas com a regiao F; foi
seccionada uma porcdo do tecido situado acima (1 mm) da regido meristematica,
gue corresponde exatamente a regido F; das raizes. A coloracdo deste material
seguiu 0 mesmo protocolo descrito para a regido meristematica. Todos o0s

experimentos foram realizados em duplicata.

3.2.2 Analises quimicas da agua

Para a realizacdo das andlises quimicas das amostras de &agua,
primeiramente, o material coletado foi submetido a filtracdo em membrana de 0,45
UM e armazenado em geladeira . Foram realizados, em parceria com o Laboratorio
de Estudos de Bacias (LEBAC), testes com amonia, nitrito, nitrato, fésforo, fluoretos,
fosfatos e os metais aluminio, cadmio, chumbo, cobre, cromo, niquel e zinco. Os

resultados foram colocados em tabela e expressos em ppm.
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4. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 Ensaios com A. cepa

Nos ensaios com a regido meristematica, foi contabilizado um total de 5.000
células por amostra e por tratamento (exposicao continua e recuperacdo de 48h),
sendo 500 células por lamina, compreendendo um total de 10 laminas analisadas (5
laminas/bateria de experimentos). JA nos ensaios com a regido ndo meristematica
(Fy), foi contabilizado um total de 2.000 células por amostra e por tratamento, sendo

200 células por lamina, compreendendo um total de 10 laminas.
4.1.1 Anélise dos efeitos citotoxicos
Os efeitos citotoxicos foram determinados pelas anélises dos indices Mitéticos

(IM) e pelas analises dos indices de Morte Celular (IMC), considerando para IMC

tanto células apoptoéticas como necraéticas.

IM = Ndmero total de células em divisdo x 100
Total de células observadas

IMC = Numero total de células em morte x 100
Total de células observadas

4.1.2 Analise dos efeitos genotoxicos

Para andlise da genotoxicidade, foram avaliados diferentes tipos de
aberracfGes cromossdmicas (perda de material genético, aderéncia cromossbmica, c-
metafase, ponte cromossdmica, multipolaridade e poliploidia) e alteracdes nucleares

(broto nuclear e célula binucleada), com os quais foram obtidos indice de
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Aberracdes Cromossdmicas (IAC), nas diferentes fases do ciclo celular das células

meristematicas.

IAC = NUmero total de células alteradas x 100
Total de células observadas

4.1.3 Analise dos efeitos mutagénicos

Pela analise dos efeitos mutagénicos, foi possivel estabelecer o indice de
Mutagenicidade (IMt) determinado por meio da observacdo e contagem de células
com a presenca de micronicleos e de quebras cromossémicas da regido

meristematica, e de células micronucleadas da regido F; das raizes.

IMt = Numero de células com MN e guebras cromossémicas x 100
Total de células observadas

IMN-F1 = Ndmero de células F; com MN_ x 100
Total de células observadas

As mais evidentes anormalidades observadas, para cada amostra, foram foto-
documentadas, para registro e comprovacao dos resultados. Apds a obtencédo dos
resultados de toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, foram
realizadas as analises estatisticas pelo Teste de Mann-Whitney, com p<0,05, para

comparar as diferengas entre as amostras e 0 controle negativo.

5. RESULTADOS

5.1 Resultados da coleta verao
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5.1.1 Analises fisico-quimicas

As analises quimicas realizadas para a deteccdo e quantificacdo de
componentes presentes nas amostras de &gua dos quatro pontos estdo
apresentados na

Tabela 1 (andlise fisica) e na Tabela 2 (analise quimica).

Tabela 1 - Andlise fisica das aguas coletadas em janeiro/2013

Coleta 1 (janeiro/2013)
Ponto Ponto Ponto Ponto

P1 P2 P3 P4
Temperatura (°C) 21,57 23,52 23 23,19
pH 7,57 7,38 5,85 5,54
Oxigenio Dissolvido (mg/l) 5,37 6,3 4,15 4,31

Oxigenio Dissolvido (%) 62,5 75,8 49,5 51,5

Fonte: Elaborado pelo autor
Tabela 2 - Andlise quimica das aguas da coleta de janeiro/2013, realizada no
LABEC UNESP-RC

Composto Max. P1 P2 P3 P4
Al 0,1 0,84* 0,11* 0,015 0,025
Ba 0,7 0,12 0,094 0,39 0,1
Cd 0,001 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005
Pb 0,01 <0,005 0,006 <0,005 <0,005
Cl- 250 9,42 3,85 24,1 2,26
Co 0,05 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003
Cu 0,009 <0,004 <0,004 <0,004 0,013*
Cr 0,05 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003
Fe 0,3 0,031 0,24 0,043 0,064
F- 1,4 0,54 0,18 <0,010 <0,010
P 0,025 0,99* 0,018 0,008 0,006
Li 2,5 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Mn 0,1 0,14* 0,18* 0,007 0,007
Ni 0,025 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003

NO3- 10 15,8* 1,64 23,9* 2,29
NO2- 1 0,37 <0,02 <0,02 <0,02
SO4 250 22,8 2,57 5,03 0,74

Zn 0,18 0,045 0,027 0,015 0,072

*significancia
Fonte: Elaborado pelo autor
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A andlise quimica da agua indicou um indice superior ao permitido pela
resolucdo n° 357 de 17 de marco de 2005 (BRASIL,2005) para o Cu, no ponto P4; P,
no ponto 1; Mn, no ponto P1 e P2 e NO3 para os pontos P1 e P3; e indices elevados
Al para P1 e P2.

5.1.2 Avaliacao da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em

ensaio com sementes de Allium cepa

Os pré-testes realizados com as amostras de agua coletadas nos recursos
hidricos da cidade de Santa Gertrudes indicaram necessidade da realiza¢cdo de uma
diluicdo (2:1) prévia dessas aguas, para que fosse possivel o desenvolvimento dos
testes com esse material, devido ao alto grau de contaminacao destas aguas.

Os resultados obtidos pelo teste de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade, realizadas com sementes de Allium cepa expostas a amostras de
aguas contaminadas por efluentes industriais, coletadas em janeiro de 2013, estédo
apresentados nas Figuras 1, 2, 3, 4 e 5. Os resultados para AC, MN e MN-F1 foram

fotodocumentados e estao dispostos na Figura 6.

Figura 1 - Médias do IMC, sem e com recuperacéo, observados para as células
meristematicas de A. cepa expostas as amostras de agua (janeiro/2013) de recursos
hidricos de Santa Gertrudes?®

& *significativo em relagdo ao CN (p<0,05)1
***gignificativo em relagdo ao CN (p<0,001)l
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 2 - Médias do IM, sem e com recuperac¢ao, observados para as células
meristematicas de A. cepa expostas as amostras de agua (janeiro/2013) de recursos
hidricos de Santa Gertrudes?®
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 3 - Médias do IAC, sem e com recuperacao, observados para as células
meristematicas de A. cepa expostas as amostras de agua (janeiro/2013) de recursos
hidricos de Santa Gertrudes®
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Figura 4 - Médias do IMt, sem e com recuperacao, observados para as células
meristematicas de A. cepa expostas as amostras de agua (janeiro/2013), de

recursos hidricos de Santa Gertrudes?
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Fonte: Elaborado pelo autor

22

Figura 5 - Médias do IMN-F1, sem e com recuperacado, observados para as células

regido F1 de A. cepa expostas as amostras de agua (janeiro/2013), de recursos

hidricos de Santa Gertrudes?

& *significativo em relagdo ao CN (p<0,05)1
***gignificativo em relagdo ao CN (p<0,001)l
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Figura 6 - AlteragcBes observadas nas células de A. cepa expostas aos tratamentos
com as diferentes amostras testadas.

- ¢\

A-célula em morte celular; B-broto nuclear; C-micronucleo; D-ponte cromossémica
Fonte: Elaborado pelo autor

Pelos resultados obtidos na coleta de verdo, foi possivel observar que os
compostos presentes nas aguas destes sistemas hidricos apresentam potencial
citotoxico para todos os pontos, potencial genotéxico para o ponto P1 e potencial
mutagénico para os pontos P3 e P4, considerando as células meristeméticas, e P2,
considerando as células da regido F;. ApOGs o tratamento de recuperagdo foi
observada a auséncia de potencial citotoxico e genotéxico , com excesdo de

potencial de mutagenicidade para os pontos P1 e P3.

& *significativo em relagdo ao CN (p<0,05)1
***gignificativo em relagéo ao CN (p<0,001)l
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5.2 Resultados coleta inverno

5.2.1 Analises fisica

Tabela 3 - Andlise fisica das aguas coletadas em julho/2013

Coleta 2 (julho/2013)
Ponto Ponto Ponto Ponto

P1 P2 P3 P4
Temperatura (°C) 19,52 21,16 22,45 22,61
pH 591 5,72 4,95 4,83

Oxigenio Dissolvido (mg/l) 10,15 9,61 9,41 9,74
Oxigenio Dissolvido (%) 113,9 110,2 1111 115,3

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2.2 Avaliacao da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade por meio

de ensaios com sementes de Allium cepa.

Os testes prévios realizados com as aguas amostradas ndo indicaram a
necessidade de diluicdo das amostras, para a realizacéo dos ensaios.

Os resultados obtidos pelo teste de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade de sementes expostas a amostras de aguas, sem diluicao,
coletadas em julho de 2013, estdo apresentados nas Figuras 7, 8, 9, e 10. O gréfico

de IMC foi suprimido, jA que nenhum dos pontos apresentou morte celular.

Figura 7 - Médias dos IM observados para as células meristematicas de A. cepa,
sem e com recuperacao, expostas as amostras (julho/2013) de recursos hidricos de
Santa Gertrudes®

& *significativo em relagdo ao CN (p<0,05)1
***gignificativo em relagdo ao CN (p<0,001)l
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Figura 8 - Médias dos IAC observados para as células meristematicas de A. cepa,
sem e com recuperacao, expostas as amostras (julho/2013) de recursos hidricos de
Santa Gertrudes®
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Figura 9 - Médias dos IMt observados para as células meristematicas de A. cepa,
sem e com recuperacao, expostas as amostras (julho/2013) de recursos hidricos de

Santa Gertrudes?
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 10 - Médias dos IM-F1 observados para as células meristematicas de A.
cepa, sem e com recuperagao, expostas as amostras (julho/2013) de recursos

hidricos de Santa Gertrudes?

IM-F1

Fonte: Elaborado pelo autor

& *significativo em relagdo ao CN (p<0,05)1
***gignificativo em relagdo ao CN (p<0,001)l
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Pelos resultados obtidos na coleta de inverno, foi possivel observar que os
compostos presentes nas amostras apresentam potencial citotoxico para todos os
pontos e que a recuperacao nao foi efetiva para nenhum dos pontos. Foi também

observado que, apods a recuperacao, os IM apresentaram valores mais altos.

6. DISCUSSAO

As sementes de A. cepa expostas as aguas coletadas nos quatro pontos no
periodo verdo (janeiro/2013), apresentaram uma queda significativa no indice
mitotico, comparado com o controle negativo, o que indica um potencial citotéxico
das amostras de agua, devido a presenca de agentes cuja acao téxica compromete
0 crescimento e desenvolvimento dos organismos a eles expostos. De acordo com
Smaka-Kincl (1996), a diminuicdo nos IM pode ser um importante indicador da acao
de uma substancia e pode ser usado para avaliar os niveis de poluicdo dos
ambientes, especialmente por compostos toxicos e citotoxicos presentes na area de
estudo.

Nesta mesma coleta, foram observados indices significativos de AC para o
ponto 1, ponto esse que, preliminarmente, foi considerado como controle ambiental.
Porém pelos dados significativos obtidos para este ponto, de AC, IM e MN, ele nédo
pode ser mais considerado como tal. Esse ponto apresentou, neste periodo
estudado, um possivel potencial genotdxico, ja que aberracdes cromossdémicas (AC)
sdo reconhecidas como importantes consequéncias de acBes genotoxicas de
agentes quimicos (NATARAJAN, 2002).

Ja nos pontos P3 e P4, foi observado um alto indice de micronucleos para as
células meristematicas, o que é um indicativo de mutagenicidade. Segundo Hoshina
et al (2008), os micronucleos sdo considerados como decorrentes de acédo
mutagénica, pois como sdo observados também em células interfasicas que ja
passaram por um ciclo completo de divisdo, confirmam a viabilidade célular, mesmo
guando estas estao alteradas. Além disso, P2 apresentou valores significativos de
MN nas células F;, o que reforca e indica mutagenicidade desta amostra, ndo sendo
possivel considera-lo entdo como um eficiente controle ambiental, como inicialmente

proposto.
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Os potenciais citotoxicos e genotéxicos deixaram de ser evidentes, apés o
tratamento de recuperacdo de 48 horas com &gua ultrapura, porém isso nao ocorreu
para o potencial de mutagenicidade do ponto P3, indicando assim que, para essa
coleta, a recuperacao foi parcialmente efetiva.

Na coleta realizada no periodo de inverno (julho/2013), houve um predominio
de acao citotdxica para as amostras. Os resultados mostraram que a citotoxicidade
foi significativa para todos os pontos, e que essa agao persistiu apos o periodo de
recuperacado. Isso também pode ser evidenciado pelo pequeno tamanho das raizes
da semente, se comparada ao tamanho das raizes do controle negativo.

Para essa mesma coleta, foi observado que, apos o periodo de recuperacao,
houve um aumento do IM, porém o IAC ndo se mostrou significativo, se comparado
ao controle negativo. Com isso, péde-se concluir que o periodo de recuperagao nao
foi efetivo para a normalizacdo de nenhum dos indices e pontos considerados.

Com relagéo as andlises quimicas, foi detectada a presenca de varios metais
nas aguas, tanto do corrego quanto das nascentes, sendo algumas delas com
registros acima do nivel permitido pela legislacao brasileira. Isso é preocupante, ja
gue as aguas das nascentes sdo usadas pela populagéo local tanto para consumo
proprio como em irrigacdo de uma horta que abastece a cidade. Além disso, existe
um centro de pesca no corrego Itaqui, que acaba também transferindo, via cadeia
trofica, a contaminacao dessas aguas para a populacéo.

Os efluentes industriais encontrados na regido de estudos possuem um alto
potencial poluidor, por apresentarem substancias toxicas derivadas da lavagem dos
tanques de esmaltacdo das industrias ceramicas, como fons Cu*?, Cr*®, Fe**, Co*™?,
Ni*? e U*® (RUSSO, 1997). Essas industrias também realizam o processo da queima
de revestimentos ceramicos contaminados com fldor, cujos residuos acabam
atingindo a atmosfera e, em periodos chuvosos, podem se transformar em fluoretos
e contaminar os solos e rios, por meio de chuvas &cidas (FERRARI et al., 2003).

De acordo com Guerra (2009), contaminacdes dos organismos por misturas
complexas de metais podem levar a respostas diferentes das contaminacdes por
metais isolados. Isso ocorre pois h& diversas interagdes entre os contaminantes, que
podem ser independentes, antagonistas ou sinérgicas, promovendo, assim,
respostas diferentes nos organismos (BARCELO; POSCHENRIEDER, 1992).
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Um dos metais encontrados em niveis superiores aos indicados pela
resolucdo n® 357 de 17 de margo de 2005 (BRASIL,2005) foi o Cobre (Cu). Esse
metal, quando presente em elevadas concentracfes na agua, € capaz de intoxicar
organismos aquaticos (GROSSEL et al., 2002). Estudos com A. cepa tratados com
sulfato de cobre (CuSQO,) indicam que esse metal provoca aderéncia cromossémica
nas celulas e diminuicdo do indice mitético (FISKESJO,1988), diminuicdo esta
também evidenciada no presente estudo.

O aluminio, encontrado em niveis superiores aos indicados pela legislacéo,
tanto para ponto P1 quanto para ponto P2, de acordo com Pejchar (2008), é
altamente citotoxico para as plantas. O aluminio possui como principal consequéncia
fisioloégica a interrupcdo do crescimento das raizes e a mudanca na morfologia
radicular. Estas acdes sugerem que 0 citoesqueleto seja a estrutura alvo deste
metal, pois ele inibe a polimerizacdo dos microtibulos (VOUTSINAS et al., 1997).
Esse metal pode ser bioacumulado, podendo ser transferido via cadeia trofica e,
portanto, prejudicial tanto para os ecossistemas quanto a sautde humana (KREWSKI
et al., 2007; ACHARY et al., 2008). Isso indica que a acao citotoxica verificada nas
aguas do presente estudo pode ser causada por esse excesso de aluminio dos
efluentes das industrias da regido.

7. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nas coletas realizadas nos recursos hidricos
da cidade de Santa Gertrudes, pode-se inferir que os efluentes industriais lancados
pelas industrias de ceramica da regido estdo causando um impacto ao ambiente
estudado, evidenciado, principalmente, pelos efeitos citotoxicos observados. Pode-
se concluir também que em estacbes chuvosas 0 impacto dos componentes
presentes nos efluentes industriais € menor, possivelmente devido a maior diluicdo
dos poluentes pelas chuvas. No entanto, em estagcbes secas, como a concentragédo
dos contaminantes € maior, houve uma maior inducdo de alteracfes celulares, que,
mesmo apoés tratamento de recuperacdo, ndo foram totalmente normalizadas. Assim,
fica claro o impacto das industrias ceramistas sobre os ambientes aquéticos, o que
leva a necessidade de um maior controle das emissbes de seus efluentes no

ambiente, principalmente nos periodos de alta estiagem.
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