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RESUMO

A degradacgdo dos recursos hidricos, como os ambientes lénticos, dentre eles, os lagos, é uma
das maiores preocupacdes atualmente, visto que esta pode causar danos diretos ou indiretos a
saude e a sobrevivéncia dos organismos expostos. Um dos fatores que contribui para a
alteracdo da qualidade das dguas de ambientes lénticos é o despejo de efluentes,
principalmente aqueles de origem doméstica, portadores de substancias que chegam a ser
téxicas para o meio aquatico. Por meio dos testes citogenéticos, utilizando os mais
diversificados organismos-teste, € possivel biomonitorar a extensao da polui¢do e avaliar os
efeitos dessas substancias presentes no ambiente natural. Com esse intuito, o presente trabalho
tomou por modelo de estudo, um lago urbano artificial (Lago Azul, Rio Claro-SP) e objetivou
avaliar o potencial citotdxico, genotdxico e mutagénico das dguas desse ambiente, por meio
dos testes de aberragdes cromossOmicas e micronticleos, em células meristematicas de Allium
cepa (cebola), em dois tratamentos: o continuo e o periodo de recuperagdo, em dgua ultra
pura; e, pelo teste do micronucleo associado as anormalidades nucleares e do ensaio do
cometa, aplicados em eritrécitos de Oreochromis niloticus (tilapia). Coletas de 4guas sazonais
foram realizadas na estagdo seca (agosto/2006 e agosto/2007) e na estagdo chuvosa
(mar¢o/2007 e fevereiro/2008). Andlises fisico-quimicas foram feitas para uma coleta de cada
estacdo. A partir dos dados obtidos, pode-se inferir que as dguas desse ambiente l€ntico
apresentam potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico, nas duas estacdes de coletas, para
os dois organismos-teste empregados. As andlises de metais revelaram concentragdes acima
do permitido pela legislacdio de Ag, Cd*, Cu e Fe’*, em ambas as estacdes. Embora os
potenciais citotoxico, genotéxico e mutagénico tenham sido detectados nas duas estacoes, a

7z

estacdo seca € a que apresentou maior risco, pois neste periodo, as andlises de metais

. . ~ 3
evidenciaram elevadas concentragdes de Al°"

e Hg. Concluiu-se que os resultados obtidos sdo
decorrentes da influéncia da sazonalidade, uma vez que na estacdo chuvosa hd um maior
carreamento de substancias citotdxicas pelas dguas das chuvas e, na estagdo seca, uma maior
concentracdo dos poluentes devido a diminuicdo do volume de dgua, acarretando em uma

maior interacdo dos elementos presentes no sedimento com a coluna d’agua.

Palavras-chave: micronicleos, aberracdes cromossdmicas, anormalidades nucleares,

ambiente 1éntico.
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ABSTRACT

The degradation of water resources, as the lentics environments, among them, the lakes, is a
major concern now, because it can cause direct or indirect damages to health and to the
survival of the exposed organisms. One factor that can contribute to change the water quality
of lentics environments is the dumping of effluents, mainly those of domestic origin, carriers
of substances that come to be toxic to the aquatic environment. Through the cytogenetic tests,
using the most diverse systems-test, it is possible monitoring the extent of pollution and
assess the effects of substances on the natural environment. To that end, this work has taken a
model of study, an urban artificial lake (Lago Azul, Rio Claro-SP) and aimed to evaluate the
cytotoxic, genotoxic and mutagenic potentials of waters that environment, through tests of
chromosome aberrations and micronuclei in meristematic cells of Allium cepa (onion) in two
treatments: the continued and the period of recovery, in ultra pure water, and by the
micronucleus and nuclear abnormalities test and of the comet assay, applied in erythrocytes
of Oreochromis niloticus (tilapia). Seasonal collections of waters were held in the dry season
(august/2006 and august/2007) and the rainy season (march/2007 and february/2008).
Physical and chemical analyses were made for a collection of each season. From the data
obtained, it can be infered that the waters of this lentic environment had cytotoxic, genotoxic
and mutagenic potentials in two seasons of collections for the two systems-test employed.
Analyses of metals detected high concentrations of Ag, Cd2+, Cu, F63+, whose values are
higher than permitted by law, in both seasons. Although the cytotoxic, genotoxic and
mutagenic potentials have been detected in two seasons, the dry season is that presented the
highest risk, because in this period, the tests showed high concentrations of metals Al** and
Hg. It was concluded that the results are arising from the influence of seasonality, since the
rainy season there is a greater carried of cytotoxic substances by the waters of the rain, and in
the dry season, a greater concentration of pollutants due to reduced of water content, resulting

in greater interaction of elements present in the sediment to the water column.

Key-words: micronuclei, chromosome aberrations, nuclear abnormalities and lentic

environment.
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1. INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA

A polui¢do dos recursos hidricos € um problema sério e preocupante. Atualmente, é
crescente essa preocupacdo em diagnosticar € monitorar a poluicdo ambiental aquética.
Segundo Odum (1988), os ecossistemas de dgua doce, juntamente com o0s estudrios, fornecem
os sistemas mais baratos e convenientes para descarte de efluentes. Quase sem excec¢do, as
maiores cidades do mundo estdo localizadas préximos de grandes rios, lagos e estudrios que
servem como ‘“‘esgotos gratuitos’.

Dentre os problemas mais graves que afetam a qualidade da dgua de rios e lagos
encontram-se: 0s esgotos domésticos tratados de forma inadequada; o controle inadequado de
efluentes industriais, que constituem, indiscutivelmente, a maior fonte antrépica de compostos
quimicos langados nos corpos d’dgua, além da perda e destruicdo das bacias de captacdo; a
localizagdo erronea das unidades industriais e o desmatamento (VEGA et al., 1996; MORAES
e JORDAO, 2002).

Muitos desses efluentes constituem misturas toxicas, tais como agrotoxicos,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), metais pesados e uma enorme gama de
substancias que, conjuntamente, podem agravar ainda mais as condi¢des ambientais e,
conseqiientemente, todo o ecossistema (VEGA et al.,, 1996). Logo, é de fundamental
importancia, a realizacdo de testes que avaliem a toxicidade e a genotoxicidade, para se
verificar as reacdes dos organismos vivos a poluicdo, uma vez que os produtos gerados pela
tecnologia atingem os mais diferentes ambientes (aqudtico e terrestre), causando mutacdes
que podem afetar, muitas vezes, ndo s6 o individuo como também os seus descendentes (AL-
SABTI e METCALFE, 1995).

Na deteccao desses danos, vdrios organismos-testes mostram-se eficientes quando
utilizados em avalia¢des de possiveis efeitos de contaminacdo, baseados na demonstra¢do dos
danos cromossdmicos, como: alteracdes estruturais, formacdo de micronucleos, troca de
crométides-irmas, avaliagao de genes mutantes ou de danos no DNA (PENA, 1996).

Testes que avaliem a toxicidade e a genotoxicidade sao indispensdveis para se
verificar as reacOes dos organismos vivos a poluicdo e para indicar o possivel efeito
sinergistico de vdrios poluentes, uma vez que, andlises fisicas e quimicas da dgua indicam
somente a presenca e a concentragdo de diferentes poluentes (SMAKA-KINCL et al., 1996;
MATSUMOTO et al., 2006).

Os lagos, considerados como ambientes l€nticos, do ponto de vista cientifico,
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possuem uma dindmica muito particular quanto a interacao do sedimento com a coluna d’dgua
e a acdo dessa dgua nos organismos expostos, 0 que os tornam interessantes objetos de
estudos de biomonitoramento ambiental, além de oferecer inumeras finalidades, como:
abastecimento, irrigacdo, lazer e pesca. Logo, problemas derivados da redugdo da qualidade
das dguas destes ambientes t€ém merecido especial atencdo (ESTEVES, 1998; MORAES e
JORDAO, 2002).

Neste contexto, devido a importancia dos ambientes lénticos, somada a falta de informagdes
relacionadas a eles, este estudo objetivou estudar as dguas de um lago urbano que sofre
influéncia de dguas pluviais. Segundo os 6rgdos municipais locais, ndo ha influéncia de
efluentes domésticos neste lago, mas sim, de dguas decorrentes da lavagem de varios postos
de combustiveis localizados em seu entorno. Em contradi¢do, a pesca foi probida pela
Prefeitura Municipal, apds relato de que pessoas que consumiam os peixes do local

apresentaram problemas de sauide.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo geral avaliar a potencialidade citotoxica, genotoxica e
mutagénica das dguas de uma ambiente 1€ntico (Lago Azul), na cidade de Rio Claro-SP, por

meio dos sistemas-teste de Allium cepa e Oreochromis niloticus.

Objetivos especificos:

e Avaliar o potencial citotéxico, genotoxico e mutagénico, de um ambiente I€ntico, por
meio das andlises da freqiiéncia do indice mitdtico, aberracdes cromossdmicas e
microntucleos, em células meristematicas de Allium cepa;

e Avaliar o potencial genotéxico e mutagé€nico, das dguas deste mesmo ambiente, por
meio do ensaio do cometa e do teste do micronicleo e de outras anormalidades
nucleares, aplicados em eritrécitos de Oreochromis niloticus;

e Avaliar a influéncia da sazonalidade sobre os resultados das avaliacdes genotdxica e

mutagénica de um dos recursos hidricos da cidade de Rio Claro.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Genética Toxicolégica

Os agentes genotéxicos sdo aqueles que interagem com o DNA, alterando a sua
estrutura ou fung¢do. Quando essas alteracdes se fixam e adquirem a capacidade de serem
transmitidas, passam a ser denominadas de mutacdoes (UMBUZEIRO; ROUBICEK, 2003).

As mutagdes sdo a origem de toda a variabilidade genética, sendo fundamentais para a
manutencdo das espécies. Por isso, se diz que, sem a mutagdo, a vida seria inimaginavel,
apesar do potencial danoso que ela possui (ERDTMANN, 2003). Embora ocorram mutagdes
espontineas, a maioria das mutacdes € induzida pela exposi¢do dos organismos a diversos
agentes.

As mutacdes sao convencionalmente classificadas em gé€nicas (ou pontuais) e
cromossOmicas. As mutagdes génicas referem-se as mudangas de um ou poucos nucleotideos
do polimero de DNA, por delecdes, duplicacdes e/ou alteracdes de pares de bases, que
acabam modificando, portanto, o funcionamento de um gene. J4 nas mutacdes
cromossOomicas, hd uma reorganizagdo na estrutura do DNA por translocacdo, inversdo,
delecdo, duplicacdo, fusdo e fissdo dos cromossomos, alterando o complemento
cromossomico em estrutura e¢/ou nimero (ERDTMANN, 2003; JUNDI; FREITAS, 2003).

De acordo com Mitchelmore e Chipman (1998), a genotoxicidade, atividade de um
agente toxico capaz de danificar a molécula de DNA, € sem divida, uma conseqiiéncia da
polui¢do ambiental. Os compostos genotdxicos e mutagénicos encontram-se distribuidos nos
ecossistemas aquaticos e terrestres (solo e ar), sendo transferidos e acumulados, podendo
causar efeitos deletérios aos organismos expostos (UMBUZEIRO; ROUBICEK, 2003).

A preocupagdo em detectar os problemas causados por agentes genotoxicos inseridos
no meio ambiente alcancou aten¢do mundial, apés as bombas de Hiroshima e Nagasaki
(HENRIQUES; LEITAO, 2008).

Este tema tornou-se um assunto altamente relevante com as publicacdes da revista
Mutation Research, em 1964, quando os geneticistas que trabalhavam com os efeitos da
radiacdo ionizante e de agentes quimicos, fundaram a Sociedade Americana de Mutagénese
(Environmental Mutagen Society), em 1969, seguida pela criacio de inimeras outras
sociedades, preocupadas com o mesmo proposito (RIBEIRO et al., 2003).

Logo apds, novas ciéncias como a Genética Toxicoldgica e a Ecotoxicologia foram
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surgindo, com o intuito de avaliar as interagdes entre os quimicos ambientais e a biota,
evidenciando os efeitos adversos destes quimicos aos diferentes niveis de organizacdo
biolégica (FENT, 2004). O crescente interesse em estudos nesta drea permitiu o
desenvolvimento de inimeras técnicas de observagao dos efeitos dos poluentes em variados
organismos-teste. Ferramentas genéticas estdo disponiveis para o estudo da genotoxicidade e
da mutagenicidade ambiental: testes citogenéticos in vitro; testes de mutacdo génica em
bactérias (teste de Ames), testes em células de mamiferos, entre outros, no sentido de avaliar,
detectar e caracterizar os eventos genéticos, a fim de melhor entender como esses eventos
ocorrem na complexidade dos organismos.

De acordo com Ribeiro et al. (2003) com o rdpido crescimento da literatura cientifica
relacionada a estes temas, houve um despertar dos governos mundiais, para o risco em
potencial dos agentes mutagénicos para a populacdo e para a biosfera, uma vez que houve um
acimulo de dados que sugerem que a mutagenicidade € um parecer razodvel para a
carcinogenicidade. Desde entdo, os Orgdos de saide publica e agéncias ambientais
acrescentaram a mutagenicidade, um item a mais a ser avaliado em sua bateria de testes, antes
que agentes quimicos, aditivos alimentares e medicamentos fossem introduzidos no mercado.

Com o crescimento da populagdo humana e da produ¢do industrial houve um aumento
das descargas poluidoras, que provocaram a deterioracdo do meio ambiente. Os ecossistemas
aqudticos sdo os mais afetados, pois acabam de uma forma ou outra, servindo como
receptores temporarios ou definitivos, de uma enorme gama de substdncias, capazes de
induzir danos no material genético dos organismos expostos e a populacdio humana que
interage com este ecossistema aqudtico (CLAXTON et al., 1998; ANDRADE et al., 2004;
MATSUMOTO et al.,, 2006; EGITO et al., 2007). A polui¢do aquatica é uma das mais
preocupantes em paises em desenvolvimento, visto que, em virtude das precarias condi¢des
de saneamento, tratamento de esgotos e de efluentes e a md qualidade das dguas, podem
provocar danos ao material genético MATSUMOTO et al., 2006; EGITO et al., 2007).

Visto que e poluicdo aqudtica é uma das mais alarmantes, muitos estudos de
biomonitoramento de dguas de rios vém sendo desenvolvidos, ndo s6 aqui no Brasil como em
muitos lugares do mundo (MATSUMOTO et al., 2006; PANTALEAO et al., 2006; SOUZA;
FONTANETTI, 2006; EGITO et al., 2007). Porém, poucos sdo os estudos que relacionam a

genotoxicologia com a presencga de poluentes em ambientes 1€nticos.
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3.2 Genotoxicidade de metais pesados

Nas ultimas décadas, a contaminacdo ambiental por metais pesados tem aumentado
muito, principalmente com o desenvolvimento da industria moderna (STEINKELLNER et al.,
1998; MARCANO et al., 2002).

O problema da genotoxicidade causada por tais metais tem adquirido novas dimensoes
com o advento da era industrial. Estes metais chegam a biosfera pelo ar, dgua e pelo solo. Sao
capazes de causar grandes impactos na estabilidade dos ecossistemas, podendo até causar
efeitos adversos aos seres humanos, uma vez que podem provocar efeitos toxicos agudos e
cancer em mamiferos, devido aos danos causados ao DNA (MINISSI; LOMBI, 1997,
STEINKELLNER et al., 1998; PATRA et al., 2004).

Os metais sdo essenciais para a manutencdo e evolucdo de todas as formas de vida,
pois medeiam os estigios de disseminacdo da informacdo genética por meio do cdodigo
genético. Ao mesmo tempo, os mesmos metais podem, quando presentes em excesso, ou em
condi¢cdes e lugares equivocados, produzirem erros no sistema de informagdo genética
(PATRA et al., 2004).

Os metais pesados sdo potencialmente mutagénicos e estdo seriamente relacionados
com a polui¢cdo ambiental. Diversos estudos realizados com plantas tém mostrado que os
efeitos genotdxicos dos metais podem ser manifestados como alteracdes na estrutura
cromossdmica, no nimero cromossdomico e também por distirbios no aparato mitético
(FISKEJO, 1983; MINISSI; LOMBI, 1997).

O aluminio (Al) é o metal mais abundante e o terceiro elemento mais comum da crosta
da terra. Este metal possui acdo neurotéxica em humanos. Sua contamina¢do ocorre por via
alimentar ou pela 4gua (PATRA et al., 2000). E também um metal altamente citotéxico para
as plantas (PEJCHAR et al., 2002). Acredita-se que a mais importante conseqiiéncia
fisiolégica da toxicidade do Al seja a interrumpg¢do do crescimento da raiz das plantas e a
mudanca na morfologia radicular, sugerindo que o citoesqueleto seja a estrutura alvo, uma vez
que causam o rompimento do aparato mitético, por meio da inibi¢do da polimerizacdo dos
microtibulos (VOUTSINAS et al., 1997).

InvestigacOes realizadas por Fiskejo (1983; 1988) com bulbos de Allium cepa, tratados
com sais de Al, demonstraram que este tratamento levou ao desenvolvimento de duas
estruturas oblongas hialinas, formadas por material extravasado do nicleo, no citoplasma de
algumas células das raizes de cebola. O autor sugere ainda que a genotoxicidade do Al se

deve a dissolucdo nuclear e aderéncia cromossomica.
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Estudos realizados por Dovgaluyk et al. (2003), com nitrato de aluminio (Al (NO3)3),
em células meristematicas de A. cepa, demonstraram que este composto resulta em um denso
empacotamento dos microtibulos nas células.

Diversos estudos t€m avaliado o importante papel do aluminio como um fator de risco
para a doenca de Alzheimer e de outras patologias neuroldgicas, incluindo a doenca de
Parkinson e esclerose lateral amiotréfica, bem como doencas sistémicas, como diabetes e
cancer (PROLO et al., 2007).

A prata (Ag) é um metal que ocorre naturalmente na natureza, gragas aos processos
naturais de erosdo. Sua descarga no ambiente se dd pelo seu uso industrial (inddstrias
fotograficas e de eletronicos) e pelo despejo de efluentes das estagdes de tratamento. E ainda
um metal ndo essencial que, quando estd presente em elevadas concentracdes no ambiente
aquético, intoxica os organismos, sendo que a forma idnica deste metal é, geralmente, a mais
toxica (PURCELL; PETERS, 1998; GROSSEL et al., 1999). Na literatura, a prata esta
relacionada a estudos com organismos aqudticos (peixes e crusticeos). Logo, nestes
organismos a prata estd relacionado a um desequilibrio idnico e osmorregulatério, associado
as inibicdes da atividade da Na'/K*-ATPase e da captacio de Na® em nivel branquial
(GROSSEL et al., 2002).

O céddmio (Cd) € um metal pesado comumente utilizado em estudos ambientais devido
a sua alta toxicidade, larga distribuicdo no ambiente e longo periodo de meia-vida
(ALMEIDA et al., 2001; MARCANO et al., 2002).

Inddstrias quimicas, de tintas, de impressdao e téxteis sdo as principais fontes de
contaminagdo por cddmio no ambiente (MARCANO et al., 2002). Em vegetais superiores, a
primeira agdo do Cd € interferir no fuso mitético, induzindo alteragdes como: anafases
multipolares, pontes e perda cromossomica e uma distribui¢ao desigual dos cromossomos nas
células-filhas. Por atuar no aparato mitético, o Cd também contribui para a formacido de
micronucleos e inibicdo do indice mitdtico, o que indica uma evidéncia indireta da
genotoxicidade do Cd (MARCANO et al., 2006; SETH et al., 2008).

Em estudos realizados por Fiskejo (1988), bulbos de A. cepa tratados com cloreto de
cadmio (CdCl,) em diferentes concentracdes, apresentaram elevadas freqiiéncias de aderéncia
cromossOmica e C-metéfases.

Voutsinas et al. (1997) utilizaram sementes de Hordeum vulgare para avaliar a
habilidade de sete quimicos ambientais, dentre eles o CdCl,, em provocar o rompimento dos
microtibulos das células meristematicas das raizes desta planta, uma vez que o rompimento

dos microtibulos, induzido quimicamente, pode, durante a mitose, levar a aneuploidia. Os
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autores observaram que este quimico é capaz de produzir modificagdes na organizacao
microtubular e reduzir a afinidade do aparato do fuso em H. vulgare.

Dovgalyuk et al. (2003) investigaram a acdo fitotéxica do CdCl, em células
meristemadticas de A. cepa. Os resultados obtidos revelaram que a exposicdo das raizes de
cebola, a 50 uM de CdCl,, resultaram em um profundo distirbio da organiza¢do microtubular
e, conseqiientemente, a um severo desarranjo dos microtubulos, evidenciados por numerosos
fragmentos curtos de microtibulos na periferia celular.

Seth et al. (2008) avaliou os efeitos citogenéticos e os danos causados ao DNA, pelo
Cd, em trés concentracdes diferentes, por meio de aberragdes cromossdmicas e do ensaio do
cometa, em células meristeméticas de A. cepa. Os autores relatam que as trés concentragoes
de Cd foram capazes de inibir o indice mitdtico, induzir a formac¢do de aberracdes
cromossomicas e mitoticas e formar microndcleos, em células das raizes de cebola.

Além de causar danos aos microtibulos do fuso mitético em vegetais superiores, o Cd
€ ainda um estressor para organismos aqudticos. De acordo com estudos de Almeida et al.
(2001), que avaliaram o impacto causado as tildpias, apds exposi¢do ao cadmio, chegou-se a
conclusdo de que o Cd age como um estressor, uma vez que leva a alteragdes metabdlicas,
como: diminui¢do da atividade de algumas enzimas, como: fosfofruto quinase, lactato
desidrogenase e creatina quinase, promovendo a diminui¢do da glicélise do tecido muscular;
provoca também uma reducdo das concentracoes de proteinas totais no figado e na
musculatura branca desses peixes.

O cobre (Cu) também € um elemento essencial aos organismos e a sua necessidade é
regulada por mecanismos de controle homeostaticos. A toxicidade do cobre ocorre quando
tais mecanismos de controle, dentro de um determinado compartimento, sdo sobrecarregados
e/ou quando os mecanismos de reparo celular sao deteriorados (PEDROZO; LIMA, 2001).

Bulbos de A. cepa tratados com sulfato de cobre (CuSO4) e outros metais, em
diferentes concentracdes, resultaram em células portadoras de aderéncia cromossOmica, baixa
freqiiéncia de C-metdfases e uma diminuicdo dos valores obtidos para indice mitdtico
diretamente proporcional ao aumento das concentracdes de CuSO, (FISKEJO, 1988). Esse
mesmo autor pode concluir que o Cu foi 0 mais téxico.

Quando presente em elevadas concentracdes na dgua, o Cu é capaz de intoxicar os
organismos aqudticos, uma vez que o alvo deste metal parece ser a homeostase do sddio,
influenciando na absor¢ao de cloretos e na excre¢do de compostos nitrogenados. Sua forma

ionica geralmente é a mais téxica (GROSSEL et al., 2002).
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O ferro (Fe) € tido como elemento essencial para todas as formas de vida, uma vez que
também é um componente chave na manutencdo da homeostase celular. Inimeros processos
bioldgicos sdo intermediados por enzimas que requerem o ferro como co-fator (PEDROZO;
LIMA, 2001). O excesso de ferro no ambiente pode estar associado a peroxidacgao lipidica das
membranas e, conseqiientemente ao estresse oxidativo. Segundo Offer et al. (2005), a
indugdo de lesdes no DNA, tais como as quebras de fita dupla e aumento na freqiiéncia de
microntcleos foram descritos em individuos com alfa ou beta-talassemia, cujo estresse
oxidativo exacerbado foi mediado pela presenca de altas concentragdes plasmaéticas de ferro.

Estudos realizados por Rashed (2001), no lago Nasser (Egito), determinaram a
concentracdo de alguns metais, dentre eles o Fe, em tecidos de tildpias, com o intuito de
avaliar a polui¢do causada por tais metais. Foram observados elevados niveis de Fe nos
tecidos do estdmago destes peixes. A presencga deste metal foi maior no estdmago do que em
outros tecidos. O autor sugere que o elevado indice de Fe neste lago seja decorrente de um
aumento das descargas da agricultura nesta regido, a qual inclui fertilizantes quimicos e
biocidas.

O merctrio (Hg) € considerado um poluente de alto risco. A queima de combustiveis
fosseis € considerada uma fonte de mercurio. Estudos conduzidos em plantas e animais de
laboratdério mostraram que o mercurio tem a capacidade de inibir a formag¢ado do fuso mitético,
levando a uma distribui¢cdo anormal dos cromossomos e poliploidia. Esta acdo resultaria da
forte afinidade do mercurio pelos grupos sulfidrilas encontrados nas proteinas do fuso (DE
FLORA et al., 1994; CARDOSO et al., 2002).

Quanto a genotoxicidade do Hg, o efeito mais notdvel e consistente deste metal € a
indugdo de C-metéfases, por meio do distdrbio da atividade do fuso, resultando na formacao
de células polipléides ou aneupldides (PATRA et al., 2004). Tais efeitos foram observados
em estudos com Hordeum vulgare (PATRA et al., 2000).

Investigacdes realizadas com bulbos de A. cepa, tratados com cloreto de mercurio
(HgCl,), demonstraram ainda que este metal foi capaz de produzir uma elevada freqii€éncia de
células portadoras de aderéncia cromossomica neste vegetal (FISKEJO, 1988).

O Hg também ¢ capaz de inibir os canais de dgua das membranas das células de
vegetais superiores. Em concentragdes maiores de 1mg/L, o Hg acelera a peroxidacdo lipidica
das membranas, perturbando a sua integridade estrutural, aumentando a permeabilidade da

membrana das sementes (MA, 1998).
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3.3 O uso de Allium cepa como sistema-teste para o monitoramento ambiental

Testes citogenéticos sdo comumente aplicados no biomonitoramento da extensao da
polui¢do e na avaliagdo dos efeitos combinados de substancias téxicas e mutagénicas, sobre
os organismos no meio ambiente (MORAES, 2000).

O uso de vegetais superiores no diagndstico € no monitoramento da poluicdo
ambiental tem sido utilizado por diversos autores. Dentre esses vegetais, o Allium cepa
(cebola) tem sido utilizado na determinacdo dos efeitos citotdxicos, genotoxicos e
mutagénicos de indmeras substincias (GRANT, 1994) e na de amostras ambientais
complexas (COTELLE et al., 1999; GROVER; KAUR, 1999; MATSUMOTO; MARIN-
MORALES; 2004; GRISOLIA et al., 2005; EGITO et al., 2007; SOUZA et al., 2008).

O uso de A. cepa como sistema-teste foi originalmente introduzido por Levan, em
1938, quando este autor demonstrou que a colchicina poderia causar distirbios no fuso
mitético, levado a uma poliploidizacdo das células meristeméticas das raizes de Allium. Mais
tarde, este mesmo autor mostrou que diferentes solu¢des de sais organicos induziam diversos
tipos de aberracdes cromossdmicas em células meristemaéticas de raizes de A. cepa (LEVAN,
1945). Desde entdo, adaptacdes na metodologia do teste de A. cepa tém sido realizadas,
possibilitando uma avaliacdo e classificacdo mais abrangente de quimicos, sendo eles
misturas complexas, como o caso de grande parte das amostras ambientais, ou substincias
puras (FISKEJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1993; MA et al., 1995).

Além da sensibilidade na deteccao dos efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos,
a espécie A. cepa tem sido indicada como um eficiente organismo-teste, gracas as
caracteristicas que possui, como: conhecimento do seu ciclo celular; resposta a indmeros
mutiagenos conhecidos; o rdpido crescimento de suas raizes; o grande nimero de células em
divisdo; a sua alta tolerancia as diversas condi¢des de cultivo; a sua disponibilidade, pelo seu
facil manuseio e por possuir cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de grande
tamanho, fator fundamental para estudos de avaliacdo de danos cromossOmicos e/ou de
distirbios do ciclo de divisdo celular, incluindo riscos de aneuploidia (FISKEJO, 1985;
QUINZANI-JORDAO, 1987; GRANT, 1994; EVSEEVA et al., 2003; EGITO et al., 2007 ).

As células meristemadticas de A. cepa constituem um material citogenético eficaz para
analisar aberragdes cromossdmicas causadas pela poluicdo ambiental (KRISTEN, 1997). Com
o uso de células meristematicas, podemos quantificar uma série de parametros morfoldgicos e
citogenéticos, incluindo a morfologia e o crescimento da raiz, a determinacdo do indice

mitético, a indugdo de micronicleos e de metéfases, andfases e telofases aberrantes (GRANT,
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1994; EVSEEVA et al, 2003; MATSUMOTO et al., 2006; EGITO et al., 2007,
FERNANDES et al., 2007; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-
MORALES, 2008).

O teste de A. cepa, além de todas as vantagens mencionadas acima, tem mostrado alta
sensibilidade e boa correlagdo quando comparado com outros sistemas-teste, principalmente
com os de mamiferos. Segundo Grant (1982), de 148 quimicos avaliados pelo teste de Allium,
76% apresentaram respostas positivas, o que levou o autor a sugerir a inclusdo deste teste
como rotineiro de triagem para determinacdo de danos cromossémicos induzidos por
quimicos. De acordo com CHAUHAN et al. (1999), o A. cepa constitui um dos melhores
sistemas-teste ja estabelecidos, aplicados rotineiramente na avaliagdo do potencial genotéxico

de quimicos no ambiente, devido a sua boa correlacdo com outros sistemas-teste.

3.4 Teste de aberracées cromossomicas

As aberracdes cromossOmicas sao tidas como importantes eventos decorrentes das
acOes genotoxicas de agentes quimicos, aos quais diversos organismos estdo expostos,
inclusive o homem (NATARAJAN, 2002). Estudos epidemiolégicos tém relacionado a
elevada freqiiéncia de aberracdes cromossdmicas, na populacdo humana, ao risco significativo
de desenvolvimento de neoplasias (OBE et al., 2002).

Logo, uma das mais antigas ferramentas utilizadas no estudo de avaliacdo da
genotoxicidade e mutagenidade é o teste de aberracdes cromossomicas. Esse teste, baseado na
citogenética convencional, ¢ um dos poucos métodos diretos para mensurar alteracdes em
sistemas expostos a mutdgenos ou carcindgenos potenciais (RANK et al., 2002).

Devido a sua simplicidade, ao seu baixo custo, a sua versatilidade e as facilidades de
aplicacdo, os testes de aberragdes cromossdmicas se tornaram indicados para a avaliagao de
agentes toxicos e para o monitoramento da polui¢do (GROVER; KAUR, 1999).

O teste de aberracdes cromossdmicas em Allium cepa fornece um ripido exame dos
efeitos genotdxicos e mutagénicos de quimicos ambientais (GRANT, 1982; 1994; FISKEJ 0,
1985; 1988; RANK; NIELSEN, 1994; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004; LEME;
MARIN-MORALES, 2008). Este teste tem sido amplamente utilizado na avaliacdo de
amostras ambientais complexas, tais como dguas de rios (RANK; NIELSEN, 1998;
MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004; EGITO et al., 2007, LEME; MARIN-
MORALES, 2008), lagos (GRISOLIA et al., 2005), esgotos industriais e domésticos
(GROVER; KAUR, 1999; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004) e solos
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contaminados (COTELLE et al., 1999; SOUZA et al., 2008). Dentre os quimicos avaliados, o
teste de A. cepa, foi eficiente na avaliacdo de inseticidas (BIANCHI, 2008; PEDRO, 2008),
herbicidas (VENTURA, 2004; FERNANDES et al., 2007), corantes (CARITA; MARIN-
MORALES, 2008).

As células meristemdticas das raizes de A. cepa podem quantificar uma série de
parametros morfoldgicos e citogenéticos, incluindo a morfologia e o crescimento da raiz, a
determinacao do indice mitético, bem como a indug@o de microntcleos e de anormalidades no
ciclo celular de células meristematicas das raizes deste vegetal, como anéfases iniciais, C-
metéafases, aderéncias cromossOmicas, pontes e fragmentacdes cromossomicas. Estas
alteracdoes podem evidenciar ou até servirem como indicadores de eventuais mutacdes no
contedido genético celular (QUINZANI-JORDAO,1987; GRANT, 1994; VIDAKOVIE-
CIFREK et al., 2002; EVSEEVA et al., 2003; EGITO et al., 2007).

Tal teste tem sido utilizado por diversos autores e constituem, portanto, eficientes e
confidveis ensaios para o monitoramento ambiental (FISKEJO, 1985; GRANT, 1994;
SMAKA-KINCL et al., 1996; RANK; NIELSEN, 1997; STEINKELNNER et al., 1998;
COTELLE et al., 1999; HOSHINA, 2002; EVSEEVA et al., 2003; MATSUMOTO; MARIN-
MORALES, 2004; GRISOLIA et al., 2005; MATSUMOTO et al., 2006; EGITO et al., 2007,
CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008).

3.5 Peixes como organismos-teste e algumas consideracoes sobre a espécie Oreochromis

niloticus

Segundo Souza et al. (2005) e Lemos et al. (2005), em ambientes aqudticos, varios
organismos tais como, esponjas, moluscos, vermes bénticos, anfibios e, principalmente os
peixes, t€m sido utilizados como bioindicadores de toxicidade de poluentes.

Os peixes reinem ainda caracteristicas que os tornam excelentes modelos
experimentais para estudos de toxicologia aqudtica, em que sdo particularmente utilizados,
pois alertam sobre o potencial perigo de novas substancias quimicas ou para a possibilidade
de poluicao ambiental (POWERS, 1989).

Peixes e moluscos acumulam poluentes diretamente de &dguas contaminadas ou
indiretamente pela ingestdo de organismos contaminados, uma vez que desempenham
diferentes papéis na cadeia tréfica, sendo capazes de bioacumular, de forma direta,
contaminantes dissolvidos na dgua (MINISSI et al., 1996).

Alem de serem organismos-teste adequados para os estudos de genotoxicidade,
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numerosas espécies de peixes constituem uma importante fonte de proteinas e de outros
nutrientes na dieta humana. Os alimentos constituem a principal rota para exposi¢cao humana a
substancias toxicas e peixes t€m sido reconhecidos como os principais vetores de tais
substancias para humanos (AL-SABTI; METCALFE, 1995).

H4 um grande interesse, na literatura, sobre estudos referentes as neoplasias em
peixes, uma vez que a incidéncia de tumores estd correlacionada com altos niveis de
exposi¢do aos agentes mutagénicos e carcinogénicos no meio ambiente (HINTON et al.,
1992; DEPLEDGE, 1996).

Logo, € de extrema importancia o conhecimento dos efeitos dos poluentes despejados
em cursos d’dgua, sobre o material genético desses animais, a fim de avaliar a potencialidade
dessas substancias em causar possiveis efeitos teratogénicos e carcinogé€nicos em humanos
(KLIGERMAN et al., 1975; HARSHBARGER; CLARK, 1990).

Teoricamente, uma espécie de peixe € tida como ideal para estudos de genotoxicidade
e mutagenicidade se apresentar os seguintes critérios: (1) ser largamente distribuida em vérios
ecossistemas; (2) sensivel o bastante para detectar poluentes, mesmo em baixas
concentracdes; (3) adequada para trabalhos em laboratério; (4) permitir a captura de
individuos, em populagdes naturais sem detrimento para a conservacdo da espécie
(SANCHEZ-GALAN et al., 1998).

O género Oreochromis tem sido largamente utilizado na genética toxicoldgica
(GRISOLIA; STARLING, 2001; CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003). De acordo com
Alves-Costa (2001), a espécie Oreochomis niloticus (tildpia) constitui excelente sistema-teste
para ensaios laboratoriais, sendo, freqlientemente, utilizada para a investigacdo da toxicidade
de contaminantes de ecossistemas aqudticos. De acordo com Vijayan et al. (1996), O.
niloticus é reconhecida pela sua sensibilidade em responder, rapidamente, as alteracdes
ambientais.

Oreochromis niloticus (Perciforme, Cichlidae) ¢ um peixe de dgua doce, onivoro
(STARLING, 1998), de origem africana, que foi introduzido no Brasil pelo Centro de
Pesquisas Ictiol6gicas do Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (D.N.O.C.S), em
1971, em alguns acudes do nordeste brasileiro. No ano de 1982, esta espécie foi introduzida
na regido sudeste do pais (TANAKA, 2001).

E uma espécie de peixe comercialmente importante no Brasil, particularmente no
estado de Sado Paulo, constituindo importante fonte de proteina (TAVARES-DIAS;
MORAES, 2003). Esta espécie é também comumente encontrada em estudrios de todo o

mundo, bem como no Lago Azul, objeto deste estudo.
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3.6 Teste do Micronucleo

Hoje, com o avanco das pesquisas e da ciéncia, existe uma infinidade de abordagens
que podem ser utilizadas na identificacdo dos danos causados aos organismos expostos aos
poluentes ambientais.

Para Heddle et al. (1983), uma das técnicas mais promissoras, baratas e rdpidas para a
avaliacdo genotoxicoldgica é o teste do microndcleo. Micronicleos sao pequenas massas
intracitoplasmaticas de cromatina com aparéncia de um pequeno nucleo, resultantes de
quebras cromossOmicas ou aneuploidia durante a divisdao celular (HEDDLE et al., 1983; AL-
SABTI; METCALFE, 1995; GRISOLIA; STARLING, 2001). Durante a tel6fase, o
envoltdrio nuclear € formado ao redor do cromossomo inteiro ou do fragmento cromossomico
perdido, que se descondensa e, gradualmente, vai assumindo a morfologia de um nicleo
interfasico, com exce¢do do tamanho, pois este ¢ bem menor que o nucleo principal, razdo
pela qual é chamado de micronicleo (FENECH, 2000).

Embora o micronticleo possa se originar espontaneamente, a sua indu¢cao ¢ comumente
utilizada para se detectar danos no material genético, resultantes da exposi¢do a um agente
mutagénico (HEDDLE et al., 1983). Logo, o teste do micronicleo tem se mostrado uma
técnica promissora in vivo € in vitro para avaliar a mutagenicidade e a qualidade da dgua (AL-
SABTI; METCALFE, 1995; GRISOLIA; STARLING, 2001).

O teste do micronicleo ndo é considerado uma técnica vantajosa apenas pela
simplicidade de andlise de resultados, mas também pela possibilidade de aplicacio em
qualquer populacgdo celular, em proliferacdo, ndo sendo necessario o conhecimento cariotipico
prévio do organismo-teste empregado (HAYASHI et al., 1998). Desta forma, o teste do
microntcleo foi, originalmente desenvolvido com a utilizag¢do de eritrécitos policrométicos de
medula 6ssea de roedores, por Schmidt (1976), sendo mais tarde estendido para eritrécitos
circulantes (MAcGREGOR et al., 1980). Desde entdo, modificacdes no teste do micronucleo
tém sido realizadas com o intuito de aplic4-lo aos mais diversos organismos-teste.

Atualmente, o teste do micronicleo pode ser aplicado em bivalves (DAVID, 2007),
vegetais superiores (FISKEJO, 1988; GRANT, 1994; SMAKA-KINCL et al., 1996;
STEINKELNNER et al., 1998; YI et al., 2007, LEME; MARIN-MORALES, 2008), nas mais
diversas espécies de peixes (AL-SABTI; METCLAFE, 1995; GRISOLIA; STARLING, 2001;
SOUZA; FONTANETTI, 2006; ERGENE et al., 2007), dentre outros.

O mecanismo de formagao dos micronicleos € o0 mesmo para todos os organismos.

Em plantas, como A. cepa, o teste do micronucleo € avaliado, em células da regido F1 (regido
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ndo meristemdtica) ou ainda conjuntamente, com as aberracdes cromossomicas, em células
meristematicas (MA et al., 1995; Yl et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2008).

O teste do micronicleo tem sido aplicado, também com sucesso, em eritrécitos de
peixes (HOSE et al., 1987; GRISOLIA; STARLING, 2001; SOUZA; FONTANETTI, 2006).
Os eritrécitos de peixes sdo especialmente preferidos para este teste, pois sendo nucleados, os
micronucleos podem ser marcados facilmente como resultado de atividade clastogenica dos
contaminantes. Assim sendo, este teste pode ser considerado como um indicador bastante
sensivel da exposicdo cronica a contaminantes aquaticos (AL-SABTI; METCLAFE, 1995;
LEMOS et al., 2005).

Grisolia; Cordeiro (2000) investigaram os padrdes de sensibilidade intra e inter
especifico, na indu¢do de micronidcleos, em trés espécies de peixes, Tilapia rendalli,
Oreochromis niloticus e Cyprinus carpio, por quatro clastdgenos conhecidos: bleomicina,
ciclofosfamida, 5-fluorouracil e mitomicina C. Os autores observaram que a freqiiéncia de
micronucleos, induzidos pela ciclofosfamida, foi significativamente maior que seus
respectivos controles, para as trés espécies de peixes. Este clastdgeno também foi o mais
efetivo. Nenhuma diferenca na freqiiéncia de microntcleos foi observada entre as espécies.

O teste do microntcleo foi aplicado ainda, nessas mesmas espécies de peixes, para
avaliar a capacidade da descarga de duas estagdes de tratamentos de dguas, que s@o lancadas
no lago Paranod (DF), de induzir danos genéticos nesses organismos, em estudos realizados
por Grisolia; Starling (2001). Os autores observaram que ndo houve diferencas significativas
nas freqiiéncias de microntcleos entre o controle e as dreas hipertréficas do lago.

Uma andlise comparativa entre o teste do micronicleo em eritrcitos de peixes e de
roedores foi conduzido, utilizando a ciclofosfamida, a mitomicina C e alguns pesticidas. A
ciclofosfamida e a mitomicina C induziram a formagdo de micronicleos em ambos 0s
sistemas-teste. Este estudo revelou ainda que o teste do micronicleo, em peixes, pode ser
utilizado na avaliagcdo da genotoxicidade (GRISOLIA, 2002).

Os efeitos genotdxicos do efluente de uma industria téxtil também foram mensurados,
por meio do teste do microntcleo e de técnicas para analisar regides organizadoras de nucléolo
(AgNOR), em tildpias, em estudos desenvolvidos por Cavas; Ergene-Goziikara (2003). Os
peixes foram expostos a trés diferentes concentragdes dos efluentes, por trés, seis e nove dias.
A freqiiéncia de micronucleos foi examinada em eritrdcitos do sangue periférico e em células
de branquias. Os autores obtiveram como resultado, um aumento dose-dependente na
freqiiéncia de micronidcleos e outras anormalidades nucleares nos eritrécitos do sangue

periférico. A freqiiéncia de microntcleos em células branquiais também aumentou
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significativamente, enquanto que os parametros de AgNOR diminuiram. Estudos tém
mostrado que mudancas especificas das caracteristicas nucleolares em células de peixes
podem ser utilizados para a avaliacdo da toxicidade.

A avaliacdo dos efeitos mutagénicos causados por efluentes de uma refinaria de
petréleo e de uma estacdo de processamento de cromo foram avaliados, por meio do teste do
microntcleo, em eritrécitos de O. niloticus (CAVAS; ERGENE GOZUKARA, 2005). Os
resultados deste estudo mostraram que ambos os efluentes possuiam potencial genotéxico. Por
outro lado, os niveis de danos genéticos induzidos pelos efluentes da refinaria de petréleo
foram, consideravelmente, maiores do que os efluentes da estacdo de processamento de cromo.
Os autores sugerem ainda que, além dos micronudcleos, as anormalidades nucleares (como
nucleos do tipo blebed e lobed) também podem ser utilizadas como possiveis indicadores de
danos genotdxicos.

O teste do micronucleo também foi aplicado em eritrdcitos de Astyanax bimaculatus e
Hoplias malabaricus, coletados em dois sitios do rio Japaratuba (Sergipe), uma d&rea
impactada por um complexo de inddstrias petroquimicas (PANTALEAO et al., 2006). Os
autores compararam as respostas dos peixes desta drea impactada com os de uma area de
referéncia, rio Jacarecica, também em Sergipe. Os resultados obtidos indicaram um aumento
na freqiiéncia de microntcleos de A. bimaculatus, das amostras do rio Japaratuba, quando
comparado aos resultados obtidos com A. bimaculatus, do rio Jacarecica. H. malabaricus,
coletados nos sitios da drea impacatada, ndao apresentaram uma diferenca significativa na
freqiiéncia de microndcleos. Os autores, entdo, confirmam a eficdcia do teste do microntcleo
na deteccdo de contaminantes quimicos no ambiente aqudtico e validam o teste para o
monitoramento in situ da qualidade da 4gua. Demonstram também que, A. bimaculatus é mais
sensivel que H. malabaricus na indu¢do de microntcleos.

Souza; Fontanetti (2006) avaliaram, por meio do teste do micronticleo e alteracdes
nucleares, a capacidade das dguas do rio Paraiba do Sul, uma 4rea influenciada por efluentes
de uma refinaria de petréleo, causar danos genéticos em eritrécitos de O. niloticus. Este
trabalho detectou a presenga de substancias com potencial clastogénico e/ou aneugénico, bem
como de substancias citotoxicas, nas dguas desse rio.

Ergene et al. (2007) avaliaram a freqiiéncia de anormalidades nucleares, micronucleos
e brotos nucleares, no sangue periférico de trés espécies de peixes: Clarias gariepinus,
Alburnus orontis € Mugil cephalus das lagoas de Akgol e Paradeniz, pertencentes ao Delta
Goksu (Turquia). As concentracdes de metais pesados também foram mensuradas em

amostras de dgua e sedimento. Os resultados deste estudo indicam que as lagoas do Delta
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Goksu estdo contaminadas com poluentes genotdxicos e essa potencialidade esta relacionada
as atividades de agricultura e de descargas urbanas ou industriais.

Em eritrécitos de peixes, além da andlise de micronicleos, outras anormalidades
nucleares podem ser observadas; Carrasco et al. (1990) classificaram essas anormalidades
segundo seu aspecto como: “blebbed”, “lobed”, “notched” e “broken-egg”. Alguns autores
sugerem que essas anomalias devem ser contabilizadas concomitantemente a andlise de
microntucleos. O problema em contabilizar essas alteragdes existe, pois ndo hd um consenso
sobre o tipo de irregularidades da morfologia nuclear que podem ser consideradas andlogas ao
micronucleo, isto €, resultantes da acdo de um agente mutagénico, uma vez que OS
mecanismos da formagdo de tais lesdes ainda ndo estdo totalmente esclarecidas (AYLLON;
GARCIA-VAZQUEZ, 2000; CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003).

Carrasco et al. (1990) ndo encontraram correlagdes significativas entre as alteragdes
encontradas, incluindo o micronucleo e as areas poluidas estudadas. Os autores concluiram
que o teste do micronucleo pisceo € altamente questiondvel em estudos bioldgicos in situ e
que as lesdes nucleares observadas durante o estudo ndo possuiam origem mutagénica, como
resultado da exposi¢do a contaminantes.

Para contradizer os estudos de Carrasco et al. (1990), De Flora et al. (1991; 1993)
indicou a utilizacdo do teste do micronticleo pisceo como biomarcador precoce de poluicdo
ambiental. Deste modo, a freqiiéncia das alteragdes da morfologia nuclear e de microntcleos,
vem sendo utilizada por varios autores para esta finalidade (AYLLC)N; GARCIA-VAZQUEZ,
2000; BOMBALIL et al., 2001; CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003).

3.7 Ensaio do cometa

Outro teste utilizado com eficiéncia no biomonitoramento ambiental é o ensaio do
cometa, que avalia danos em células em proliferacio ou ndo, in vivo ou in vitro (MONTEITH;
VANSTONE, 1995).

O ensaio do cometa, ou eletroforese em gel de célula tnica, ¢ um método de estudo
genotoxicoldgico sensivel, que avalia danos ao DNA de células individualizadas. Este ensaio
combina a simplicidade de técnicas bioquimicas para deteccdo de quebras de fita simples de
DNA e/ou sitios dlcali-labeis com as abordagens tipicas dos ensaios citogenéticos em células
individualizadas (HARTMANN; SPEIT, 1997; SOUZA et al., 2005). E considerado um teste
sensivel, rapido e eficiente. Comparado com outros testes de genotoxicidade, as vantagens do

ensaio do cometa consistem na deteccdo de pequenos danos no DNA, requerimento de
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pequeno nimero de células, flexibilidade, precisdo, facil aplicacdo, reprodutibilidade e curto
periodo de tempo para a realizacdo do experimento (BELPAEME et al., 1998; TICE et al.,
2000; BUCKER et al., 2006).

O desenvolvimento da técnica se deve, principalmente, aos trabalhos de Ostling;
Johanson (1984), pela metodologia de eletroforese do DNA em micro-gel, e a de Singh et al.
(1988), que aperfeicoaram a técnica, atribuindo-lhe maior sensibilidade com o uso de solucao
alcalina. Atualmente, muitos grupos de pesquisadores internacionais tém publicado normas e
critérios para a realizacdo do ensaio, com o objetivo de estabelecer protocolos de alta
qualidade, para obter dados vélidos, reprodutiveis e fidedignos (KLAUDE et al., 1996;
BRENDLER-SCHWAARB et al., 2005; DI-PAOLO, 2006).

O ensaio do cometa tem sido aplicado, com sucesso, em eritrécitos de varias espécies
de peixes, destacando a sensibilidade das células sangiiineas destes animais aos efeitos

genotoxicos (PADRANGI et al., 1995; BELPAEME et al., 1998; GONTLO et al., 2003).

Mitchelmore; Chipman (1998) listam uma série de estudos desenvolvidos utilizando o
ensaio do cometa, em diferentes organismos aquéaticos. Neste trabalho, os autores discutem as
vantagens e desvantagens da utilizacdo deste ensaio, comparando-o com outras técnicas para
deteccao de quebras na fita de DNA, além de discutir a aplicabilidade do ensaio em estudos
de monitoramento ambiental. Os autores concluiram que este ensaio deve ser realizado com
cautela, para que niao ocorram erros de interpretacdo e, ainda, que o ensaio merece estudos
para detec¢do de variabilidade entre individuos e células expostos aos poluentes e aos
estimulos genotdxicos naturais.

Gontijo et al. (2003) também aplicaram o ensaio do cometa em eritrécitos de
Oreochromis niloticus, a fim de avaliar a possivel modulag¢do dos resultados da benzocaina,
nos eritrocitos expostos a dois mutdgenos conhecidos, o metilmetano sulfonato e o peréxido
de hidrogénio. Os resultados obtidos sugerem que o anestésico ndo influencia nos resultados,
sendo recomendado, devido ao bem estar proporcionado ao animal, por evitar o estresse.

Estudos ecotoxicoldgicos foram realizados, no porto de Goteborg, na Suica, a fim de
avaliar o impacto bioldgico da contaminagdo aqudatica do local, apés um derramamento de
petréleo, no ano de 2003 (FRENZILI et al., 2004). O ensaio do cometa foi aplicado em
eritrocitos de enguias, Zoarces viviparus, coletadas na drea impactada e em um sitio de
referéncia. Metabdlitos de hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) também foram
analisados na bile desses peixes. Os resultados obtidos pelos pesquisadores mostraram um

alto nivel de danos no DNA e, paralelamente, um pico de metabdlitos de HPAs na bile dos
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peixes da drea impactada.

Biicker et al. (2006) avaliaram o potencial genotéxico e mutagénico do benzeno, por
meio do ensaio do cometa e do teste do micronicleo, em peixes elétricos (Eingenmannia
virescens), expostos a 50 ppm deste composto, por diferentes tempos de exposicao. Pelo teste
do micronicleo ndo foi possivel detectar efeitos mutagénicos nos eritrocitos analisados; em
contrapartida, os resultados obtidos pelo ensaio do cometa sugerem agdo genotdxica do
benzeno, devido a um aumento progressivo no nimero de células com as maiores classes de
danos, de acordo com o gradual aumento dos tempos de exposicdo, indicando um efeito
tempo-dependente. Os autores concluem ainda que o ensaio do cometa é mais sensivel que o
teste do microntcleo.

Souza; Fontanetti (2007) utilizaram eritrécitos de O. niloticus no ensaio do cometa
para avaliar a possivel genotoxicidade das 4guas do rio Paraiba do Sul, numa drea sob
influéncia de uma refinaria de petréleo. Pelos resultados obtidos, a autora concluiu que havia
a presenca de substancias com potencial genotoxico nas dguas do rio, uma vez que observou
um aumento nos nucledides pertencentes as classes 2 e 3, em todos os meses de coleta.

Para avaliar o potencial genotéxico e mutagénico de diferentes concentragdes do
herbicida atrazina, Ventura et al. (2008), aplicou o ensaio do cometa e o teste do microntcleo,
em eritrécitos de O. niloticus. Os autores observaram que as diferentes concentragdes do
herbicida mostraram-se capaz de induzir uma alta freqiiéncia de micronicleos e outras
anormalidades nucleares, no teste do micronicleo e também, resultados significativamente
diferentes, no ensaio do cometa, para as trés concentragdes testadas. Pelos dados obtidos, os
autores concluiram que o herbicida atrazina pode ser extremamente danoso aos organismos

expostos a ele.

3.8 Ecossistemas lénticos como modelo de estudo

Segundo Margalef (1983) designam-se sob o nome de lagos, massas de dgua que
alcancam certa profundidade minima, suficiente para o estabelecimento de uma estratificacao
térmica, a0 menos em certos periodos do ano. S@o ainda corpos d’dgua interiores, sem
comunicacdo direta com o0 mar e suas dguas t€ém, em geral, baixo teor de fons dissolvidos,
quando comparadas as dguas oceanicas (ESTEVES, 1998).

Ainda de acordo com Esteves (1998), o lago ndao é um ecossistema fechado nem
permanente. Os lagos surgem e desaparecem no decorrer do tempo, gracas a Varios

fendmenos, dentre os quais 0s mais importantes sdo: o seu proprio metabolismo como, por
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exemplo, o acimulo de matéria organica no sedimento e a deposicio de sedimentos
transportados por seus afluentes, bem como poluentes das regides urbanizadas ou cultivadas.

De acordo com Odum (1988), os lagos, lagoas e os tanques sdo, convenientemente,
considerados ecossistemas de dguas paradas ou lénticos. Alguns caracteres biologicos dos
lagos estdo relacionados com caracteristicas faceis de serem apreciadas, como o fluxo e o
tempo de renovacdo da dgua, a extensdo de sua bacia e a sua profundidade (MARGALEF,
1983).

Dependendo das suas caracteristicas hidrdulicas, o lago apresenta grande instabilidade
limnoldgica. Seus compartimentos sdo divididos em: regido litordnea, regidao limnética ou
pelagica, regido profunda e interface dgua-ar. Essa classificagdo tem carater didatico, uma vez
que estes compartimentos nao estdo isolados dentro do ecossistema aqudtico, mas em
constante intera¢do, por meio de trocas de matéria e energia, superpondo-se muitas vezes
(ESTEVES, 1998).

A formacdo de grandes aglomerados urbanos e industriais, com crescente necessidade
de 4dgua para o abastecimento, irrigacao, navegacao, producdo de energia elétrica e lazer, faz
com que hoje, quase todas as atividades estejam cada vez mais dependentes da
disponibilidade de 4gua. Logo, a conservacdao dos ecossistemas aqudticos, visando sua
utilizagdo racional, tem sido um dos aspectos centrais de muitos estudos de monitoramento
ambiental, através de inumeras metodologias, uma vez que conservar estes ambientes
significa manter suas condi¢des naturais, para que possam ter seus multiplos usos garantidos
(ESTEVES, 1998; MORAES; JORDAO, 2002).

As caracteristicas ecotoxicoldgicas de lagos sdo de dificil caracterizagdo e
interpretacdo. Assim sendo, os lagos foram distinguidos em 76 tipos considerando diversos
fatores (quimicos, fisicos, bioldgicos), relacionados a geologia da regido onde ocorrem
(MARGALEF, 1983; ESTEVES, 1998). Na literatura cientifica, poucos sao os trabalhos
relacionados aos lagos, quando comparados com os de outros ambientes, como rios.

No lago Nasser, no Egito, estudos determinaram a concentragdo de metais pesados em
tecidos de tilapias (Tilapia nilotica), uma espécie comum deste lago, com o intuito de avaliar
a poluicdo causada por tais metais (RASHED, 2001).

Em Brasilia (DF), Grisolia; Starling (2001) avaliaram por meio do teste do
microntcleo em eritrécitos de Tilapia rendalli, Oreochromis niloticus € Cyprinus carpio, a
possivel presenca de mutdgenos nas dreas do Lago Paranod, cujas dreas recebem descargas
diretas das estagdes de tratamento de esgoto municipal.

Com o objetivo de analisar o potencial citotéxico e genotdxico das dguas superficiais
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de um lago artificial recente, denominado Lago do Onibus, no Rio Grande do Sul, Buttow et
al. (2004), por meio do sistema-teste de A. cepa, detectaram as potencialidades de
citotoxicidade e genotoxidade das dguas deste lago, pois evidenciaram alteracdes no sistema-
teste empregado.

Lemos et al. (2005) utilizaram o ensaio do cometa em Tilapia rendalli, a fim de
conduzir uma avaliacdo ambiental do Lago Igapé 1I, localizado na regido metropolitana de
Londrina-PR. Os resultados obtidos demonstraram que as amostras de dgua do lago possuiam
um ndmero significativamente alto de cometas pertencentes as maiores classes, indicando
genotoxicidade no ambiente.

Estudos para medir as concentragdes de merctrio total foram realizados nas dguas e
nos peixes dos Lagos Mandgua e Apoyo, na Nicardgua. Os autores observaram que as
concentracdes de mercurio do lago Mandgua eram 10 vezes maiores que a do lago Apoyo. As
concentracdes de mercurio em peixes nativos ndo foram significativas, apenas uma das quatro
espécies comerciais de tildpias do lago Mandgua excedeu o limite mdximo dos niveis de
mercurio, para o consumo humano. Portanto, os autores recomendam o monitoramento do
mercurio nas espécies de peixes destinadas ao comércio e ao consumo humano (McCRARY et
al., 2006).

Olivella (2006) mensurou 14 hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) em um
lago subalpino (lago Maggiore), no norte da Itdlia, no periodo de julho de 2003 e janeiro de
2004. O autor coletou dguas pluviais e dguas superficiais do lago e pode observar que houve
uma variabilidade temporal das concentragdes de HPAs nas dguas pluviais e nas superficiais.
As maiores concentragdes de HPAS, nas dguas superficiais do lago, foram encontradas nos
meses de novembro e dezembro, coincidindo com os meses de chuva. O autor pdde concluir
que a chuva era a principal fonte de contaminacdo do lago, por HPAs.

Oberholster et al. (2008) realizaram bioensaios com crustaceos, cnidarios, alface,
cebola e anfibios, na drea da reserva natural do lago Rietvlei, no sul da Africa. Os autores
observaram alta taxa de letalidade, em todas as amostras de dguas coletadas, pelos sistemas-
teste utilizados. Concluiram que a deteriorizagdo da reserva se dd, possivelmente, por fatores
como o aumento da urbanizacao e da industrializa¢ao nesta area.

De acordo com o Instituto Brasileiro de Produ¢do Sustentdvel e Direito Ambiental-
IBPS (2006), o fundo da Lagoa Rodrigo de Freitas, no Rio de Janeiro, estd contaminada com
metais pesados e hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs), substancia derivada de
6leos lubrificantes e do petréleo, que podem ser cancerigenas. Acredita-se que a polui¢do, que

estd acima dos niveis recomendados, possa chegar aos peixes, siris € caranguejos. Suspeita-se
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que esta contaminacdo esteja sendo provocada pelos postos de gasolina e por veiculos que
circundam a regido.

Logo, os problemas decorrentes da reducdo da qualidade da 4gua para o
abastecimento, assim como para as demais finalidades, tém recebido especial aten¢do. Assim,
investigacdes que possam colaborar na melhoria da 4gua utilizada pela populacdo, pela
identificacdo das fontes poluidoras, proposi¢cdes para sua eliminacdo e contribui¢do para a
estabilidade do ecossistema e para o estabelecimento de critérios bioldgicos, fisicos e quimicos

para o controle da dgua, sdo de extrema importancia.

3.9 Caracterizacio da area de estudo e padrdoes de qualidade de agua para a saide

publica — classificacao das aguas segundo Resolu¢ao 357/2005 (CONAMA).

O Lago Azul € um ecossistema léntico (Figura 1), pertencente a cidade de Rio Claro,
interior do estado de Sdo Paulo. Localiza-se entre as coordenadas 22° 23° 25.79”’S e 47° 33’
48.01"’W. Hoje, este ecossistema possui uma area de 3,56 hectares, com uma profundidade
que varia de 20 cm a 1,80 m. Foi construido em 1970, pelo represamento do cérrego da
Serviddo, a fim de contribuir com a drenagem e a regularizacdo do percurso do mesmo,
buscando evitar enchentes nesta regido da cidade (TANAKA, 2001), uma vez que as aguas
vindas das ruas dos bairros situados a montante dessa area traziam muitos sedimentos (terra,
lixo e entulho), contribuindo para o assoreamento do cérrego.

De acordo com o administrador do lago, a nascente do cérrego da Servidaoo situa-se
no bairro Jardim Portugal e, provavlemente, esteja destruida devido a constru¢cdo do bairro
residencial. Segundo Tanaka (2001), problemas de inundacgdo, infiltracdo, erosdao e
contaminacdo das dguas por esgoto ocorrem em diferentes pontos do cérrego e também no
lago, mesmo depois da canalizag3o.

Por situar-se em um fundo de vale, recebe toda a carga pluvial da maioria dos bairros
da cidade. Em comunicagdes pessoais, descobrimos que por periodo indeterminado, recebeu
efluentes nao tratados de uma lavanderia industrial e esgotos clandestinos, embora essa
afirmagdo seja negada pelos 6rgdos municipais. Acredita-se que, por escoamento de dguas
pluviais, recebe também substancias derivadas de gasolina e dlcool, devido a presenca de

vdrios postos de combustivel ao seu entorno.
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Figura 1. Localizagdo do Lago Azul, na cidade de Rio Claro-SP. (Fonte: RIO CLARO. Prefeitura Municipal,
1990 apud MOITA, 2007). Desenho modificado por Arnaldo Rosalém, com organizacdo de Luciana Rossi
Moita, 2007.
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Atualmente, a drea que margeia o Lago Azul apresenta 110.000 m? de area verde, que
serve como drea de recreacdo e lazer, possui quadras poliesportivas, parques, pistas para
caminhadas, além da pratica de atividade pesqueira. A pesca foi proibida pela Prefeitura
Municipal de Rio Claro, no ano de 2005.

De acordo com a resolu¢do n°357 de 17 de marco de 2005, do CONAMA (Conselho
Nacional do Meio Ambiente), que dispdem sobre a classificagdo dos corpos de dgua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, estabelecendo as condi¢des e padrdes de
lancamento de efluentes, as dguas doces sdo classificadas, de acordo com seus usos
preponderantes, em até cinco classes.

Por esta classificacdo, o Lago Azul estd inserido na classe 2. Para esta classe, as dguas
podem ser destinadas ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento convencional;
a protecdo das comunidades aqudticas; a recreacdo de contato primdrio, tais como natacio,
esqui aqudtico e mergulho; a irrigacdo de hortaligas, plantas frutiferas e de parques, jardins,
campos de esporte e lazer, com os quais o publico possa vir a ter contato direto; a aqiiicultura
e a atividade de pesca.

De acordo com o laudo of-098/CEI, da CETESB, de 29 de agosto de 2006, como o
Lago Azul € um corpo d’agua pertencente a classe 2, deveria se enquadrar dentro dos
parametros estabelecidos e, como tal, de acordo com os resultados obtidos por tal laudo, o
lago encontra-se fora de sua classificacdo, atendendo somente aos parametros de nitrogénio
(nitrato/nitrito) e oxigénio dissolvido, conquanto o oxigé€nio direto apresenta-se elevado,
devido a intensa formagdo de algas. Segundo este mesmo laudo, os parametros que
desenquadram o referido lago desta classificagdo sao, essencialmente, devido ao langamento
de esgotos clandestinos nas galerias pluviais, que adentram ao lago.

Frente a problemadtica exposta, torna-se necessario um estudo de biomonitoramento
das dguas deste lago, uma vez que este compreende uma importante area de lazer, recreacdo e
pesca. Soma-se a isto, o fato da comunidade que consumia os peixes ali obtidos, apresentarem
problemas de saide, levando a proibicao da pesca pela Prefeitura Municipal de Rio Claro no
de 2005, segundo indicativos ambientais da Companhia de Tecnologia de Saneamento

Ambiental-CETESB (Piracicaba-SP).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais biologicos

Para a realiza¢do dos bioensaios foram utilizados dois organismos-teste. Sementes de
mesma variedade de Allium cepa (Liliaceae), popularmente conhecida como cebola baia
piriforme, de mesma marca, lote e prazo de validade, a fim de evitar diferentes respostas as
diversas etapas dos testes.

Peixes da espécie Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae), popularmente
conhecido como tildpia do Nilo, também foram utilizados para este estudo. No total foram
utilizados 60 individuos com tamanho médio de 10 cm, para evitar diferencas intra-
especificas relacionadas ao tamanho e idade dos peixes. Os espécimes foram oriundos de

piscicultura (UNESP - Campus de Rio Claro).

4.2 Localizaciao da area de estudo e coleta das amostras de agua

A égua utilizada no presente trabalho foi coletada no Lago Azul (Figura 2), localizado
no municipio de Rio Claro — SP, cuja drea € influenciada por tributérios pluviais. As coletas
foram realizadas em agosto de 2006, margo e agosto de 2007 e fevereiro de 2008.

Com o auxilio de um barco, adentramos ao lago e coletamos a dgua em 3 pontos
distintos. Foi feita a mistura das dguas coletadas nos préprios recipientes de coletas. Apds a
coleta das amostras, a dgua foi levada ao Departamento de Biologia, da UNESP de Rio Claro,

para a montagem dos bioensaios.

Figura 2. Lago Azul, Rio Claro-SP: Local de coletas de dguas:A: vista panoramica do Lago

Azul (imagem de satélite, obtida pelo Google Earth®); B. tributdrio pluvial.
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4.3 Analise fisico-quimica da agua

Dados referentes ao pH, DBO, DQO, sélidos totais dissolvidos, condutividade elétrica,
carbono organico total (COT), nitrito, nitrato, turbidez e dos metais Ag, Al, As, Cd, Co, Cu,
Cr, Fe, Hg, Na, Ni, Pb, e Zn foram obtidos utilizando a metodologia USEPA, para as coletas
de agosto/2007 e fevereiro/2008, pelo laboratério ASL Anélises Ambientais, da cidade de Rio

Claro.

4.4 Bioensaios

4.4.1 Bioensaios com A. cepa

Sementes de A. cepa foram submetidas a germinacdo em dguas oriundas do Lago
Azul, a solucdo de 10 pL/mL de metilmetanosulfonato® (CAS N°66-27-3) e a 0,84 ppm de
trifluralina® (CAS N°1582-09-8 ), para controles positivos e em dgua ultra pura, para controle
negativo.

Os ensaios foram realizados em placas de Petri, contendo, aproximadamente, 100
sementes. As sementes permaneceram nessas placas até atingirem 2 cm de comprimento -
tratamento continuo. Decorrido este tempo, foram coletadas algumas raizes de cada ensaio e o
restante delas foi transferido para placas contendo 4dgua ultra pura, por um periodo de
recuperagdo de 48 horas, quando foram realizadas novas coletas das raizes, para a confeccao
de laminas e posterior andlise citogenética.

A fixacdo das raizes foi feita em Carnoy 3:1 (3 partes dlcool etilico PA : 1 parte de
acido acético glacial PA) por 6 h, sendo, apds este periodo, transferidas para um novo Carnoy,
onde foram conservadas em geladeira, até sua utilizacao.

Para realizar as andlises citoldgicas, as raizes foram submetidos a uma hidrélise 4dcida
em HCI 1IN a 60° C, durante 9 minutos, seguida de uma lavagem em dgua destilada. Logo
apo6s, foram colocadas em reativo de Schiff, por duas horas. Na confeccdo das laminas,
utilizou-se Carmim Acético 2%. Este corante ¢ usado como contra-corante e também para
facilitar o espalhamento das células. Todas as laminas foram obtidas, submetendo os
meristemas radiculares a um esmagamento suave entre lamina e laminula. As laminulas foram
extraidas em nitrogénio liquido e as laminas foram montadas em Permount, para serem
posteriormente observadas.

Foram analisadas 1000 células meristematicas de A. cepa por lamina (totalizando

cerca de 5.000 células para cada tratamento), para se determinar e comparar as freqiiéncias de
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células interfdsicas, mitéticas e em processo de morte celular. A andlise estatistica dos dados

foi feita pelo método de Mann-Whitney.

Para a obten¢do dos indices mitéticos, foram consideradas as porcentagens das células

em divisdo e das células em intérfase, seguindo a aplicacdo da férmula a seguir:

.M. (indice mit6tico) = n.° de células em divisdo x 100

n.° total de células observadas

Para a obten¢do dos indices de morte celular foram consideradas as porcentagens das

células em processo de morte de celular, seguindo a aplica¢do da férmula abaixo:

I.M.C (indice de morte celular) = n° de células em morte celular x 100

n° total de células observadas

4.4.2 Bioensaios com O. niloticus

Foram utilizados trés aqudrios, com capacidade de 20L cada; dois aquérios continham
dguas oriundas de um poco artesiano, para controles positivo e negativo e, um terceiro
aqudrio, aguas provenientes do Lago Azul, mantidas em aeracdo por 48 h, em sala com
temperatura de 20 a 23°C, antes do inicio do experimento. Apds este tempo, cinco peixes da
espécie O. niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida popularmente como tildpia-do-Nilo,
obtidos do tanque de piscicultura do Instituto de Biociéncias, da Universidade Estadual
Paulista, campus de Rio Claro, foram inseridos em cada aqudrio. Os peixes nao foram
alimentados durante o experimento e ficaram expostos ao fotoperiodo correspondente as
respectivas estacdes (agosto: inverno; fevereiro e margo: verao), sob constante aeracdo. Em
marco de 2007, conseguimos padronizar o controle positivo, por isso, os dados de agosto de
2006 seguem sem resultados para controle positivo. Para o controle negativo, os peixes foram
expostos a injecdes intra-peritoniais de soro fisiologico (30 mL de soro/50 g de peixe) por 96
h. Para o controle positivo, os peixes foram expostos a injecOes intra-peritoniais de
ciclofosfamida (20mg/mL), com aplicagdes de 30 mL de ciclofosfamida/50 g de peixe,
também por 96 h.

4.5. Teste do Microntcleo
De cada peixe vivo retirou-se aproximadamente 0,3 mL de sangue, através de puncao

cardiaca, utilizando seringas heparinizadas, a fim de evitar a coagulacdo do sangue coletado.
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Apés a puncdo, limpou-se a agulha com papel absorvente, com o intuito de evitar a
contaminac¢do do sangue com liquido corporal e/ou muco.

A primeira gota foi descartada para evitar a contaminagao do sangue, sendo utilizadas
as gotas posteriores para a confeccdo das laminas, obtidas por meio da técnica de esfregaco
sangiiineo.

Trés extensdes sangiiineas foram realizadas para cada individuo. O material foi fixado
em etanol absoluto por 10 minutos. Ap6s 24 horas, as l1aminas foram submetidas a reacao de

Feulgen, com uma hidrélise 4cida de 11 minutos, em banho-maria, a 60°C.

4.5.1 Analise dos resultados

Para cada peixe foram analisados 3.000 eritrdcitos, sob objetiva de imersao (100x),
para a determinacgdo da freqiiéncia de células micronucleadas.

Na identificacdo de micronucleos, alguns critérios foram adotados, segundo Huber et
al. (1983): boa preservacgdo e coloragcdo do citoplasma e do nicleo; microntcleo e o nucleo
principal dentro do mesmo citoplasma; auséncia de conexdo entre niicleo e micronticleo; o
diametro maximo do microndcleo nao deve ultrapassar a metade do nicleo; manutencao da
esfericidade do nucleo e micronucleo.

Considerou-se também a presenca de anormalidades nucleares, segundo a
classificacdo de Carrasco et al. (1990) como:

. “blebbed nuclei”, que corresponde a uma evaginagao relativamente pequena do
envoltdrio nuclear, o qual aparenta conter eucromatina ou, algumas vezes, heterocromatina.

o Os “broken eggs” podem estar unidos ao nticleo da célula principal por uma
estrutura nucleoplasmatica;

. “lobed nuclei”, correspondendo a ndcleos com evaginagdes maiores, mas sem a
mesma delimitacdo. Alteracdes morfoldgicas do nicleo foram incluidas nesta categoria, por
exemplo, aumento da superficie nuclear, formando multiplos 16bulos, caracterizando um
ntcleo disforme;

. “notched nuclei”, descrito como uma invaginacdo da membrana. Ainda de
acordo com este autor, nucleos “notched” parecem ndo conter material nuclear no local
invaginado. As anormalidades descritas por Carrasco et al. (1990) foram conjuntamente

consideradas para a andlise estatistica.
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4.5.2 Analise Estatistica
Para o teste estatistico foi utilizada uma comparacdo dos resultados de cada grupo de

tratamento, através do teste de Kruskal-Wallis.

4.6 Preparacao das laminas para ensaio do cometa
O ensaio do cometa foi conduzido segundo Singh et al. (1988) e Vilella et al. (2006), com
algumas modificacdes, descritas a seguir: as laminas foram previamente cobertas com agarose
de ponto de fusdo normal 1,5%. Por meio de pun¢do cardiaca, com seringas heparinizadas,
retirou-se 0,3 mL de sangue dos peixes. O ensaio foi realizado em triplicata, para de
mar¢o/2007, para posterior averiguacdo da influéncia de diferentes pHs e coloracOes. Para as
demais coletas, adotou-se pH=12,1.

Ap6s a puncao cardiaca, 5 uLL do sangue foram diluidos em 1000 uL de PBS. Sobre as
laminas pré-gelatinizadas foram gotejadas 10 uL da suspensdo celular misturadas a 120 uL de
agarose de baixo ponto de fusdo 0,5%, a 37°C, cobertas com laminula e colocadas no
refrigerador, por 5 minutos, para solidificacio do gel. As laminulas foram retiradas e as
laminas foram submetidas a solucdo de lise recém preparada (1 mL de triton-X 100, 20 mL de
DMSO e 79 mL de solugdo lise estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100 mM e Tris 10 mM, pH 10,0-
10,5) por no minimo uma hora e no maximo duas horas, a 4°C. Apds a lise, as laminas foram
transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese. Para as duas primeiras corridas,
adicionou-se tampao alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH 12,1) por 20 minutos.
Decorrido o tempo de relaxamento, submeteu-se as laminas a eletroforese por 15 minutos a
21V e 270mA (0,8V.cm™); e para a ultima corrida, seguiu-se a mesma metodologia , porém
com tampao alcalino (NaOH 300mH e EDTA 1mM, pH>13). Toda a metodologia acima foi
conduzida sob luz indireta.

Ao término da eletroforese, as laminas foram cuidadosamente retiradas da cuba. A
neutralizacdo foi feita em trés banhos de 5 minutos com tampao neutro (Tris-HCI 0,4M, pH

7,5), para a remocao de sais e detergentes, secas a temperatura ambiente.

4.6.1 Coloracao por brometo de etidio

Para a coloracdo por brometo de etidio, as laminas foram fixadas em etanol 100%, por
10 minutos, sendo acondicionadas a temperatura ambiente para a secagem. As laminas foram
coradas com solucdo aquosa de brometo de etidio (0,02mg/ml) no momento da andlise,
realizado sob microscépio de fluorescéncia (Leica DMLB), filtro B-3* (excitagdo: i =420 nM;

barreira: I = 520 nM), em objetiva de 1000x.
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4.6.2 Coloracao por prata
Para a coloracdo por prata, as ldminas foram cobertas por uma solu¢do de fixacdo (acido
tricloroacético 15%, sulfato de zinco 5%, glicerol 5%), por 10 minutos, em uma cubeta
vertical, lavadas por trés vezes em dgua destilada e colocadas para secar em temperatura
ambiente até o dia seguinte. Logo apds, foram rehidratadas por 5 minutos em dgua destilada e
em seguida, coradas por 36 mL de solu¢do A (carbonato de sédio 5%) e 54 mL de solucao B
(nitrato de amodnia 0,1%, nitrato de prata 0,1%, dcido silicotungstico 0,25%, formaldeido
0,15%, recém preparado e no escuro) sob constante agitagao a 37°C, por 10 minutos ou até as
laminas atingirem coloracdo entre o cinza ou marron. Apds a coloragdo, as laminas foram
lavadas duas vezes em dgua destilada e submetidas a solu¢do stop (4cido acético 1%), por 5
minutos e lavadas novamente, por trés vezes, em dgua destilada e deixadas a secar em
temperatura ambiente, posteriormente sendo analisadas em microscépio de luz, em objetiva

de 40x.

4.6.3 Analise das laminas e estatistica

Para a andlise das laminas foram observados 100 cometas por lamina, utilizando a
classificacdo visual baseada na migracdo dos fragmentos de DNA do nucleo, segundo
Rigonato et al. (2005). Os cometas obtidos foram classificados em quatro classes: classe 0
(sem dano), classe 1 (pouco dano — nucledides apresentando um tamanho de cauda inferior ao
diametro da cabeca), classe 2 (dano médio — nucledides apresentando um tamanho de cauda
equivalente a uma ou duas vezes o tamanho do didmetro da cabeca) e classe 3 (dano intenso —
nucledides apresentando o tamanho da cauda superior a duas vezes o didmetro da cabeca). Os
dados foram apresentados como freqii€éncia de células com dano, a distribui¢do de classes e o
escore de dano, calculado como a soma do ndmero de células em cada classe e o total da
classe multiplicado pelo valor da mesma (0-3). Logo, os escores podem variar de zero (todas
as c€lulas sem dano - 0x100) a 300 (todas as células com dano maximo 3x100), segundo
Rigonato et al. (2005). A andlise estatistica foi realizada utilizando o método de Kruskal-

Wallis, com p< 0,05.

4.7 Dados meteorologicos da regiao

Dados climatoldgicos referentes aos meses de coleta de amostras de dgua do Lago
Azul, foram obtidos junto ao Centro de Andlise e Planejamento Ambiental (CEAPLA), da
UNESP de Rio Claro. Os dados levantados foram: média mensal das temperaturas minima e

maxima, umidade relativa do ar, precipitacdo total e nimero total de dias chuvosos.
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5. RESULTADOS

5.1. Dificuldades encontradas

As amostras de dguas coletadas no lago foram utilizadas em ensaios biol6gicos, com o
intuito de estimar uma possivel contaminacdo, demonstrada pelo potencial citotéxico,
genotdxico e mutagénico dessas dguas, utilizando dois organismos-teste. Durante a realizacao
deste estudo foram produzidos trés artigos. No presente trabalho foram avaliados parametros
fisico-quimicos e de metais, para as amostras de dguas do lago estudado, nas coletas de
agosto/2007 e fevereiro/2008. Assim sendo, os resultados das andlises fisico-quimicas foram
apresentadas e discutidas nos artigos. Devido a problemas metodolégicos com o organismo-
teste de O. niloticus, os resultados obtidos nas coletas de agosto/2006 e fevereiro/2008 nao

foram incluidas nos artigos.

5.2. Problemas com o sistema-teste de Oreochromis niloticus

Problemas com o controle positivo para peixes ocorreram para a coleta de
agosto/2006. Esse controle s6 foi padronizado a partir da coleta de margco/2007. Assim,
apresentamos separadamente os dados obtidos na amostra de agosto/2006, para micronucleos
e anormalidades nucleares (tabelas 1 e 2) e os dados obtidos para o ensaio do cometa, na
tabela 3.

Pela andlise da tabela 1, observa-se que nao hd diferenca estatisticamente significativa
de eritrocitos micronucleados, para a amostra de dguas do lago, comparado ao controle
negativo (figura 1). Ao contrario dos resultados obtidos pela andlise de micronicleos, na
coleta de d4guas do més de fevereiro/2008, devido a problemas metodol6gicos ocorridos com a
coloragao feita por prata no ensaio do cometa, ndo foi possivel analisar os resultados obtidos.
Logo, os resultados do teste do micronticleo e de anormalidades nucleares, seguem nas tabelas
le2.

Quanto a freqiiéncia de microntcleos, foram observadas diferengas significativas nas
amostras de dguas do lago, na coleta de fevereiro/2008 (tabela 1, figura 1). No entanto, a
freqiiéncia de alteragdes nucleares, na amostra de dguas do lago, ndo foi significativa pelo
método estatistico de Kruskal-Wallis (tabela 2, figura 2). Para esta coleta, também foi

possivel observar uma elevada freqiiéncia de células em processo de morte celular (tabela 2).
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Tabela 1. Distribuicio dos valores obtidos para micronucleos, em eritrcitos de Oreochromis
niloticus, expostos por 96, as dguas de um ambiente 1€ntico. Coletas: agosto/2006 e fevereiro/2008.

Coletas Pontos Total de  Numero total Média e desvio Freqiiéncia (%)
eritrécitos de MN padrao de MN
analisados  observados observados

CN 15000 5 1+0,7 0,03

Agosto/2006 LA 15000 9 1,8+0,44 0,06
CN 15000 0 0 0

Fevereiro/2008 LA 15000 21 4,2+1,7* 0,14

CP 15000 36 7,2+1,4% 0,24

CN. controle negativo; LA. lago; CP. controle positivo.

*valores estatisticamente significativos, em relaciio ao controle negativo, pelo método de Kruskal-Wallis, com
p<0,05.

Tabela 2. Média e desvio padrdo (£S.D.) dos valores obtidos para alteracdes nucleares induzidas em
eritrécitos de O. niloticus, expostos a 96 h, as dguas oriundas de um ambiente 1€ntico. Coletas:
agosto/2006 e fevereiro/2008.

Coletas Tratamentos Células com Células com Células Células com  Células em
nicleo nicleo com nicleo processo
“blebbed” “broken- niicleo “notched” de morte
egg”’ “lobed” celular
CN 0,2+0,44 0 1,6+0,8 3,620,8 0
Agosto/2006 LA 8,6+2,9* 1,6+2,6 6,8+2,04* 12,6+2,07* 0
CN 0 0 1,4+1,3 3,4+1,5 0
Fevereiro/2008 LA 1,242,1 0 344 52443 6,6+8,8
CP 13+£5,2% 0,2+0,4 11,4+4,1* 11,443,7*

CN. controle negativo; LA. lago; CP. controle positivo.

*valores estatisticamente significativos, em relacdo ao controle negativo, pelo método de Kruskal-Wallis, com
p<0,05.
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Tabela 3. Genotoxicidade das d4guas de um ambiente 1€ntico, por meio do ensaio do cometa aplicado
em eritrécitos Oreochromis niloticus. Coleta: Agosto de 2006

Ponto de coleta Total de Total de nucledides Classe Escores
nucleodides analisados com cometa
0 1 2 3
Controle 100 36 64 34 2 0 38
Negativo 100 36 64 33 3 0 39
100 22 78 17 5 0 27
100 28 72 24 4 0 32
100 32 68 30 2 0 34
Total 500 154 346 138 16 O x=34
100 83 17 56 25 2 112
100 80 20 58 18 4 106
Lago Azul 100 78 12 60 18 10 126
100 87 13 60 18 9 123
100 85 15 57 20 8 121
Total 500 413* T7* 291* 99*% 33* x=117,6*

Nota: os valores seguidos de * diferiram significativamente (p<0,05), pelo método de Krsukall-Wallis.
Classificacdo das classes de migragdo segundo Rigonato et al. (2005).
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* estatisticamente significativo, em relacdo ao controle negativo, pelo método de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Figura 1 - Distribuicdo dos valores obtidos para micronicleos, em eritrécitos de Oreochromis
niloticus, expostos por 96 h, as dguas de um ambiente 1€ntico. Coletas: agosto/2006 e fevereiro/2008.
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* estatisticamente significativo, em relacdo ao controle negativo, pelo método de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Figura 2 — Somatdria das alteracdes nucleares induzidas em eritrécitos de Oreochromis niloticus,
expostos a 96 h, as dguas oriundas de um ambiente 1€ntico. Coletas: agosto/2006 e fevereiro/2008.
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Durante a realizacdo desta dissertagdo foram produzidos trés artigos, dos quais um foi

enviado para publicagdo e os outros estdo em fase de envio para revistas especializadas.

ARTIGO 1. Application of the comet assay in erythrocytes of Oreochromis niloticus

(Pisces): a methodological comparison.

Cintya Ap. Christofoletti, José Augusto de Oliveira David, Carmem S. Fontanetti

Revista: Genetics and Molecular Biology

ARTIGO 2. A utilizagdo do organismo-teste Oreochromis niloticus para 0 monitoramento

ambiental de um ambiente 1éntico.

Cintya Ap. Christofoletti e Carmem S. Fontanetti

ARTIGO 3. O uso do Allium test para a avaliacdo da genotoxicidade e mutagenicidade de

um ambiente 1€ntico (Lago Azul) - Um estudo de caso.

Cintya Ap. Christofoletti e Carmem S. Fontanetti
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Abstract

In recent years, new methodologies to assess DNA damage have been developed. One of the
most widely used technique to detect genotoxicity is the comet assay. The present study
applied the comet assay in erythrocytes of specimens of Oreochromis niloticus aiming to
improve the protocols to detect DNA damage in these cells using two distinct pHs and
evaluate whether there is a correspondence between silver and ethidium bromide staining.
Animals were exposed to water from an artesian well, and injected with saline solution (72 h)
in the non-treated group; and with cyclophosfamide (72 h), in the treated group. Blood was
collected, subjected to the alkaline comet assay under specific conditions for unwinding and
electrophoresis, using different alkalinities (pH 12.1 and pH>13), for 15 minutes at 21V and
270mA, stained with silver and ethidium bromide. Comets were visually examined, the
frequency of cells with and without damage was obtained as well as the distribution of classes
and scores. Using the Kruskal-Wallis test, our results revealed that pH 12.1 is more effective,
although both pHs can be used. Our findings also suggest that silver staining can substitute
ethidium bromide, an expensive and highly toxic stain that requires specific equipment to be
examined.

Keywords: pH 12.1, comet assay, ethidium bromide, silver staining, tilapia.
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Resumo

Nos ultimos anos, novas metodologias para avaliagdo de danos no DNA tém sido
desenvolvidas. Uma das técnicas mais utilizadas para a detec¢ao de genotoxicidade tem sido o
ensaio do cometa. Logo, o presente trabalho teve por objetivo aplicar o ensaio do cometa em
eritrécitos de individuos de Oreochromis niloticus, a fim de estabelecer condi¢des adequadas
para a andlise de danos ao DNA destas células, em dois pHs distintos e avaliar se ha
correspondéncia entre as coloracdes feitas por prata e brometo de etidio. Os animais foram
expostos as dguas oriundas de um pogo artesiano, com injecdes intra-peritoneais de soro
fisiolégico (72 h), tido como grupo nao tratado e a ciclofosfamida (72 h), grupo tratado. O
sangue foi coletado, submetido ao ensaio do cometa em versdo alcalina, sob condi¢des
especificas para desenrolamento (relaxamento) e eletroforese, em diferentes alcalinidades (pH
12,1 e pH>13), por 15 minutos a 21V e 270mA, corados por prata e brometo de etidio. Os
cometas foram analisados por meio de metodologia visual, considerando a freqiiéncia de
células com ou sem dano, a distribuicdo de classes e o escore. Pela andlise estatistica de
Kruskal-Wallis, os resultados obtidos mostraram que o pH 12,1 é mais eficiente, embora
ambos os pHs possam ser utilizados. Os resultados sugerem também que a coloragdo pela
prata pode substituir a realizada por brometo de etidio, substincia cara, altamente toxica e que

requer equipamentos especificos para sua analise.

Palavras-chave: pH 12.1, ensaio do cometa, brometo de etidio, coloragdo por prata, til4pia.
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1. Introduction

The development of new methodologies and the application of more sensitive assays
to detect genotoxicity in different samples have been the subject of several scientific studies

of environmental monitoring (Al-Sabti and Metcalfe, 1995; Lemos et al., 2005).

The Comet Assay, or single cell gel electrophoresis, is a sensitive genotoxicological
method for assessing DNA damage in single cells, allowing the quantification of DNA breaks
and alkaline labile sites. Compared with other genotoxicity tests, the advantages of the comet
assay are the detection of little DNA damage, low number of cells required, flexibility, low
cost, precision, ease of application, reproducibility, and short period of time to conduct the

experiment (Belpaeme et al., 1998; Tice et al., 2000; Biicker et al., 2006).

This technique is the result of the studies of Ostling and Johanson (1984), which
developed the methodology of DNA electrophoresis in micro-gel, and the study of Singh et
al. (1988) that improved the technique, obtaining more sensitivity with alkaline solutions.
Currently, several international research groups have published recommendations describing
protocols and criteria for the comet assay, aiming at establishing high standards to obtain
valid, reproducible, and accurate data (Klaude et al., 1996; Brendler-Schwaab et al., 2005; Di-

Paolo, 2006).

The comet assay has been applied successfully in erythrocytes of several fish species,
showing the sensitivity of the blood cells of these animals to genotoxic effects (Padrangi et

al., 1995; Belpaeme et al., 1998; Gontijo et al., 2003).

Thus, the present study aimed at applying the comet assay in erythrocytes of
specimens of the fish Oreochromis niloticus, in order to improve the protocols for analyzing
DNA damage in these cells using two distinct pHs and evaluate whether there is a

correspondence between silver and ethidium bromide staining.
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2. Material and methods

2.1. Biological material

For the bioassay, two 20L aquaria were filled with water from an artesian well aerated
for 48 hours and maintained at a room temperature ranging from 20 to 23°C prior to the
experiment. Five specimens of Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichilidae), commonly
known as Nile tilapia, were placed in aquaria (table 1). Fishes were obtained from a fish tank
of the Institute of Biosciences of the Sdo Paulo State University, Rio Claro campus. Fishes
were not fed during the experiment and were exposed to a 14:10 h light/dark cycle, under
constant aeration. Fishes were divided into two groups, treated and non-treated. Non-treated
fishes were injected intraperitonially with saline solution (30mL de physiological solution/50g
of fish) for 72 hours. The treated group received injections of cyclosphosphamide (20mg/mL),

with applications of 30mL of cyclosphosphamide /50g of fish, also for 72h.

2.2. Comet Assay

The comet assay was conducted according to Singh et al. (1988) and Villela et al.
(2006), with some modifications, as follows: slides were previously covered with 1.5%
normal melting point agarose. Cardiac punctures were performed and 0.3 mL of blood was
drawn from specimens. The assay was conducted in triplicate and later evaluated regarding
the effect of different pHs and staining. After cardiac punctures, 5 uL of the blood sample
were diluted in 1000 uL. of PBS. On previously prepared slides, 10 uL of suspension of cells
with 120 puL of 0.5% low melting point agarose at 37°C were layered, coverslipped and
placed in the refrigerator for 5 minutes, for solidification of gel. Coverslips were removed and
slides were immersed in a freshly-prepared lysis solution (I mL of triton-X 100, 20 mL of

DMSO and 79 mL of lysis stock solution: 2.5 M NaCL, 100 mM EDTA and 10mM Tris,
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pH 10.0-10.5) for at least one hour and maximum of two hours at 4°C. After lysis, slides were
transferred to a horizontal electrophoresis tank. For the first two runs, alkaline solution was
added (300mM NaOH and 1mM EDTA, pH=12.1) for 20 minutes. Upon the completion of
the relaxing time, slides were subjected to electrophoresis for 15 minutes at 21V and 270mA
(O.8V.cm'1). The same procedures were followed for the last run, but alkaline buffer (NaOH
300mH and ImM EDTA, pH>13) was used. All procedures were carried out under indirect
light.

After electrophoresis, slides were carefully removed from the tank. Neutralization was
performed with three baths of 5 minutes with neutral buffer (0.4M Tris-HCI, pH 7.5) to

remove salts and detergents. Slides were then allowed to dry at room temperature.

2.2.1. Ethidium bromide staining

For ethidium bromide staining (Figure 1A-C), slides were fixed with 100% ethanol for
10 minutes and allowed to dry at room temperature. Slides were stained with aqueous solution
of ethidium bromide (0.02mg/mL) before examination under fluorescence microscope (Leica

DMLB), filter B-3* (excitation: 1 = 420 nM; barrier: I = 520 nM), magnification 1000x.

2.2.2. Silver staining

For silver staining (Figure 1D-F), slides were immersed in a fixative solution (15%
trichloroacetic acid, 5% zinc sulfate, 5% glycerol), for 10 minutes in a vertical tank, rinsed
three times with distilled water and allowed to dry at room temperature overnight. Slides were
then rehydrated for 5 minutes with distilled water and stained with 36 mL of solution A (5%
sodium carbonate) and 54 mL of solution B (0.1% ammonium nitrate, 0.1% silver nitrate,
0.1% silicotungstic acid, 0.15% formaldehyde, freshly prepared and in the dark) under

constant shaker at 37°C for 10 minutes or until slides became gray or brown.
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After staining, slides were washed twice with distilled water and immersed in stop
solution (1% acetic acid) for 5 minutes and washed again three times with distilled water and
allowed to dry at room temperature. Slides were later examined under light microscope at

400x magnification.

2.3. Slides examination and statistics

One hundred comets per slide were examined using a visual classification based on the
migration of DNA fragments of the nucleus, according to Rigonato et al. (2005). Comets
were classified into four classes: class 0 (no damage), class 1 (little damage), class 2 (medium
damage), and class 3 (extensive damage). Data were presented as frequency of damaged cells,
class distribution, and damage scores, calculated as the sum of cells in each class and the total
number of cells in each class multiplied by the class number (0-3). Scores ranged from zero
(all cells with no damage - 0x100) to 300 (all cells with maximum damage 3x100), according
to Rigonato et al. (2005). Statistical analysis was conducted using the Kruskal-Wallis test,

with the level of significance set at p< 0.05.

3. Results

The results obtained with the comet assay with erythrocytes of Oreochromis niloticus
is presented as follows: comparison between the two pHs and the two staining methods used

in the treatments (figure 1).

The findings revealed that regarding staining at pH 12.1, significant differences were
found only in the non-treated group, considering the average of cells with comet as well as
damage scores (table 2). A significant increase was observed for the averages of class 1

comets stained with ethidium bromide (figure 2).
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Comparing the results for silver staining at pH 12.1 and pH>13, significant differences
were also observed in the averages of cells with comet and averages of damage scores (table
2) of the non-treated group. At pH 13, a significant decrease in class 0 comets was observed
as well as a significant increase in the averages of comets of classes 1, 2, and 3. The largest

increase occurred in the number of class 1 comets (figure 3).

For the results for the treated groups using the two pHs and two stains, no significant

differences were observed (figure 4).

Comparing the results obtained for the two treatments, significant differences were
found for both pHs, considering the averages of cells with comets and the averages of damage

scores, for silver staining as well as ethidium bromide (table 2).

4. Discussion

4.1. The use of erythrocytes of Oreochromis niloticus for the comet assay

According to Padrangi er al. (1995) and Lemos et al. (2005), different tissues of
aquatic organisms can be used for the comet assay. However, in most cases, erythrocytes have
been used as target-cells, as they require small volumes that can be obtained through a non-
damaging technique and cell dissociation is not needed (Belpaeme et al., 1998).

Gontijo et al. (2003) also applied the comet assay in erythrocytes of Oreochromis
niloticus to assess a possible modulation of induced DNA damage by benzocaine, in
erythrocytes exposed to two known mutagens, (methyl methanesulfonate and hydrogen
peroxide). Their findings suggested that benzocaine does not interfere with comet assay

results and can be recommended for the welfare of the animal, thus preventing stress.
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Souza and Fontanetti (2007) used erythrocytes of O. niloticus for the comet assay to
detect possible genotoxicants in the waters of the Paraiba do Sul River in an area affected by
an oil refinery. The authors concluded that substances with genotoxic potential were present
in the waters of the river, as a frequency increase in class 2 and 3 nucleoids was observed in
all months of collection.

According to Belpaeme et al. (1998), the comet assay can also be used to complement
studies of chromosome aberrations, micronuclei, and sister chromatid exchanges. Our
findings revealed that blood cells of O. niloticus used in the comet assay are good genotoxic
indicators, consisting of an efficient, fast, and sensitive method to detect DNA damages in

these cells.

4.2. Effect of different pHs on comets — pH 12.1 and pH>13

Since it has been described, the single cell gel electrophoresis has been used by
researchers in a wide variety of organisms and tissues, improving its usefulness. Thus, to
better understand the effects of different pHs on the erythrocytes of tilapias, some changes
were made, based on studies of Tice et al. (2000), Gontijo et al. (2003) and David (2007),
using pH 12.1, unwinding time equivalent to 20 minutes and electrophoresis time of 15
minutes, current of 21V and 270mA.

The pH variation during the lysis and electrophoresis steps affect the type of DNA
breaks that can occur, as the DNA denatures and unwinds at pHs around 12, due to breaks in
hydrogen bridges between DNA strands (Kohn, 1991).

At pH 12.3, breaks in the double and single strands are detected, as well as alkali
labile sites or abasic sites (Lee and Steinert, 2003). According to Tice et al. (2000), pH>13 is
widely used to maximize the expression alkali labile sites and single stranded DNA and thus

it is the most recommended, especially for vertebrate cells. However, it is worth pointing out
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that there is a wide variety of DNA lesions. Among them, single stranded DNA breaks, which
do not have drastic effects, as they are quickly repaired; while double stranded DNA breaks
are much more severe and have much more complex repair pathways (Gontijo et al., 2003;
Moller, 2006; David, 2007).

Studies conducted by David (2007) using the comet assay in cells of the bivalve
Mpytella falcata at pH>13 revealed high levels of damage. The author then used pH 12.1
(slightly alkaline) to conduct the assay, as the most significant genotoxic damages can be
observed at a neutral pH, due to characteristics of marine bivalve DNA.

Di Paolo (2006) evaluated different exposure times of erythrocytes of snooks during
different lysis and electrophoresis steps and observed that there was a gradual increase in the
intensity of DNA migration according to the increase in voltage of the electrophoresis on the
morphology of comets. The author also concluded that the best results were obtained at pH
12.6 and pH>13, with the following conditions: 10 minutes for unwinding; 20 minutes for
electrophoresis at 0.8 V/cm and 300 mA, indicating the applicability of blood cells of snooks.

Our results revealed that pH 12.1 as well as pH>13 are effective for the comet assay in
tilapia erythrocytes. Although many authors, such as Tice et al. (2000) and Gontijo et al.
(2003) suggested a pH >13 for vertebrate cells and O. niloticus, respectively, pH 12.1 was the
most efficient in this study, as the scores obtained for cells of the non-treated group using
pH>13 was relatively high (~46% of damage), which is not ideal for the comet assay.

On the other hand, the conditions of lysis and electrophoresis may have influenced our
results, as the time used for electrophoresis (15 minutes), the voltage (21V) and amperage
(270 mA) are different that those suggested by Gontijo et al. (2003):10 minutes for

electrophoresis, 25 V and 300 mA.
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4.3. Comparisons between silver and ethidium bromide staining

Ethidium bromide is traditionally used for staining of materials examined by
fluorescence. This dye, however, has some negative aspects, such as its toxic and mutagenic
effects, the need of specific equipments, and short duration of staining. Silver staining, on the
other hand, has been described as a good alternative for the comet assay, demonstrating high
sensitivity when compared to ethidium bromide staining (Reinhardt-Poulin ef al., 2000; Di

Paolo, 2006).

Di Paolo (2006) applied the silver staining for the comet assay on blood cells of
snooks and found a high sensitivity when visually examining comets, as this is a fast and
simple method that can be observed under light microscope. Vilella et al. (2006) obtained
similar results in the study conducted with the bivalve Limnoperna fortunei using different
concentrations of copper sulfate and pentachlorophenol.

Garcia et al. (2007) described a protocol for silver staining using the comet assay in
human lymphocytes exposed to gamma radiation and obtained a significant percentage of
DNA in the tail of silver stained comets, very similar to those obtained by fluorescence
staining. Other parameters of comets, such as length and momentum of the tail, were also
quantified using conventional microcopy and an Internet software.

The results obtained in our study showed that both stains were efficient. Silver
staining, however is recommended, as it is less toxic than ethidium bromide, does not require

specific equipment for analysis, and provides long lasting staining.

5. Conclusion

This study suggests that erythrocytes of Oreochromis niloticus are good genotoxicity
indicators through the comet assay, an efficient, fast, and sensitive method to detect DNA

damage. Our data also revealed that pH 12.1 is best, although both pHs, 12,1 and pH>13 can
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be used with adaptations in the electrophoresis conditions. Also, silver staining is

recommended over ethidium bromide.
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Table 1 — Mean and standard deviation of the weight and size of fishes used in the comet

assay for both treatments.

Treatments Weight (g) Size (cm)
Non-treated 37.1+10.60 13.24+1.66
Treated 41.34+8.01 13.98+0.82

Table 2 — Average number of cells with comet and damage scores (mean and standard

deviation) for the two treatments using two pHs and stainings.

Classes
Treatments pHs Staining NA Comets 0 1 2 3 Score
12,1 silver 500  10.6x1.4™" 892414 94+08°¢ 12204 0 11.8+1.487*"
Non-treated ethidium 500  18.8+1.92" 81.4+1.6 18.6£1.6 0.2+0.4 0 19+2.2™

bromide

>13  silver 500 46.25+11.20" 54.2+10.2°¢ 39+10.09 4.75£1.25 2.5+12 56x13.317"

Treated 12,1 silver 500 81.2+6.45 18.8+6.4 79+5.8 2.2+1.7 0 83.4+7.4
ethidium 500 87+3.53 15+1.5 86.2+3.2 0.8+0.8 0 87.843.9
bromide

>13 silver 500 87.8+£6.97 12.2+6.9 67£13.5 14.6£9.9 6.2+22  108.8+9.20

* identical letters: significant difference using the Kruskal-Wallis test (p<0,05).

NA: total nucleoid analyzed.
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.-

Figura 1. Comet assay applied in erythrocytes of O. niloticus using pH 12,1 stained with ethidium

bromide (A. Class 0, B. Class 1, C. Class 2) and silver (D. Class 0, E. Class 1, F. Class 2).
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Figure 2. Frequency of classes observed using two stains, in the non-treated group at pH

12.1.
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Figure 3. Frequency of classes observed comparing the two pHs, in the non-treated silver stained
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Figure 4. Frequency of classes observed comparing the two pHs, in the treated silver stained group.
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Resumo

O teste do microntcleo e o ensaio do cometa foram aplicados em eritrécitos de Oreochromis
niloticus, para avaliacdo da qualidade da dgua de um ambiente 1€ntico. Foi tomado como
exemplo um lago urbano artificial, o Lago Azul, localizado no municipio de Rio Claro-SP. As
amostras de dgua foram coletadas nos meses de margo e agosto de 2007, na estacao chuvosa e
de seca, respectivamente, para avalia¢do da influéncia da sazonalidade. Foi possivel detectar a
presenca de substancias com potencial clastogénico e/ou aneugénico e substidncias com
potencial citotoxico, para essas dguas, em ambas as estacdes. Um pequeno numero de células
em processo de morte celular foi observado para os dois meses de estudo. Embora uma maior
incidéncia de microndcleos, estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo,
tenha sido observada na esta¢do seca, o potencial mutagé€nico foi evidenciado para as duas
estacOes de coleta. Na estacdo chuvosa, observou-se uma maior frequéncia de células com
nicleos do tipo “notched”, estatisticamente significativa, bem como um maior potencial
genotoxico, evidenciado por cometas de classe 2. As andlises fisico-quimicas dessas dguas,
para a coleta de agosto/2007, detectaram a presenca dos metais Ag, Al**, Cd**, Cu, Fe’* e Hg,
com concentracdoes acima das permitidas pela legislacdo. Acredita-se que a sazonalidade
tenha influenciado nos resultados, por meio dos fendmenos de enriquecimento e/ou dilui¢dao
dos poluentes, pelas dguas pluviais, na estacdo chuvosa. Os dados apresentados no presente
trabalho confirmam a sensibilidade da espécie O. niloticus, na deteccdo da citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade das dguas de um ambiente 1€ntico, por meio do teste do
micronucleo e do ensaio do cometa, aplicado em eritrécitos. Logo, O. niloticus é um eficiente

organismo-teste para estudos de biomonitoramento ambiental.

Palavras-chave: Teste do micronticleo, ensaio do cometa, citotoxicidade, genotoxicidade e

mutagenicidade.
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1. Introducao

A deteccao de compostos potencialmente perigosos nas dguas constitui uma ardua
tarefa para estudiosos da &drea, desde que muitas fontes, como despejos industriais, da
agricultura e dejetos urbanos podem contribuir para a polui¢do da d4gua (PELLACANI et al.,
2006).

A poluicao ambiental aquética é uma das mais sérias e preocupantes, desde que
agentes ambientais, com potencial mutagénico, mostraram a capacidade de induzir danos
genéticos em vegetais superiores, organismos aqudticos e mamiferos (GRANT, 1994;
MATSUMOTO et al., 2006; SOUZA; FONTANETTI, 2006; CARITA; MARIN-MORALES,
2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008).

Organismos aqudticos, como 0s peixes, acumulam poluentes diretamente da dgua e
indiretamente pela ingestdo de organismos contaminados (SASAKI et al., 1997; ANDRADE
et al.,, 2004). Logo, os poluentes genotéxicos contaminam n3o apenas OS Organismos
aquéticos, como todo o ecossistema e o proprio homem, através da contaminag¢do de nossos
alimentos (CLAXTON et al., 1998; WHITE; RASMUSSEN, 1998; LEMOS et al., 2005).

Para a avaliacdo da genotoxicidade ambiental, diversos testes vém sendo utilizados.
Dentre eles, o teste do micronucleo e o ensaio do cometa tém sido aplicados em peixes, a fim
de determinar os efeitos da exposicdo aos poluentes aqudticos (AL-SABTI; METCALFE,
1995; GRISOLIA; STARLING, 2001; LEMOS et al., 2005; SOUZA; FONTANETTI, 2006;
2007).

A aplicagdo do teste do micronicleo, na maioria das espécies de peixes, tornou-se
extremamente vantajosa, quando comparada a outros biomarcadores de mutagenicidade, tais
como a troca entre cromatides irmas e o teste de aberragcdes cromossdmicas, uma vez que os
peixes apresentam cromossomos pequenos, em grande quantidade e com baixo indice
mitético (KLIGERMAN, 1982; HAYASHI et al. 1998; AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ,
2000).

O ensaio do cometa também se mostra vantajoso quando comparado com outros testes
de genotoxicidade, uma vez que consiste na deteccao de pequenos danos no DNA. Este ensaio
também apresenta vantagens quanto ao nimero de células para sua realizagdo, ser de fécil
aplicacdo, habilidade de ser conduzido com pequena quantidade da substancia-teste e um
curto periodo de tempo para a realizagao do experimento (TICE et al., 2000).

Neste estudo, a presenga de substancias com potencial citotoxico, genotoxico e

mutagénico nas dguas de um ambiente 1€ntico foi avaliada por meio do teste do microntcleo e
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do ensaio do cometa, aplicados em eritrécitos de tildpias-do-nilo (Oreochromis niloticus), no
ano de 2007. Foi tomado como exemplo um lago artificial urbano (Lago Azul, Rio Claro-SP)
que recebe esgostos domésticos clandestinos e cargas dos tributdrios pluviais de diversos
bairros da cidade. O estudo de monitoramento das dguas deste lago se faz necessario, uma vez

que ele € utilizado como 4rea recreacional e de pesca.

2. Material e Métodos

2.1 Caracterizacao da area de estudo

O Lago Azul (22° 23’ 25.79’S / 47° 33’ 48.01”’W) é um lago artificial, criado pelo
represamento do cérrego da Servidao, na cidade de Rio Claro, interior do estado de Sao
Paulo. Possui uma édrea de 3,56 hectares. O represamento do cérrego foi construido para
contribuir com a drenagem do mesmo, buscando evitar enchentes nesta regidao da cidade
(TANAKA, 2001), uma vez que as dguas vindas das ruas dos bairros situados a montante
dessa drea traziam muitos sedimentos (terra, lixo e entulho), contribuindo para o
assoreamento do cérrego. Problemas de inundagdo, infiltracdo, erosdo e contaminagdo das
aguas por esgoto ocorrem em diferentes pontos do cérrego e também no lago, mesmo depois
da canalizagdo.

Atualmente, com 110.000 m? de area verde, o lago € tido como 4rea de recreacdo e
lazer, possui quadras poliesportivas, parques, pistas para caminhadas, além da prética de
atividade pesqueira. A pesca foi proibida pela Prefeitura Municipal de Rio Claro, no ano de

2005.

2.2 Coleta das amostras

A dagua utilizada no presente trabalho foi coletada em marcgo (estagdo chuvosa) e em
agosto (estacdo seca), do ano de 2007. As amostras de dgua foram coletadas numa
profundidade de 30 cm, sendo levadas imediatamente ao Departamento de Biologia da
UNESP — Campus de Rio Claro, onde foram mantidas a 4°C, até o inicio dos experimentos.

Dados metereoldgicos foram mensurados, para todos os dois meses de coleta, junto ao

Centro de Andlise e Planejamento Ambiental (CEAPLA), da UNESP de Rio Claro.
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2.3 Determinacio da concentraciao de metais pesados

A andlise quimica das amostras de 4gua foi realizada, concomitantemente, com 0s
ensaios bioldgicos, na coleta de agosto/2007. As amostras foram levadas ao laboratério em
frascos de pléstico proprios para coleta, lavados com HNO3 IN.

A concentracdo de metais foi determinada pelo método USEPA-SW 846, pelo

laboratorio ASL Anélises Ambientais, da cidade de Rio Claro.

2.4 Bioensaios com O. niloticus

Para os bioensaios foram utilizados trés aqudarios, com capacidade de 20L cada. Dois
aqudarios continham 4guas oriundas de poco artesiano, para controles positivo e negativo, € um
terceiro aqudrio, dguas provenientes do Lago Azul. Os aqudrios permaneceram em aeragao
por 48 h, em sala com temperatura de 20 a 23°C, antes do inicio dos experimentos. Decorrido
este tempo, cinco peixes da espécie O. niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida
popularmente como tildpia-do-Nilo, foram colocados em cada aquério (tabela 1). Os peixes
foram obtidos do tanque de piscicultura do Instituto de Biociéncias, da Universidade Estadual
Paulista, campus de Rio Claro. Os animais ndo foram alimentados durante todo o experimento
e ficaram expostos ao fotoperiodo controlado, correspondente as respectivas estagdes (marco:
verdo; agosto: inverno), sob constante aeragdo, por 96 h. Para controle positivo, os peixes
foram expostos a inje¢des intra-peritoniais de ciclofosfamida (20mg/mL), com aplicacdes de
30 mL de ciclofosfamida/50 g de peixe. A fim de submeter os peixes do controle negativo e
0s peixes expostos as dguas do lago, ao mesmo estresse dos peixes do controle positivo,

injetou-se intra-peritonialmente 30 mL de soro fisiol6gico/50 g de peixe.

2.4.1 Teste do Micronucleo

Por meio de puncdo cardiaca, com seringas heparinizadas, foi retirado
aproximadamente 0,3 mL de sangue, por animal. Logo apds a puncao, a agulha foi limpa com
papel absorvente. A primeira gota foi descartada a fim de evitar a contamina¢do do sangue
por fluidos corpdreos, sendo as gotas posteriores utilizadas para a confec¢dao das laminas, por
meio da técnica de esfregaco sangiiineo (extensdes sangiiineas).

Foram realizadas trés extensdes sangiiineas para cada individuo. As laminas foram

fixadas em etanol PA, por 10 minutos e secas a temperatura ambiente. Logo apds, foram
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submetidas a reacdo de Feulgen (MELLO; VIDAL, 1978), com uma hidrdlise dcida por 11
minutos. Decorrido o tempo da reagdo, as laminas foram lavadas por trés vezes em 4gua

destilada, secas a temperatura ambiente e posteriormente analisadas.

2.4.1.1 Analise das laminas e estatistica

Para cada peixe, foram analisados 3000 eritrdcitos, sob objetiva de imersdo (aumento
de 1000x), para a determinagdo da freqiiéncia de células micronucleadas. Alguns critérios
foram adotados para a identificagdo de micronucleos, segundo Huber et al. (1983): boa
preservacdo e coloracdo do citoplasma; microndcleo e o nucleo principal dentro do mesmo
citoplasma; auséncia de conexdo entre nucleo e microndcleo; o diametro maximo do
microntcleo ndo deve ultrapassar a metade do nicleo; manutencdo da esfericidade do nicleo
e micronucleo. Durante a andlise citoldgica, os eritrcitos podem apresentar ainda algumas
alteracoes como: caridlise, células binucleadas, brotos celulares, brokken-eggs e
anormalidades da morfologia nuclear (CARRASCO et al., 1990). As anormalidades descritas
por Carrasco et al. (1990), tais como ntcleos do tipo “blebbed”, “lobed”, “notched”, foram

conjuntamente analisadas no teste do micronucleo.

O teste estatistico utilizado para a comparacdo dos resultados de cada grupo de

tratamento foi o método nao paramétrico de Kruskal-Wallis, com p<0,05.

2.4.2 Ensaio do cometa

O ensaio do cometa foi conduzido segundo Singh et al. (1988) e Vilella et al. (2006),
com algumas modificacdes, descritas a seguir: as laminas foram previamente cobertas com
agarose de ponto de fusdo normal 1,5%. Ap6s a puncdo cardiaca, 5 uL. do sangue foi diluido
em 1000 pL de PBS. Sobre as 1aminas pré-gelatinizadas foram gotejadas 10 uL. da suspensao
celular misturadas a 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5%, a 37°C, cobertas com
laminulas e colocadas no refrigerador, por 5 minutos, para solidificacdo do gel. As laminulas
foram retiradas e as laminas foram submetidas a solug¢ao de lise recém preparada (1 mL de
triton-X 100, 20 mL de DMSO e 79 mL de solucao lise estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100 mM
e Tris 10 mM, pH 10,0-10,5) por no minimo uma hora e no maximo duas horas, a 4°C. Apods

a lise, as laminas foram transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese.

Para as corridas, adicionou-se tampao alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, de pH
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12,1) por 20 minutos. Decorrido o tempo de relaxamento, submeteu-se as laminas a
eletroforese por 15 minutos a 21V e 270mA (0,8V.cm'1). Toda a metodologia acima foi
conduzida sob luz indireta.

Ao término da eletroforese, as laminas foram cuidadosamente retiradas da cuba. A
neutralizacdo foi feita em trés banhos de 5 minutos com tampao neutro (Tris-HCI 0,4M, pH

7,5), para a remocao de sais e detergentes, secas a temperatura ambiente.

2.4.2.2 Coloracao por prata

Para a coloragdo por prata, logo apds a neutralizacdo, as laminas foram cobertas por
uma solucao de fixagao (4cido tricloroacético 15%, sulfato de zinco 5%, glicerol 5%), por 10
minutos, em uma cubeta vertical, lavadas por trés vezes em dgua destilada e colocadas para
secar em temperatura ambiente, até o dia seguinte. Logo apds, foram rehidratadas por 5
minutos em dgua destilada e em seguida, coradas por 36 mL de solucdo A (carbonato de sédio
5%) e 54 mL de solucio B (nitrato de amonia 0,1%, nitrato de prata 0,1%, dacido
silicotungstico 0,25%, formaldeido 0,15%, recém preparado e no escuro) sob constante
agitacdo a 37°C, por 10 minutos ou até as laminas atingirem colorag@o entre o cinza e/ou
marron. ApOs a coloragdo, as laminas foram lavadas duas vezes em dgua destilada e
submetidas a solucdo stop (dcido acético 1%), por 5 minutos e lavadas novamente, por trés
vezes, em agua destilada e deixadas a secar em temperatura ambiente, posteriormente sendo

analisadas em microscépio de luz, em objetiva de 40x.

2.4.2.3 Analise das laminas e estatistica

Para a andlise dos resultados foram observados 100 cometas por lamina, utilizando a
classificacdo visual baseada na migracdo dos fragmentos de DNA do nucleo, segundo
Rigonato et al. (2005). Os cometas obtidos foram classificados em quatro classes: classe 0
(sem dano aparente), classe 1 (pouco dano — nucledides apresentando um tamanho de cauda
inferior ao diametro da cabeca), classe 2 (dano médio — nucledides apresentando um tamanho
de cauda equivalente a uma ou duas vezes o tamanho do didmetro da cabeca) e classe 3 (dano
intenso — nucledides apresentando o tamanho da cauda superior a duas vezes o diametro da
cabeca). Os dados foram apresentados como freqii€ncia de células com dano, a distribuicao de

classes e o escore de dano, calculado como a soma do numero de células em cada classe e o
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total da classe multiplicado pelo valor da mesma (0-3); logo, os escores podem variar de zero
(todas as células sem dano - 0x100) a 300 (todas as células com dano maximo 3x100). A

andlise estatistica foi realizada utilizando o método de Kruskal-Wallis, com p< 0,05.

3. Resultados

3.1 Analise dos dados climatologicos e das analises fisico-quimicas

Os dados climatolégicos obtidos demonstraram grande variacdo nas médias mensais
de temperatura (minima e méxima), nimero total de dias chuvosos e a precipitacdo total,
caracterizando bem a estacdo chuvosa e seca, na cidade de Rio Claro-SP (tabela 2).

A andlise quimica das dguas do Lago Azul, para agosto/2007, mostrou elevadas
concentracdes de Ag, Al**, Cd**, Cu, Fe’* e Hg (tabela 3). Tais valores se encontram acima
dos limites estabelecidos pela portaria 357/2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA).

3.2 Analise dos dados obtidos no teste do micronicleo e no ensaio do cometa

Houve uma mortandade de peixes expostos as dguas “brutas” do lago, na coleta de
agosto/2007, o que acabou inviabilizando o estudo pela limitacdo do nimero de células a
serem analisadas. Optou-se por diluir a 4gua na proporcao de 2:1 (2 partes de d4guas do lago: 1
parte de 4dgua de pogo artesiano). Mesmo apds essa diluicdo, um peixe morreu e tentou-se
entdo, uma nova diluicdo 1:2 (1 parte de dgua do lago: 2 partes de dguas de pogo artesiano), a
qual possibilitou a realizacdo do experimento com o n adequado. De acordo com os resultados
obtidos, a dilui¢do 2:1, na estacdo seca, mesmo com um n a menos, apresentou valores
estatisticamente significativos para a avaliagdo dos potenciais citotdxico, genotdxico e
mutagénico das dguas do lago.

Os resultados obtidos pela analise de eritrocitos micronucleados (Figuras 1A e 1B) em
Oreochromis niloticus, expostos as dguas do lago, na estacdo chuvosa e seca, apresentaram
valores estatisticamente significativos (tabela 4, figura 2).

Eritrécitos com alteragdes na morfologia nuclear, como ‘“broken-egg” (Figura 1C),
“lobed” (Figuras 1D e 1E), “notched” (Figura 1F), “blebbed” (Figura 1G) e células em

processo de morte celular (Figuras 1H e 1I) também foram observados para as duas estacoes.
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Embora todas essas alteracdes tenham sido observadas, somente eritrécitos portadores
de nucleo do tipo “notched” diferiram estatisticamente (p<0,05) do controle negativo, nas
duas coletas realizadas. As freqii€éncias de cada alteracdo observada, para as duas estagdes,
encontram-se na tabela 5, figura 3.

A andlise dos resultados do ensaio do cometa, igualmente aplicado em eritrécitos de
O. niloticus, expostos as dguas do Lago Azul, nas mesmas coletas, revelaram o potencial
genotoxico dessas dguas, para as duas estacoes.

No presente estudo, a freqiiéncia de nucledides em cada classe de migracao e o escore
do dano foram utilizados como parametros para a avaliacdo da genotoxicidade (Figura 4).
Para esta avaliagdo foram observadas as classes 0, 1 e 2 de migrag¢do dos cometas (Figura 5).

Examinando a distribui¢cdo dos cometas em cada classe (tabela 6), verificou-se que na
estacdo chuvosa, a freqiiéncia de nucledides pertencentes a classe 2 foi estatisticamente
significativa (p<0,05), em relacdo ao controle negativo. Ja na estacdo seca, a freqii€ncia de

nucledides mais observada foi a pertencente a classe 1.

4. Discussao

Aguas superficiais, tais como as de rios e lagos, recebem grandes quantidades de
efluentes, sejam eles derivados da agricultura, da industria e/ou de origem doméstica. Essas
dguas, que muitas vezes contém compostos desconhecidos, com potencial genotéxico e/ou
mutagénico, sdo utilizadas como fontes de dgua potdvel para o consumo humano, na irrigacao
e atividades recreacionais. Conseqiientemente, a polui¢do da dgua pode ser um sério problema
para a sadde publica, devido aos efeitos adversos que pode provocar e também para o
ambiente aqudtico, com a deterioracio do ecossistema e da diversidade da biota local
(MORAES; JORDAO, 2002; PELLACANI et al., 2006).

Estudos tém reportado a ocorréncia de malignidades e outras patologias em
organismos aqudticos, expostos a compostos genotoxicos (DEPLEDGE, 1994). Logo,
inimeros testes tém sido desenvolvidos com organismos aqudticos para a avaliacdo da
genotoxicidade/mutagenicidade ambiental.

Peixes sdo considerados bons indicadores para a deteccdo de contaminantes dos recursos
hidricos por substancias genotéxicas (BUCKER et al., 2006; SOUZA; FONTANETTTI, 2006),
neste contexo, a espécie O. niloticus tem sido largamente utilizado na genética toxicoldgica
(GRISOLIA; STARLING, 2001; CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003; VENTURA et al.,

2008). De acordo com Alves-Costa (2001), a espécie Oreochomis niloticus (tilapia) constitui
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excelente sistema-teste para ensaios laboratoriais, sendo freqiientemente utilizada para a
investigacdo da toxicidade de substincias contaminantes de ecossistemas aquaticos. Segundo
Vijayan et al. (1996), O. niloticus € reconhecida pela sua sensibilidade em responder,
rapidamente, as alteragdes ambientais.

O teste do micronicleo e o ensaio do cometa foram aplicados em eritrdcitos de
Oreochromis niloticus, expostos as dguas oriundas de um lago urbano, como ferramentas para
o monitoramento das 4guas deste lago. Para o teste do micronicleo, nossos resultados
mostraram uma alta freqii€ncia de micronicleos em eritrécitos de O. niloticus, expostos as
aguas do lago, nas duas estacdes de coletas. Tais dados sugerem que essas dguas apresentam
potencial mutagénico e sdo concordantes com pesquisas que utilizaram o teste do microntcleo
e de anormalidades nucleares em eritrécitos de peixes, os quais também demonstram uma alta
incidéncia dessas alteragdes, em peixes expostos a amostras ambientais. (AL-SABTI;
METCALFE, 1995; GRISOLIA; CORDEIRO, 2000; GRISOLIA; STARLING, 2001;
MATSUMOTO et al., 2006; SOUZA; FONTANETTI, 2006).

De acordo com Al-Sabti; Metcalfe (1995) os micronticleos podem estar relacionados a
um atraso cromossdmico na andfase, caracterizado por um mau funcionamento do fuso ou,
segundo Frieauff et al. (1998).devido a presenca de fragmentos cromossdmicos, resultantes de
quebras cromossomicas.

Nos ultimos anos, além dos micronucleos, outras anormalidades nucleares tém
recebido uma atencdo especial (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003; SOUZA:;
FONTANETTI, 2006). A anormalidade estatisticamente significativa, em relacdo ao controle
negativo, neste estudo, foram ntcleos do tipo “notched”, em ambas as estacdes de coleta,
embora uma freqiiéncia maior tenha sido observada na estacdo chuvosa. De acordo com
Ghandially (1982), altera¢des nucleares do tipo “notched” e “vactolos” provavelmente estao
associados a aneuploidia.

As 4guas do lago também apresentaram a potencialidade de induzir morte celular,
mesmo em nuimero reduzido, nas duas amostras, indicando que a qualidade dessas dguas se
encontra comprometida e que as mesmas devem caracterizar condi¢des estressantes para os
organismos expostos, apresentando, portanto, potencial citotéxico.

Exposicdes a agentes genotdxicos, presentes no meio aquatico, podem levar a perda da
integridade do DNA, como demonstrado neste estudo, pelo elevado indice de quebras,
resultando em cometas de classes 1 e 2, encontradas no material genético dos eritrécitos de
O. niloticus. Um maior potencial genotoxico foi detectado na estagdo chuvosa, uma vez que

um maior nimero de cometas pertencentes a classe 2 fora encontrado para esta estagdo.
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A partir dessas afirmacdes podemos concluir que as dguas do lago possuem em sua
composi¢do substancias ou compostos quimicos de acdo aneug€nica e/ou clastogénica.
Sugerimos que as substincias atuantes sejam os metais encontrados em concentragcdes
maiores do que as permitidas pela legislacao brasileira (CONAMA 357/2005).

Embora a maioria dos estudos com metais e peixes esteja relacionado a bioacumulacao
desses compostos em tecidos desses organismos, a genotoxicidade de alguns metais
encontrados em maior concentragdo, nas adguas do lago, também € descrita.

A prata (Ag) é um metal que ocorre naturalmente na natureza, gragas aos processos
naturais de erosdo. Sua descarga no ambiente se dd pelo seu uso industrial (inddstrias
fotograficas e de eletronicos) e pelo despejo de efluentes das estagdes de tratamento. E ainda
um metal ndo essencial que, quando estd presente em elevadas concentracdes no ambiente
aquético, intoxica os organismos, sendo que a forma idnica deste metal é, geralmente, a mais
toxica (PURCELL; PETERS, 1998; GROSSEL et al., 1999). Na literatura, em peixes e
crustdceos, a prata estd relacionada a um desequilibrio i6nico e osmorregulatério, associado as
inibicdes da atividade da Na®/K*-ATPase e da captacio de Na® em nivel branquial
(GROSSEL et al., 2002).

Elevadas concentragdes de aluminio e chumbo também foram detectadas nas aguas do
Lago Igap6 II (Londrina-PR), em estudos realizados por Yabe; Oliveira (1998). De acordo
com esses autores, esses agentes podem ser responsdveis pelos danos causados ao DNA dos
eritrécitos de Tilapia rendalli, observados pelo ensaio do cometa.

A inducdo de micronucleos foi reportada previamente por peixes expostos ao cadmio
(SANCHEZ-GALAN et al., 1999; AYLLON; GARCIA VAZQUEZ, 2000). Foi sugerido que
o caddmio exibe o seu potencial genotéxico, principalmente, por induzir quebras na fita
simples, geradas por interagdes diretas de Cd-DNA, bem como pela acdo de nucleases de
incisao e/ou DNA glicosilases durante o reparo do DNA (PRIVEZENTSEV et al., 1996;
ERGENE et al., 2007).

O cobre (Cu) € um elemento essencial aos organismos e a sua necessidade € regulada
por mecanismos de controle homeostdticos. A toxicidade do cobre ocorre quando tais
mecanismos de controle, dentro de um determinado compartimento, sdo sobrecarregados e/ou
quando os mecanismos de reparo celular sdo deteriorados (PEDROZO; LIMA, 2001).
Quando presente em elevadas concentracdes na dgua, o Cu € capaz de intoxicar 0s organismos
aquéticos, uma vez que o alvo deste metal parece ser a homeostase do sédio, influenciando na
absorc¢do de cloretos e na excre¢ao de compostos nitrogenados. Sua forma idnica geralmente é

a mais téxica (GROSSEL et al., 2002).
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Estudos realizados por Godet et al (1996) avaliaram a genotoxicidade de efluentes de
galvanoplastia, por meio do teste do microndcleo em larvas de anfibios (Trituridae). O ferro
(Fe) foi um dos elementos em maior concentracao neste efluente, tanto na forma solivel como
na insoldvel. Este metal também foi capaz de induzir um elevado indice de microntcleos
nesses organismos.

Os efeitos genotéxicos do merctrio, metilmercurio e selénio, bem como a mistura
desses elementos, foram avaliados por Al-Sabti (1991), por meio de estudos realizados em
eritrcitos de carpas da Prussia (Carassius auratus gibelio). O autor observou uma alta
freqiiéncia de micronucleos nos eritrocitos dos grupos expostos, quando comparados aos
resultados obtidos para o grupo controle.

Todavia, alguns autores (ERGENE et al., 2007) descrevem que as concentra¢des dos
poluentes nas dguas, geralmente depende do fendmeno de enriquecimento ou diluigdo,
causado pela chuva ou pela drenagem de dguas dos sistemas de irrigacdo. Por outro lado, a
baixa precipitacdo pode ter seu efeito reduzido pela diluicdo dos poluentes com as dguas da
chuva ou ainda, ter seus efeitos agravados, pela maior lixiviacdo dos poluentes provenientes
do solo ou da rede de esgotos.

Segundo Esteves (1998), em ambientes de alagamento temporario ou lagos muito
rasos, é possivel que ocorra uma maior interacao dos elementos presentes no sedimento com a
coluna d’4dgua. Ainda de acordo com este autor, essa caracteristica € marcadamente sazonal.
Portanto, inferimos que a presenga de tais metais nas dguas do lago estudado podem ser
decorrentes destes fendmenos e que a acdo dos mesmos podem ter influenciado nos resultados

obtidos nos testes realizados.

5. Conclusao

Nossos dados confirmam a sensibilidade da espécie Oreochromis niloticus, na
deteccdo da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade das dguas de um ambiente
léntico, por meio do teste do micronicleo e do ensaio do cometa, aplicado em eritrécitos
desses espécimes. A qualidade das dguas do lago analisado se encontra comprometida, uma
vez que essas foram capazes de induzir a formag¢do de microntcleos e provocar danos ao
DNA dos organismos expostos. Tais resultados podem ser decorrentes das elevadas
concentracdes de metais (Ag, Al’*, Cd**, Cu, Fe’* e Hg) detectadas nas andlises quimicas

destas dguas.
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Tabela 1. Média e desvio padrao dos pesos e tamanhos dos peixes (O. niloticus) distribuidos
entre os aqudrios, para as coletas de marcgo e agosto/2007.

Coleta Tratamento Peso (g) Tamanho (cm)

Controle Negativo 37,1+10,6 13,4+1,6

Marc¢o/2007 Lago Azul 40,6+11,5 13,3+1,2
Controle Positivo 44,4+13,1 14+0,8

Controle Negativo 21,4+4,1 10,8+0,5

Agosto/2007 Lago (2:1) 23,3+6,2 10,2+0,5

Lago (1:2) 25,0247,7 11,1£1,5

Controle Positivo 23,0246,6 10,3+1,3

Tabela 2. Dados climatoldgicos da cidade de Rio Claro-SP, referentes aos periodos de coleta
das amostras de dgua oriundas de um ambiente 1€ntico, obtidos junto ao CEAPLA — IGCE —
UNESP/ Rio Claro.

Periodo de Temperatura Temperatura Umidade Precipitacio N° total

coleta maxima (°C) minima (°C) Relativa Total (mm) de
do Ar dias
(%) chuvosos
Mar¢o/2007 31,31 18,81 67,60 123,9 10
Agosto/2007 28,04 11,21 58,32 0 0

Nota: Os valores acima foram obtidos a partir das médias das medidas didrias.
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Tabela 3. Comparacdo dos valores obtidos para as andlises fisico-quimicas das &aguas
superficiais do Lago Azul, para a coleta de agosto/2007.

PAramelros  CONAMA  Agosto/2007 Método Limite de
naliticos deteccao
Ag (mg/L) 0,01 <0,09* USEPA-SW 846 0,090
Al (mg/L) 0,1 0,695%* USEPA-SW 846 0,050
As (mg/L) 0,01 <0,01 USEPA-SW 846 0,010
Cd (mg/L) 0,001 <0,004* USEPA-SW 846 0,004
Co (mg/L) 0,05 <0,002 USEPA-SW 846 0,002
Cu (mg/L) 0,009 <0,025* USEPA-SW 846 0,025
Cr total (mg/L) 0,05 <0,005 USEPA-SW 846 0,005
Fe total (mg/L) 0,3 1,51%* USEPA-SW 846 0,030
Hg (mg/L) 0,0002 <0,0006* USEPA-SW 846 0,0006
Na (mg/L) NA 9,8 SMEWW 3500-NA.B 0,1
Ni (mg/L) 0,025 <0,006 USEPA-SW 846 0,006
Pb (mg/L) 0,01 <0,002 USEPA-SW 846 0,002
Zn (mg/L) 0,18 <0,035 USEPA-SW 846 0,004
Cloretos (mg/L) 250 6,67 USEPA 300.1.321 0,05
DBO (mg/L) 5 13%* SMEWW 5210.B 2
DQO (mg/L) 5 45% SMEWW 5220.D 1,67
pH 6,0a29,0 6,8 SMEWW 4500-H+.B 0,1
Sélidos totais
dissolvidos (mg/L) 500 120 SMEWW 2540 1
Condutividade NA 500 SMEWW 2510.B 0,1
elétrica (uS/cm)
SMWW 5310.D Oxidagdo
COT (mg/L) NA 14,0 com persulfato - NA
espectrofotometro
Nitrito (mg/L) 1 <0,15 USEPA 300.1-321 0,005
Nitrato (mg/L) 10 <0,015 USEPA 300.1-321 0,05
Turbidez (UNT) 100 63,0 SMEWW 2130.B 1

* Valores acima dos permitidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) — resolugdo

357/2005.

Nota: NA — ndo aplicdvel
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Tabela 4. Distribuicio dos valores obtidos para micronucleos, em eritrcitos de Oreochromis
niloticus, expostos por 96 h, asdguas oriundas de um ambiente 1€ntico. Coletas: marco e agosto/2007.

Coletas Pontos Total de Niimero total de  Média e desvio  Freqiiéncia (%) de
eritrécitos MN observados padrao MN observados
analisados

CN 15000 4 0,8+0,83 0,02

Marc¢o/2007 LA 15000 31 6,2+1,3% 0,2
CP 15000 34 6,8+1,09* 0,22

CN 15000 5 1+0,7 0,03

Agosto/2007 LA (2:1) 12000 28 740,81 0,18
LA (1:2) 15000 11 2,241,64* 0,07

CP 15000 37 7,4+1,14% 0,24

CN. controle negativo; LA. lago; CP. controle positivo.

*valores estatisticamente significativos, em relaciio ao controle negativo, pelo método de Kruskal-Wallis, com
p<0,05.

Tabela 5. Média e desvio padrdo (£S.D.) dos valores obtidos para alteragdes nucleares induzidas em

eritrécitos de O. niloticus, expostos a 96 h, as dguas oriundas de um ambiente 1€ntico. Coletas: marco
e agosto/2007.

Coletas Tratamentos Células Células Células com  Células com Célulasem  Somatéria
com nicleo com nicleo niicleo niicleo processo de das
“blebed” “broken- “lobed” “notched” morte Alteracoes
egg” celular
CN 6,6+2,07 0 4,2+1,9 8+1,5 0 18,8%5,5
Marco/2007 LA 9,8+4,2 0 9+2 15,4£2,07* 1£1,2 35,2+9,5%
Cp 15,8+1,6* 0 10,443,04* 15,644,3* 0 41,8+9,02*
CN 0,8+1,3 0 2,8+4,2 2,437 0 6+9,2
Agosto/2007 LA (2:1) 1,2+1,8 0,2+0,5 2+1,6 5,240,9* 0,240,5 9+5.4
LA (1:2) 0,4+0,8 0 1,4+1,5 2,842,1 0 4,6+4,5
CP 3+1,5 1,6+1,1 51,5 9,242,04%* 0 18,8+6,3*

CN. controle negativo; LA. lago; CP. controle positivo.

*valores estatisticamente significativos, em relaciio ao controle negativo, pelo método de Kruskal-Wallis, com
p<0,05.
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Tabela 6. Danos ao DNA mensurados (média e desvio padrdo) durante as duas coletas sazonais
(mar¢o e agosto/2007) em eritrécitos de O. niloticus, expostos por 96h as dguas oriundas de um

ambiente léntico. Coletas: margo e agosto/2007.

Coletas Tratamentos  Numero de Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore
células com
cometa
CN 7,2+1,6 92,8+1,6 6,6+1,5 0,6+0,5 7,841,2
Mar¢o/2007 LA 67,248,1* 32,848,1 66+7,7* 1,2+0,4 0 68,4+8,5%
Cp 87+8,1* 13+8,1°* 72,248,2% 14,8+6,3* 0 101,8+12,1*
CN 19,6+4,9 80,4+4.9 19,6+4,9 0 0 19,6+4,9
Agosto/2007 LA (2:1) 83,247,1* 16,7£7,1* 83,247,1* 0 0 83,2+7,1*
LA (1:2) 58,8+7,7 41,2+7,7 58,6+7,6 0,2+0,4 0 59+7.9
Cp 91,4+3,2% 8,0+3,2% 87,8+3,9%* 3,6£1,6 0 95+3,2*

CN. controle negativo; LA. lago; CP. controle positivo.

*valores estatisticamente significativos, em relacdo ao controle negativo, pelo método estatistico de Kruskal

Wallis, com p<0,05.
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Figura 1. Microntcleos e outras altera¢des nucleares encontrados em
eritrocitos de Oreochromis niloticus, ap6és 96 h de exposicio em
amostras de 4gua de um ambiente léntico. A e B. eritrdcitos
micronucleados (setas); C. niicleo do tipo “broken-egg” (seta); D e E.
ntcleo do tipo “lobed” (setas); F. nicleo do tipo “notched” (seta); G.
nucleo do tipo “blebbed” (seta). H. eritrécito em processo de morte
celular (seta); L. nticleo heteropicnético (seta).

75



Artigo 2 76
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* valores estatisticamente significativos, em relacdo ao controle negativo, pelo método de Kruskal-Wallis.

Figura 2. Distribuicdo dos valores obtidos para microntcleos, em eritrocitos de Oreochromis
niloticus, expostos por 96 h, as dguas de um ambiente 1€ntico. Coletas: marco e agosto/2007.
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* valores estatisticamente significativos, em relacdo ao controle negativo, pelo método de Kruskal-Wallis.

Figura 3. Somatdria das alteragdes nucleares induzidas em eritrécitos de Oreochromis niloticus,
expostos a 96 h, as dguas oriundas de um ambiente I€ntico. Coletas: marco e agosto/2007.
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Figura 4
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* valores estatisticamente significativos, em relagdo ao controle negativo, pelo método de Kruskal-Wallis.

Figura 4. Distribui¢do dos valores obtidos para a freqiiéncia de células com danos e o escore, em
eritrécitos de Oreochromis niloticus, expostos por 96 h, as dguas oriundas de um ambiente 1€ntico.
Coletas: marco e agosto/2007.

Figura S. Ensaio do cometa aplicado em eritrdcitos de Oreochromis niloticus, apds exposi¢do por 96
h, as dguas oriundas de um ambiente I€ntico. A. classe O (sem dano aparente), B. classe 1 (DNA com
baixo nivel de dano), C. classe 2 (DNA com nivel médio de dano). Aumento: 400x.
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Resumo

Este trabalho € o resultado das anédlises das dguas de um ambiente Iéntico (Lago Azul, Rio
Claro-SP), cujo espaco é tido como &drea de recreacdo, lazer e pesca. As coletas foram
realizadas durante o inverno (estacao seca) e o verdo (estacdo chuvosa), entre os anos de 2006
a 2008. Anilises fisico-quimicas foram realizadas em duas amostras, uma de inverno e outra
de verdo. Testes de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade foram realizados com
sementes de Allium cepa, submetidas ao tratamento continuo e a um periodo de recuperacao.
No primeiro, as sementes foram submetidas a germinacdo em amostras de dguas do lago, em
dgua ultra-pura (controle negativo), em MMS e trifluralina (controles positivos); no segundo,
parte das raizes foram transferidas para dgua ultra pura, por 48 horas. Os resultados obtidos
sugerem um comprometimento das dguas do lago por contaminantes derivados de agdes
antropicas. Alto potencial citotoxico foi detectado na estagdo chuvosa, evidenciado pelo
elevado indice mitético e pela presenca de células em processo de morte celular, para o
tratamento continuo; houve um decréscimo destes parametros, apds o periodo de recuperagao.
Os potenciais genotdxico e mutagénico foram evidenciados em todas as coletas, em ambas as
estacdes, nos dois tratamentos. Os dados obtidos pelas andlises fisico-quimicas mostraram
que as dguas possuem valores de Ag, Al * Cd2+, Cu, Fe’* e Hg, acima dos estabelecidos pela
legislac@o. Devido a influéncia da sazonalidade na dinamica do lago, acredita-se que houve
um maior carreamento de substancias citotoxicas e uma dilui¢do das concentracdes de metais
pelas dguas pluviais, na estacdo chuvosa. Na estacdo seca, durante a estiagem, com a perda
do volume de 4guas, houve uma maior interacao entre os elementos encontrados no sedimento
e a coluna de dgua, o que explica as elevadas concentracdes de Al e Hg nas dguas do lago
neste periodo. Logo, infere-se que a contaminagdo por metais e a sazonalidade tenham

influenciado nos resultados obtidos.

Palavras chave: micronicleos, aberracdes cromossdmicas, indice mitético, ambiente I€ntico,

Allium cepa.
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1. Introducao

Com a formacdo dos grandes centros urbanos e industriais, com uma crescente
necessidade da disponibilidade de 4gua (lagos, lagoas, rios, entre outros), para distintas
finalidades (abastecimento, irrigacdo, geracdo de energia, navegacdo e lazer), fez com que
houvesse um aumento das descargas poluidoras, que acabaram contribuindo para o aumento
dos problemas decorrentes da reducdo da qualidade das &4guas, com uma conseqiiente
deterioracao do ambiente aquatico (ESTEVES, 1998; MORAES; J ORDAO, 2002).

Logo, a polui¢do ambiental aquatica € um problema grave e de infinitas dimensodes. A
investigacdo de agentes ambientais com potencial mutagénico tornou-se alvo de um crescente
nimero de estudos, uma vez que 4guas contaminadas mostraram a capacidade de induzir
danos genéticos em plantas, organismos aquaticos e mamiferos (GRANT, 1994; MINISSI;
LOMBI, 1997; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004; MATSUMOTO et al., 2006;
SOUZA; FONTANETTI, 2006).

Estudos que avaliem a qualidade da dgua e contribuam para a melhoria dos
ecossistemas aquaticos sao de grande importancia. Testes de toxicidade e genotoxicidade tém
sido realizados conjuntamente as andlises fisicas e quimicas, a fim de estabelecer tal
qualidade (SMAKA-KINCL et al., 1996; CLAXTON et al., 1998; OHE et al., 2003; EGITO
et al., 2007).

A utilizagcdo de plantas superiores como organismo-teste fornece valiosos sistemas de
ensaios genéticos, com o intuito de diagnosticar € monitorar os poluentes ambientais
(GRANT, 1994). Testes com plantas s@o altamente sensiveis a muitos poluentes ambientais,
incluindo metais pesados (FISKEJO, 1988; STEINKELLNER et al., 1998) e tem sido usado
para o monitoramento de amostras complexas, como as dguas de rios (RANK; NIELSEN,
1998; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004; EGITO et al., 2007; LEME; MARIN-
MORALES, 2008), lagos (GRISOLIA et al., 2005), esgotos industriais e domésticos
(GROVER; KAUR, 1999; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004) e solos
contaminados (COTELLE et al., 1999).

As caracteristicas que tornam A. cepa um excelente organismo-teste incluem o
conhecimento da duracdo de seu ciclo celular, a sua resposta a indmeros mutigenos
conhecidos, cromossomos em numero reduzido (2n=16), a disponibilidade o ano todo e o
facil manuseio. As células meristeméticas das raizes de A. cepa podem quantificar uma série

de parametros morfoldgicos e citogenéticos, incluindo a morfologia e o crescimento da raiz, a
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determinacdo do indice mitético, a inducdo de microndcleos e de metédfases, anédfases e
tel6fases aberrantes (GRANT, 1994; EVSEEVA et al., 2003; EGITO et al., 2007).

Diante da escassez de estudos com dguas de ambientes Iénticos e de sua a¢do na fauna
e na flora presentes, este estudo objetivou avaliar os potenciais citotdxico, genotoxico e
mutagénico das dguas de um lago (Lago Azul, Rio Claro-SP), por meio do sistema-teste de A.

cepa.

2. Material e Métodos

2.1 Caracterizacio da area de estudo

As aguas utilizadas sdo oriundas de um lago artificial, Lago Azul (22° 23° 25.79°°’S / 47°
33’ 48.01°’W), Rio Claro, interior do estado de Sdo Paulo (Figura 1). Este lago foi construido
em 1970, pelo represamento do cérrego da Servidao, para contribuir com a drenagem e a
regularizagdo do mesmo, buscando evitar enchentes nesta regiao da cidade (TANAKA, 2001).
Possui uma area de 3,56 hectares; atualmente, com 110.000 m2 de area verde, serve como area
de recreacdo e lazer, incluindo préiticas de atividades pesqueiras. Acredita-se que, por
escoamento de dguas pluviais, recebe também substancias derivadas de gasolina e alcool,
devido as lavagens e possiveis vazamentos de varios postos de combustiveis presentes em seu
entorno. Problemas de inundacdo, infiltracdo, erosdo e contaminacdo das dguas por esgoto

ocorrem em diferentes pontos do cérrego e também no lago, mesmo depois da canalizagdo.

2.2 Coleta das amostras

A agua utilizada no presente trabalho foi coletada em dois periodos no ano, levando-se
em conta a estacdao chuvosa, delimitada na regido de Rio Claro pelos meses dezembro a marco
e, pela estacdo seca, nos meses de junho a setembro, para os anos de 2006 a 2008. Foram
realizadas um total de quatro coletas, duas para cada estacdo. As amostras de dgua foram
coletadas numa profundidade de 30 cm, sendo levadas imediatamente ao Departamento de
Biologia da UNESP — Campus de Rio Claro, onde foram mantidas a 4°C, até o inicio dos
experimentos.

Dados metereoldgicos foram mensurados, para todos os meses de coleta, junto ao

Centro de Andlise e Planejamento Ambiental (CEAPLA), da UNESP de Rio Claro.
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2.3 Determinacio da concentraciao de metais pesados

A andlise quimica das amostras de 4gua foi realizada, concomitantemente, com 0s
ensaios bioldgicos, para a coleta de agosto de 2007 e fevereiro de 2008.

As amostras foram levadas ao laboratério ASL, em frascos de plastico proprios para
coleta, lavados com HNO3 IN. A concentracdo dos metais Ag, Al, As, Cd, Co, Cu, Cr, Fe,
Hg, Ni, Pb e Zn foi determinada pelo método USEPA-SW 846.

2.4 Bioensaios com A. cepa

Sementes de A. cepa foram submetidas a germinacdo em dguas oriundas do Lago
Azul, a solug¢do de 10 uL/mL de metilmetano sulfonato® (CAS N°66-27-3) e a 0,84 ppm de
trifluralina® (CAS N°1582-09-8 ), para controles positivos e em dgua ultra pura, para controle
negativo.

Os ensaios foram realizados em placas de Petri, contendo aproximadamente 100
sementes de uma tUnica variedade de A. cepa, para que ndo houvesse diferentes respostas
durante o andamento dos bioensaios.

As sementes permaneceram nessas placas até atingirem 2 cm de comprimento, tido
como tratamento continuo. Decorrido este tempo, foram coletadas algumas raizes de cada
ensaio e o restante delas foi transferido para placas contendo dgua ultra pura, por um periodo
de recuperacdo de 48 horas, quando foram realizadas novas coletas das raizes, para a
confeccdo de laminas e posterior andlise citogenética.

A fixacgdo das raizes foi feita em Carnoy 3:1 (3 partes dlcool etilico PA: 1 parte de
acido acético glacial PA) por 6 h, sendo, apds este periodo, transferidas para um novo fixador,
onde foram conservadas em geladeira, até sua utilizacao.

Para a realizacdo das andlises citologenéticas, as raizes foram submetidas a reacdo de
Feulgen (MELLO; VIDAL, 1978). Apés a reacdo de Feulgen, cortou-se o meristema. Gotas
de carmim acético 2% foram pingadas sobre o material, sendo utilizadas como contra-corante
e também para facilitar o espalhamento das células. Todas as laminas foram obtidas
submetendo os meristemas radiculares a um esmagamento suave entre lamina e laminula. As
laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as 1aminas foram montadas em Permount,

para serem posteriormente observadas ao microscopio.
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2.4.1 Inducao de efeitos citotoxicos

Para a avaliagdo das laminas por meio da técnica citogenética convencional, o
potencial citotéxico foi avaliado pelo indice mitético, calculado pela razdao de células em
divisdo e o total de células analisadas x 100. Considerou-se também a presenca de células em

processo de morte celular.

2.4.2 Inducao de aberracées cromossomicas e nucleares

Para a avaliagdo do potencial genotéxico e mutagé€nico das dguas do lago, células em
intérfase e em divisdo foram examinadas para avaliar a induc@o de aberracdes cromossdmicas
e nucleares, tais como: C-metéafases, metafases polipldides e com aderéncia cromossdmica,
anifases (multipolares, com pontes e atraso cromossdmico, fragmentos e perda
cromossdmica), teléfases anormais (com pontes, perda e atraso cromossdmico), micronucleos

e brotos nucleares.

2.4.3 Analise estatistica
Foram analisadas 1000 células meristematicas de A. cepa por lamina (totalizando
cerca de 5.000 células para cada tratamento). A andlise estatistica dos dados foi realizada pelo

método estatistico de Mann-Whitney.

3. Resultados

3.1 Resultados obtidos nas analises fisico-quimicas e dados metereolégicos

Foram detectadas elevadas concentracdes de Ag, Cd2+, Cu , F63+, nas duas amostras

analisadas. Na amostra da estacdo seca foram detectados ainda altos indices de Al

e Hg
(tabela 1). Tais valores se encontram acima dos limites estabelecidos pela portaria 357/2005,
do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA).

Os parametros de DBO, DQO, sélidos totais dissolvidos, condutividade elétrica,
carbono organico total, turbidez, nitrito e nitrato também variaram para as duas estacoes.

Os dados metereoldgicos obtidos pelo CEAPLA mostraram as variacdes ocorridas durante as

estacdes, caracterizando bem a estacdo chuvosa e seca na cidade de Rio Claro-SP (tabela 2).
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3.2 Inducao dos efeitos citotoxicos

Observou-se um aumento dos valores obtidos para o indice mitético, nas amostras de
aguas do lago, estatisticamente significativas quando comparadas ao controle negativo, nas
duas coletas realizadas na estacdo chuvosa (tabela 3). Houve uma diminuicao destes valores,
estatisticamente significativa, apds o periodo de recuperacio. Em uma das amostras da
estacdo chuvosa (mar¢o/2007), observou-se no tratamento continuo, células em processo de
morte celular (Figura 1L), num percentual de 0,82%. Apds o periodo de recuperagao, houve o
restabelecimento da homeostase celular, ndo sendo mais observadas células em processo de
morte. Em uma das amostras da estacdo seca (agosto/2007), notou-se uma reducdo dos
valores obtidos para o indice mitdtico, estatisticamente significativo, para as amostras de

aguas do lago, no periodo de recuperacao.

3.3 Inducio das aberracoes cromossomicas e nucleares

Nos testes conduzidos com células meristematicas de A. cepa, células micronucleadas
(Figuras 1A, 1B, 1C e 1D) e células portadoras de quebras cromossomicas (Figura 1I) foram
analisadas e contabilizadas conjuntamente para a avaliacdo do potencial mutagé€nico. A
andlise estatistica revelou efeito mutagénico nos controles positivos € nas amostras de dguas
coletadas nas duas estagdes, tanto no tratamento continuo como no periodo de recuperacio,
quando comparados ao controle negativo (tabela 4), exceto na coleta de fevereiro/2008.

Na avaliacdo do potencial genotéxico, considerou-se a somatdria das alteragcdes
cromossOmicas e nucleares (tabela 4). Para as amostras de dguas do lago, em ambas as
estacdes, tanto no tratamento continuo quanto no periodo de recuperacdo, observou-se a
presenca de células portadoras de brotos nucleares (Figura 1B), células polipléides (Figura
1E), metidfase com perda cromossdmica (Figura 1F), C-metafases (Figuras 1G e 1H), anafase
com ponte cromossomica (Figura 1J) e tel6fase com atraso cromossdmico (Figura 1K) (dados
ndo mostrados).

A somatdria destes indices, para as amostras de dguas do lago, foram estatisticamente
significativos, quando comparados ao controle negativo, nas duas estagdes de coletas, tanto no

tratamento continuo quanto no periodo de recuperagdo (tabela 4).
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4. Discussao

Estudos que visam conhecer a dindmica e o metabolismo dos ecossistemas aquaticos
continentais sao de dificil interpretacdo, uma vez que envolvem o estudo de muitas varidveis,
sejam elas fisicas, quimicas, bioldgicas ou de origem antropogénica.

O lago tido por modelo de estudo, é um lago artificial, criado pelo represamento de um
corrego que corta alguns bairros da cidade. Por situar-se em um fundo de vale, este lago
recebe toda a carga pluvial desses bairros. Por tempo indeterminado, recebeu efluentes de
uma lavanderia industrial e despejos domésticos, provenientes de galerias clandestinas.

As andlises fisico-quimicas indicam que, na estagdo seca, houve um aumento dos
valores de DBO, DQO, nas 4guas do lago. Isto sugere uma maior concentragao de poluentes,
devido a escassez de chuvas, resultante do despejo de matéria organica, provavelmente
associada a despejos de origem doméstica. Dados semelhantes foram observados por
Mitteregger-Junior et al. (2006), que avaliaram a genotoxicidade e a toxicidade das dguas e do
sedimento de uma drea influenciada por curtumes, durante o inverno de 2003 e o verdo de
2004.

A andlise de metais apresentou poucas diferengas entre as estacdes de verdo e inverno,
uma vez que Ag, Cd, Cu e Fe se encontraram acima dos valores permitidos pelo CONAMA,
para ambas as estacdes. Somente para a estacdo seca, observa-se a presenca de Al e Hg, com
valores acima do permitido pela legislacdo.

A distribuicao dos elementos e/ou compostos quimicos, sejam eles contaminantes ou
ndo, nos ambientes aqudticos, sdo controladas por processos quimicos, fisicos e biolégicos
que, acabam determinando sua concentra¢do na coluna de 4dgua, nos s6lidos suspensos € nos
sedimentos (SA, 2003; SANTOS et al., 20006).

O aumento dos valores de Al e Hg nas 4dguas do lago, na estagdo seca, podem ser
explicados pela perda do volume de dgua, comum a maioria dos reservatdrios de dgua do
estado de Sao Paulo, durante a estiagem, provocando uma maior interacdo do sedimento com
a coluna d’4dgua. De acordo com Esteves (1998), em lagos muito rasos ou em dreas de
alagamento tempordrio, ha a liberacdo de elementos mineralizados no sedimento. Ainda de
acordo com este mesmo autor, esta caracteristica € marcadamente sazonal. Assim sendo,
infere-se que hd a liberacdo dos metais do sedimento para a dgua, na estacdo seca. Em
contrapartida, provavelmente ocorra uma diluicdo da concentragao desses elementos durante o

periodo de chuvas, demonstrado por sua baixa incidéncia na estacdo chuvosa.
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O organismo-teste escolhido para este estudo foi eficiente na deteccdo dos potenciais
citotéxico, genotéxico e mutagénico das dguas do lago em estudo. Plantas superiores t€ém sido
freqiientemente utilizadas no biomonitoramento ambiental, com o intuito de diagnosticar os
efeitos citotéxicos e também genotdxicos de mutdgenos ambientais, tanto “in situ” quanto em
laboratério (GRANT, 1994; EGITO et al., 2007). De acordo com Fiskejo (1993), resultados
positivos em plantas superiores indicam a presenca de substincias citotoxicas e/ou
genotoxicas no ambiente e, os riscos diretos e/ou indiretos, aos quais todos 0s organismos
estdo expostos.

As sementes de A. cepa que foram submetidas a germinacdo em amostras de dguas do
lago, tiveram um aumento do valor obtido para o indice mitético, estatisticamente
significativo, no tratamento continuo, para a estacdo chuvosa. Suspeita-se que houve um
carreamento de substancias citotoxicas pelas dguas das chuvas, que estimularam o processo de
divisdo celular das sementes. Na coleta de mar¢o/2007, também foi detectada a presenca de
células em processo de morte celular, para o tratamento continuo. A inducdo da divisdo
celular causada por essas dguas, possivelmente, ocasionou uma proliferagao descontrolada das
células, levando algumas ao processo de morte celular. Apds o periodo de recuperagao, houve
uma restauracdo dos valores obtidos para o indice mitdtico e ndo observou-se células em
processo de morte. Tais dados mostram que, cessando a exposicdo, cessa também o efeito
citotoxico. De acordo com Hoshina (2002) e Carita; Marin-Morales (2008), um aumento ou
uma diminui¢do do indice mitético pode ser um bom indicador dos niveis de poluigao,
empregados no monitoramento de ambientes impactados, especialmente aqueles
contaminados com compostos potencialmente téxicos e/ou citotdxicos.

Em uma das coletas de ambas as estacdes, houve uma redug@o dos valores obtidos no
indice mitdtico, para as dguas do lago, estatisticamente significativo, quando comparado ao
controle negativo, no periodo de recuperacdo. Essa redugdo pode ser decorrente da acdo de
metais que, mesmo apds o periodo de recuperacdo, demonstram a sua capacidade de inibir o
processo de divisdo celular das células vegetais (FISKEJO, 1988).

Quanto a genotoxicidade dessas dguas, uma elevada freqiiéncia de aberracdes
cromossdmicas foram observadas, nos dois tratamentos em ambas as esta¢des. De acordo com
Natarajan (2002), as aberragdes cromossOmicas sao tidas como importantes eventos
decorrentes das acdes genotdxicas de agentes quimicos, aos quais diversos organismos estao
expostos, inclusive o0 homem. Estudos epidemioldgicos t€m relacionado a elevada freqii€éncia
de aberracdes cromossOmicas na populacdo humana ao risco significativo de desenvolvimento

de neoplasias (OBE et al., 2002).
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As alteracdes mais observadas, embora ndo tenham sido significativas para todos os
meses de coleta, foram células portadoras de C-metédfases, brotos nucleares, aderéncias,
pontes e perdas cromossdmicas, nas duas estagdes, em ambos os tratamentos. Alteracdes
como a C-metédfase e a aderéncia cromossOmica sdo tidas como um mecanismo causador de
sérios danos e um dos parimetros utilizados na avaliacio dos efeitos genotéxicos (FISKEJO,
1985; 1988; TURKOGLU, 2007; 2008).

Segundo Gomiirgen (2005), pontes cromossomicas podem ocorrer como conseqiiéncia
da aderéncia e uma subseqiiente falha na separacao dos cromossomos na anafase ou ainda ser
atribuida a uma translocacdo desigual ou inversdao dos segmentos cromossOmicos. Essas
pontes podem resultar em perda cromossomica quando quebram, uma vez que decorrem da
inativacdo do fuso mitético durante o ciclo de divisdo celular, devido a um efeito aneugénico
(UHL et al., 2003).

De acordo com a literatura, tais alteracdes podem ser decorrentes da acdo de certos
metais pesados. Atualmente hid um grande interesse em estudos que avaliem os danos
causados aos organismos pelos metais pesados, uma vez que a contaminagdo por tais
elementos vém aumentado com o desenvolvimento da indudstria moderna (MARCANO et al.,
2002).

Estudos realizados por Fiskejo (1988; 1993), Dovgalyuk et al. (2003), Marcano et al.
(2002) demonstram que alguns metais sdao capazes de provocar distirbios nos processos
mitéticos e de citocinese. Observaram que diferentes metais possuem diferentes efeitos na
organizacao microtubular das células de plantas.

O aluminio (Al) é um metal altamente citotoxico para as plantas (PEJCHAR et al.,
2008). Alguns estudos mostram que o Al interfere na cinética de divisdo celular, pois possui
como alvo, os microtibulos (FISKEJO, 1983; VOUTSINAS et al., 1997).

A prata (Ag) é um metal ndo essencial que, quando estd presente em elevadas
concentracdes no ambiente aqudtico, intoxica os organismos, sendo que a forma i6nica deste
metal €, geralmente, a mais toxica. Estudos realizados com peixes e crusticeos relatam que a
Ag esté relacionada a um desequilibrio i6nico e osmorregulatério, associado as inibicoes da
atividade da Na'/K*-ATPase e da captacio de Na" em nivel branquial (GROSSEL et al.,
2002).

Dovgalyuk et al. (2003) demonstraram que o cddmio (Cd) foi capaz de causar
distirbios nos processos mitdticos e de citocinese, em células meristematicas de cebola,
devido aos danos provocados nos microtibulos do fuso mitético e do fragmoplasto, através de

técnicas imunocitoquimicas, em células tratadas com tais metais.



Artigo 3 88

Em estudos realizados por Fiskejo (1988), bulbos de A. cepa tratados com cloreto de
caddmio (CdCl,) apresentaram elevadas freqiiéncias de aderéncia cromossomica e C-
metafases. Esse mesmo autor testou ainda diversas concentra¢des de sulfato de cobre (CuSO,)
e pode concluir que o cobre (Cu) foi o mais téxico. Também observou a presenca de
aderéncia cromossOmica, poucas C-metafases e uma diminuicdo dos valores obtidos para o
indice mitético com o aumento das concentragdes de CuSOy.

O ferro (Fe) € tido como elemento essencial para todas as formas de vida, uma vez que
¢ um componente chave na manutengdo da homeostase celular. Indimeros processos
bioldgicos sdo intermediados por enzimas que requerem o ferro como co-fator (PEDROZO;
LIMA, 2001). O excesso de ferro no ambiente pode estar associado a peroxidacgdo lipidica das
membranas e, conseqiientemente ao estresse oxidativo. Segundo Offer et al. (2005), a
inducdo de lesdes no DNA, tais como as quebras de fita dupla e aumento na freqiiéncia de
micronucleos foram descritos em individuos com alfa ou beta-talassemia, cujo estresse
oxidativo exacerbado foi mediado pela presenca de altas concentragdes plasméticas de ferro.

O mercurio (Hg) € considerado um poluente de alto risco. A queima de combustiveis
fosseis € considerada uma fonte de mercurio. Estudos conduzidos em plantas e animais de
laboratdério mostraram que o mercurio tem a capacidade de inibir a formagdo do fuso mitético,
levando a uma distribui¢cdo anormal dos cromossomos e poliploidia. Esta acdo resultaria da
forte afinidade do mercurio pelos grupos sulfidrilas encontrados nas proteinas do fuso (De
FLORA et al., 1994; CARDOSO et al., 2002).

Todas as alteracdes observadas no presente estudo decorrem da acdo de substancias
capazes de intervir na cinética de divisao celular, afetando a formacgdo e/ou arranjo dos
microtibulos, estruturas essenciais para a formacgdo do fuso mitético. Portanto, a propriedade
aneugénica dos metais, provavelmente, seja um dos fatores responsdveis pela presenca das
alteracdes observadas.

O periodo de recuperagdo, em dgua ultra pura, colaborou para minimizar os efeitos
genotoxicos das dguas do lago, uma vez que houve uma diminuic@o dos valores obtidos para
o total de alteracdes cromossdmicas, para as amostras de dguas do lago, em ambas as
estacdes, embora estes valores ainda sejam estatisticamente significativos, quando comparado
ao controle negativo. De acordo com Hoshina (2002) o periodo de recuperagao realizado com
os meristemas radiculares, submetidos a germinacdo em 4guas de rios que recebem efluentes
domésticos, mostram uma redugdo das alteragdes cromossOmicas em A. cepa, uma vez que
seus efeitos podem ser minimizados, quando houver uma recuperacdo da qualidade de suas

aguas.
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A presenca de células portadoras de micronucleos e quebras cromossdmicas também
foi observada, para as amostras de dguas do lago, nas duas estagdes e nos dois tratamentos. O
tamanho dos microntcleos observados para as amostras de dguas do lago foi semelhante ao
tamanho dos micronticleos observados para a trifluralina. Sabe-se que a trifluralina é um
herbicida de acdo aneugénica (FERNANDES et al., 2007).

Yamamoto; Kikuchi (1980) demonstraram que, medindo o didmetro dos micronucleos
era possivel determinar se o agente possuia acdo clastogénica ou aneugénica. Os autores
observaram que os microndcleos produzidos por agentes clastogénicos eram, de maneira
geral, menores que aqueles derivados de ac@o aneugénica. De acordo com Grant (1982), a
espécie A. cepa se destaca pelo seu padrdo cariotipico simétrico, o qual apresenta
homogeneidade quanto ao tamanho de seus cromossomos. Desta forma, a metodologia
proposta por Yamamoto; Kikuchi (1980), para a deteccdo das agdes aneugé€nica e/ou
clastogénica de uma substancia em relacdo ao tamanho de micronucleos, pode ser vélido para
A. cepa.

Estudos realizados por Leme et al. (2008), com radiculas de A. cepa expostas as dguas
impactadas por vazamento de petréleo, na bacia do rio Guaecd, demonstraram que o tamanho
variado dos microndcleos com diferentes graus de condensagdo, sugerem que o petréleo, por
ser uma mistura complexa de hidrocarbonetos, pode ter tanto uma ag¢do aneugénica quanto
clastogénica.

Diferentemente dos resultados obtidos por Leme et al. (2008), os micronicleos
observados para as dguas do lago, provavelmente decorrem da acdo aneugénica dos metais
encontrados nestas dguas, uma vez que todos apresentavam tamanhos semelhantes aqueles
observados para a trifluralina.

O periodo de recuperacao, em dgua ultra pura, nio foi eficiente para minimizar os
efeitos mutagénicos dessas dguas. Tais resultados sugerem que, os danos provocados durante
o tratamento continuo ndo foram restaurados, e persistiram apds vdrios ciclos de divisao
celular, mesmo em 4gua ultra pura. Logo, a existéncia de células micronucleadas e portadoras
de quebras cromossdmicas indicam que as 4guas do Lago Azul apresentam potencial

mutagénico.

5. Conclusao

No presente estudo, A. cepa se mostrou um eficiente organismo-teste para avaliacio

dos potenciais citotoxico, genotoxico e mutagénico das dguas de um ambiente 1€ntico. Os
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resultados obtidos revelaram que as dguas do lago apresentam elevadas concentracdes de
metais Ag, A, Cd*, Cu, Fe**e Hg, detectadas pelas andlises fisico-quimicas. Essas dguas
apresentam ainda uma potencialidade citotdxica, genotéxica e mutagénica, pois foram
capazes de induzir altera¢des no material genético do organismo-teste utilizado. O tratamento
de recuperacdo, em &dgua ultra pura, por 48 horas, mostrou-se eficiente para minimizar os
efeitos genotoxicos das dguas do lago, mas ndo foi suficiente para minimizar os efeitos
mutagénicos. Acredita-se que a possivel contaminacdo por despejos de origem doméstica e a
sazonalidade, pela dindmica da troca de elementos do sedimento para a dgua, durante a
estacdo seca e o carreamento de substancias citotoxicas e diluicdo dos metais pesados pelas

aguas pluviais, na estacdo chuvosa, tenham influenciado nos resultados obtidos.
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Tabela 1. Comparacdo dos valores obtidos para as andlises fisico-quimicas das dguas superficiais do
Lago Azul, para as coletas de agosto/2007 e fevereiro/2008.

Parametros CONAMA Agosto/2007 Fevereiro/2008 Método Limite de
Analiticos deteccio
Ag (mg/L) 0,01 <0,09* <0,09* USEPA-SW 846 0,090
Al (mg/L) 0,1 0,695* <0,050 USEPA-SW 846 0,050
As (mg/L) 0,01 <0,01 <0,01 USEPA-SW 846 0,010
Cd (mg/L) 0,001 <0,004* <0,004* USEPA-SW 846 0,004
Co (mg/L) 0,05 <0,002 <0,002 USEPA-SW 846 0,002
Cu (mg/L) 0,009 <0,025% <0,025% USEPA-SW 846 0,025

Cr total (mg/L) 0,05 <0,005 <0,005 USEPA-SW 846 0,005
Fe total (mg/L) 0,3 1,51%* 0,379* USEPA-SW 846 0,030
Hg (mg/L) 0,0002 <0,0006* <0,0002 USEPA-SW 846 0,0006
Na (mg/L) NA 9,8 3,8 SMEWW 3500- 0,1
NA.B
Ni (mg/L) 0,025 <0,006 <0,006 USEPA-SW 846 0,006
Pb (mg/L) 0,01 <0,002 <0,002 USEPA-SW 846 0,002
Zn (mg/L) 0,18 <0,035 <0,004 USEPA-SW 846 0,004
Cloretos (mg/L) 250 6,67 6,67 USEPA 300.1.321 0,05
DBO (mg/L) 5 13* 4 SMEWW 5210.B 2
DQO (mg/L) 5 45% <5 SMEWW 5220.D 1,67
pH 6,0a29,0 6,8 7,0 SMEWW 4500-H+.B 0,1
Sélidos totais 500 120 64 SMEWW 2540 1
dissolvidos
(mg/L)
Condutividade NA 500 80,9 SMEWW 2510.B 0,1
elétrica (uS/cm)
COT (mg/L) NA 14,0 33 SMWW 5310.D NA
Oxidagdo com
persulfato -
espectrofotometro
Nitrito (mg/L) 1 <0,15 0,055 USEPA 300.1-321 0,005
Nitrato (mg/L) 10 <0,015 1,12 USEPA 300.1-321 0,05
Turbidez (UNT) 100 63,0 8 SMEWW 2130.B 1

* Valores acima do permitido pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) — portaria 357/2005.
Nota: NA — nao aplicével.
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Tabela 2. Dados metereoldgicos da cidade de Rio Claro—SP referentes aos periodos de coleta das
amostras de dgua de um ambiente I€ntico, obtidos junto ao CEAPLA — IGCE — UNESP/ Rio
Claro.

Periodo de coleta Temperatura Temperatura Umidade Precipitacdo N° total de
maxima (°C) minima (°C) Relativa do Total (mm) dias
Ar (%) chuvosos
Agosto/2006 29,50 11,32 55,29 14,5 2
Marg¢o/2007 31,31 18,81 67,60 123,9 10
Agosto/2007 28,04 11,21 58,32 0 0
Fevereiro/2008 29,71 18,93 73,59 141,1 15

Nota: Os valores acima foram obtidos a partir das médias das medidas didrias.

Tabela 3. Distribui¢do dos valores obtidos para o indice mitdtico em células meristemdaticas das raizes
de A. cepa, submetidas a germina¢do em amostras de dguas oriundas de um ambiente 1€ntico, em dgua
ultra pura (controle negativo), em Trifluralina e em MMS (controles positivos), nas respectivas coletas
de 2006 a 2008, para os tratamentos continuo e de recuperagio.

Controle
Coletas Tratamento Negativo Lago MMS Trifluralina
TC 17,94+6,42 16,62+2,13 8,44+0,91** 18,72+5,65
Agosto/2006 Rec 12,48+2,46 16,32+2,77 9,18+1,15%* 16,32+5,62
TC 8,7+1,4 17,5242,25%* 8,04+0,9 9,2242,05
Marco/2007 Rec 10,32+3,17 12,7246,17 9,19+0,9 10,84+3,22
TC 11,06+2,94 10,76+0,59 11,1+2,78 9,22+1,76
Agosto/2007 Rec 11,48+2,18 8,08+0,60%** 9,08+2,41 8,24+1,73%*
TC 13,82+1,41 16,24+1,23%* 11,2+2,51 10,88+0,60*
Fevereiro/2008 Rec 19,68+1,72 16,04£1,27** 14,24+1,59*%* 12,58+1,31*

TC. tratamento continuo; Rec. periodo de recuperacdo em dgua ultra pura, por 48 horas.

* valores estatisticamente significativos quando comparados ao controle negativo, pelo teste de Mann-
Whtiney, com p<0,01.

** valores estatisticamente significativos quando comparados ao controle negativo, pelo teste de
Mann-Whtiney, com p<0,05.
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Tabela 4. Alteracdes potencialmente mutagénicas (micronticleos e quebras cromossdmicas) e
genotdxicas (aberracdes cromossdmicas e nucleares) encontradas em células meristematicas de A.
cepa, tratadas com 4gua ultra pura, MMS, Trifluralina e dguas oriundasde um ambiente [€ntico, para
todas as coletas realizadas.

Controle
Coletas Alteracoes Tratamento Negativo Lago MMS Trifluralina
Mutagénicas TC 0,8+0,8 32422 16+4,3%* 9,245,01*
Agosto/2006 (MN+QB) Rec 0,6+0,5 3,4+1,8%* 4+1,2% 16+4,06*
Genotéxicas TC 1,2+0,8 17,6£1,6% 11,243,9% 20,2+3,8%
(TA) Rec 1+0,7 15,8+4,4%  4,2+],7%* 17,845,3*
Mutagénicas TC 2,2+0,8 5,242,3%*  10,242,7* 16+5,9%
Marco/2007 (MN+QB) Rec 2+0 8+2,6* 4,4+0,8* 8,4+3,6*
Genotéxicas TC 1,4+1,1 11,242,2%  6,444,7%* 31,4£13,6*
(TA) Rec 1,4+0,5 7,443 .4% 2,4+1,6 17,4+10,01%*
Mutagénicas TC 0,6+0,8 8+1,2% 20+5,1* 12,842,1%*
Agosto/2007 (MN+QB) Rec 0,8+0,4 8,1+4,5% 18+6,4* 18,4+2,1%*
Genotodxicas TC 42+1,09  154£58**  9,8+2,5% 1342%
(TA) Rec 3+3,9 9,144,6%* 9,2+5,9 21,246,2*
Mutagénicas TC 0,6+0,5 6,4+1,3*%  14,8+3,2% 12,241,7*
Fevereiro/2008 (MN+QB) Rec 0,2+0,4 4,4£1,1¥  5,6£1,8* 6,4+2,07*
Genotéxicas TC 1£0,7 20,8+5,3* 17,8+11,3*  31,6£7,05*
(TA) Rec 1+1 15,4+6,6% 13,8+7,04* 11,443,5%

TC. Tratamento continuo; Rec. periodo de recuperacdo, em &dgua ultra-pura, por 48 horas; MN.
Microndcleo; QB. Quebra cromossdmica; TA. Total de alteracdes cromossdmicas e nucleares.
*valores estatisticamente significativos, em relagdo ao controle negativo, pelo método estatistico de
Mann-Whitney, com p<0,01.

** valores estatisticamente significativos, em relagdo ao controle negativo, pelo método estatistico de
Mann-Whitney, com p<0,05.
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Figura 1. Localizacdo do Lago Azul, na cidade de Rio Claro-SP. (Fonte: RIO CLARO. Prefeitura
Municipal, 1990 apud MOITA, 2007). Desenho modificado por Arnaldo Rosalém, com organizagdo
de Luciana Rossi Moita, 2007.
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Figura 2. Alteracdes nucleares e aberragdes cromossomicas obtidas pelo
sistema-teste de Allium cepa, exposto por 96 h as dguas oriundas de um
ambiente léntico A, B, C e D. células micronucleadas (setas) e portadoras de
broto nuclear (cabeca da seta); E. metafase polipldide; F. metdfase com perda
cromossomica; G e H. C-metafases; I. Anidfase com quebras cromossdmicas;
J. andfase com ponte cromossomica (seta); K. teléfase com atraso
cromossdmico (seta); L. célula em processo de morte celular.
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Figura 3
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* valores estatisticamente significativos, em relagdo ao controle negativo, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,01.
# valores estatisticamente significativos, em relacdo ao controle negativo, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05.

Figura 3. Alteragcdes potencialmente mutagénicas (somatéria de micronticleos e quebras
cromossOmicas) encontradas em células meristematicas de A. cepa, tratadas com d4gua ultra pura,
MMS, Trifluralina e 4guas oriundas de um ambiente l€ntico, para a estacio seca e chuvosa.

Figura 4
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* valores estatisticamente significativos, em relagdo ao controle negativo, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,01.
¢ valores estatisticamente significativos, em relacdo ao controle negativo, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05.

Figura 4. Alteragdes potencialmente genotdéxicas (somatdria das aberragdes cromossdmicas)
encontradas em células meristemadticas de A. cepa, tratadas com dgua ultra pura, MMS, Trifluralina e
dguas oriundas de um ambiente 1€ntico, para a estacdo seca e chuvosa.
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6. DISCUSSAO GERAL

O lago analisado € diretamente influenciado pelas cargas pluviais e por despejos de
origem doméstica, embora tal afirmacdo seja negada pelos 6rgdos municipais da cidade de
Rio Claro-SP. Esta drea pode ser tomada como um exemplo de degradacdo ambiental
provocada por despejos de fontes antrépicas, principalmente, descargas de esgotos
domésticos. De acordo com laudo of-098/CEI, da CETESB, de 29 de agosto de 2006, os
parametros exigidos para que este lago se enquadre na classificagdo de dguas do tipo 2, ndo
sdo atendidos, uma vez que o nimero de bactérias termotolerantes estd 48 mil vezes acima do
permitido pela legislagao.

Coletas de dguas sazonais foram realizadas nos meses de agosto/2006 e agosto/2007,
representando a estacdo seca, e marco/2007 e fevereiro/2008, representando a estacdo
chuvosa. As duas estacdes sdo bem caracterizadas na cidade de Rio Claro-SP pelos meses de
coletas, como demonstrado pelos dados metereolégicos. Portanto, as coletas foram realizadas
nestes periodos, com o intuito de avaliar a influéncia da sazonalidade na dinamica do lago.

As andlises fisico-quimicas, realizadas nos meses de agosto/2007 e fevereiro/2008
detectaram a presenca de metais. Os metais que possuem concentracdes acima da permitida
pela legislacdo vigente (CONAMA 357/2005) sao: Al, Ag, Cd, Cu, Fe e Hg, detectados na
coleta de agosto/2007 e Ag, Cd, Cu e Fe, em fevereiro/2008. De acordo com a literatura, esses
metais podem ser encontrados em despejos domésticos. Assim, somadas as informagdes
constantes no laudo da CETESB (2006), que indica a presenca de bactérias termotolerantes
com as andlises fisico-quimicas aqui apresentadas, referentes aos metais, € possivel afirmar
que o maior problema do lago é o despejo de esgostos clandestinos e, possivelmente, o efeito
acumulativo dos contaminantes presentes nos sedimentos.

Um dos maiores agravantes da presenga de tais metais neste lago € o fato de que eles
podem se acumular no tecido muscular dos peixes. O consumo desses peixes pela populacao é
preocupante, uma vez que certos metais sao carcinogénicos e estdo relacionados a algumas
doencas, como o mal de Alzheimer. Portanto, é extremamente importante ressaltar a probicao
da pesca neste lago e conscientizar a populacio sobre o prejuizo do consumo dos peixes ali
obtidos.

Uma vez que o vegetal superior A. cepa e o teledsteo O. niloticus representam

excelentes organismos para o monitoramento de ambientes aquaticos (GROVER; KAUR,
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1999; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004; GRISOLIA et al., 2005), este foram
aplicados no presente estudo para a avaliacdo das dguas deste lago, tido por ambiente 1€ntico,
para verificacdo do potencial citotéxico, genotéxico e mutagénico.

Foram realizados o teste do microntcleo e de aberracdes cromossdmicas em células
meristemdticas de A. cepa, este foi utilizado para avaliar as variacdes no ciclo celular,
decorrentes da acdo de agentes toxicos presentes nas amostras de dguas, em dois diferentes
tratamentos: tratamento continuo e o periodo de recuperagao.

Os bioensaios com O. niloticus também foram realizados com as amostras de dguas do
lago, para avaliacdo do potencial citotoxico, genotéxico e mutagénico, por meio da analise de
eritrécitos em processo de morte celular e portadores de alteracoes na morfologia nuclear e
microntcleos, utilizando o teste do microntcleo. O ensaio do cometa também foi aplicado em
O. niloticus, para avaliar o potencial genotoxico dessas dguas.

Apoés a realizacdo e andlise dos resultados obtidos pelos bioensaios, foi possivel
detectar o potencial citotdxico, genotdxico e mutagénico das dguas do lago.

A citotoxicidade foi caracterizada pela presenca de células em processo de morte
celular, para ambos o0s organismos-teste empregados, nas coletas de mar¢o/2007, no
tratamento continuo, no sistema-teste de A. cepa e, nas coletas de marco e agosto/2007 e
fevereiro/2008, em O. niloticus. Segundo Duke et al. (1996) um importante papel da morte
celular, independente de ser necrética ou apoptdtica, induzida por agentes quimicos, fisicos ou
bioldgicos é a eliminacdo de células que se tornaram malignas ou que iriam influenciar,
negativamente, na manutencao do metabolismo normal do individuo.

No sistema-teste de A. cepa, os valores obtidos para o indice mitético também podem
ser considerados para a avaliacdo deste parametro. No entanto, por meio da avaliagdo do
indice mitotico, foi possivel detectar a citotoxicidade em ambas as estacdes, no tratamento
continuo e no periodo de recuperagdo. Embora o potencial citotéxico seja caracterizado pela
diminui¢do dos valores obtidos para o indice mitdtico (SMAKA-KINCL et al., 1996), no
presente estudo, a citotoxicidade foi evidenciada por um aumento, estatisticamente
significativo em relagdo ao controle negativo. De acordo com Matsumoto (2004), quando os
indices mitdticos apresentam valores superiores aos encontrados no controle negativo,
significa que houve uma inducdo no processo de divisdo celular. Essa inducdo pode ocasionar
uma proliferacdo descontrolada de células e acarretar em prejuizos para o organismo, com a
formacdo de neoplasias.

Na estacdo seca (agosto/2007) e chuvosa (fevereiro/2008), houve uma redugao dos

valores obtidos para o indice mitético, estatisticamente significativo, quando comparado ao
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controle negativo, no periodo de recuperacdo. Essa reducio pode ser decorrente da acdo dos
metais, que mesmo apds o periodo de recuperacdo, demonstram a sua capacidade de inibir o
processo de divisdo celular das células de vegetais (FISKEJO, 1988).

Os dados aqui apresentados corroboram com as citacdes de Smaka-Kincl et al. (1996)
e Matsumoto (2004), que afirmam que agentes contaminantes na 4gua podem alterar,
reduzindo ou aumentando, os indices mitéticos das células meristeméticas de A. cepa.

O periodo de recuperagdo em dgua ultra pura pode promover um restabelecimento dos
valores obtidos para o indice mitdtico, por auxiliar na recuperacdo da homeostase celular.
Assim sendo, se houver uma recuperacdo da qualidade das dguas do lago, pode haver uma
minimizag¢do dos seus efeitos citotdxicos.

O potencial genotéxico e mutagénico das dguas do lago estudado, coletadas no
periodo de 2006 a 2008, foi avaliado pela freqii€ncia de células aberrantes em meristemas de
A. cepa e, pela freqiiéncia de danos no DNA de O. niloticus, pela técnica de ensaio do cometa,
micronucleo e anormalidades nucleares.

Os danos induzidos por agentes genotdxicos sdo caracterizados por quebras simples e
duplas da cadeia principal do material genético, aberracdes cromossoOmicas, formacdo de
micronucleos, além de outros erros nos processos de replicacdo do DNA e da expressdo
génica (O’BRIEN et al., 2001 apud MATSUMOTO, 2004).

O potencial genotéxico e mutagénico foi evidenciado pela elevada freqiiéncia de
aberragdes cromossdmicas e micronucleos, nas células meristematicas de A. cepa, no
tratamento continuo e no periodo de recuperacdo, em todas as coletas realizadas. Esses
resultados confirmam que as dguas do lago estudado apresentam um efeito genotéxico e
mutagénico sobre as células de cebola.

As aberragdes observadas e mais freqiientes foram células portadoras de C-metafases,
aderéncia cromossOmica, andfases e tel6fases com pontes, perdas e atraso cromossdmico e
células portadoras de brotos nucleares. De acordo com estudos realizados por Fiskejo (1985),
Voutsinas et al. (1997) e Seth et al. (2008), tais alteragdes podem ser decorrentes da acdo de
metais pesados, como o aluminio, o cddmio, o cobre e 0 mercurio, que possuem uma acao
aneugénica. Os resultados aqui apresentados sugerem que as substancias presentes nas dguas
do lago também possuem a capacidade de interferir no fuso mitético.

Células portadoras de micronucleos em A. cepa foram estatisticamente significativas
para todas as coletas realizadas, tanto no tratamento continuo quanto no periodo de
recuperacdo. Tais resultados sugerem que, os danos provocados durante o tratamento continuo

nao foram restaurados, e persistiram apds vdrios ciclos de divisdo celular.
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Logo, a existéncia de células micronucleadas indicam que as dguas do lago
apresentam potencial mutagénico e que o periodo de recuperagdo em dgua ultra pura nio foi
eficiente para minimizar os efeitos genotoxicos e mutagénicos dessas dguas, sobre o material
genético de A. cepa.

Para o organismo-teste de O. niloticus, o potencial genotéxico foi evidenciado pelo
teste do micronudcleo associado as anormalidades nucleares e pelo ensaio do cometa. Nossos
dados revelam que todas as coletas apresentaram efeitos genotdxicos e mutagénicos. A maior
freqiiéncia de micronicleos foi observada na estacdo chuvosa, embora um ndmero
estatisticamente significativo também tenha sido detectado na estacao seca.

As outras anormalidades nucleares, descritas por Carrasco et al. (1990), como ntcleos
do tipo “blebbed”, “lobed”, “notched” e “broken-egg” foram as mais observadas no presente
estudo, pelo teste do microntdcleo associado a andlise de tais anormalidades. De acordo com
Cavas e Goziikara (2003), essas anormalidades podem ser consideradas como danos
genotdxicos. A alteracdo mais observada para ambas as estacdes de coleta foi nicleos do tipo
“notched”. De acordo com Ghandially (1995), tal alteracdo pode ser decorrente de uma
aneuploidia. Sugerimos que tal efeito seja resultado da ac@o aneugénica dos metais
encontrados em valores acima do permitido pela legislacdo; estes dados corroboram os
observados por Al-Sabti e Metcalfe (1995) e Ghandially (1995). Os dados obtidos com A.
cepa também corroboram com esta afirmagdo, pois na comparacdo do tamanho dos
microntucleos, observou-se que os mesmos eram derivados de uma acdo aneugénica, pois
apresentavam grande tamanho.

O ensaio do cometa evidencia danos causados a molécula de DNA, constituindo uma
eficiente ferramenta para o biomonitoramento ambiental (MONTEITH; VANSTONE, 1995).
Os resultados obtidos pelo ensaio do cometa, aplicado em eritrécitos de peixes revelam que o
efeito genotoxico foi significativo para as duas estagdes, embora na estagio seca, observou-se
um ndmero maior de nucledides pertencentes as classes 1 e 3. Para a estacdo chuvosa, uma
elevada freqiiéncia de nucledides pertencentes a classe 2, foi estatisticamente significativa em
relac@o ao controle negativo.

Pelos resultados apresentados neste estudo, para os dois sistemas-testes empregados, é
possivel afirmar que a sazonalidade, provavelmente, influenciou nos dados obtidos, uma vez
que na estacdo chuvosa, possivelmente, houve um maior carreamento de substincias
citotoxicas pelas dguas das chuvas, que acabaram induzindo a morte celular das células de
cebola e de tildpias. Tais resultados também podem ser decorrentes de uma maior fuidez das

membranas das células desses organismos, em decorréncia do aumento da temperatura
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na estacao chuvosa.

Embora ndo tenhamos obtidos dados nas andlises fisico-quimicas, a respeito de
contaminacdo por elementos derivados de combustiveis fosséis, como os HPAs, em conversas
pessoais com o administrador do lago, descobrimos que na estagdo chuvosa, muitas vezes, era
possivel observar uma pelicula de 6leo sob a superficie do lago. Segundo o administrador,
essa pelicula era oriunda da lavagem dos patios dos postos de gasolina, préximos ao lago. De
acordo com as pessoas que praticavam a atividade pesqueira, os peixes ali obtidos possuiam
um forte cheiro de gasolina.

Logo, acreditamos que na estacdo chuvosa, ndo s6 os metais sdo carreados pelas dguas
das chuvas, como também outras substancias, como as derivadas de postos de gasolina. Nesta
estacdo, embora haja um carreamento de substancias, é possivel também que ocorra uma
diluicao dos metais ali apresentes, demonstrado pela baixa incidéncia de Al e Hg.

Em contrapartida, na estacdo seca, como na maioria dos reservatérios de dguas do
estado de Sdo Paulo, o lago perde volume de suas dguas, o que acarreta em uma maior
concentracdo dos poluentes, devido a escassez de chuvas. Nesta estacdo, ha também uma
maior interacdo dos elementos presentes no sedimento depositado com a coluna d’agua, o que
também explica a presenca, em elevadas concentragdes, dos metais aluminio e mercurio, nesta

estacdo do ano.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, concluimos que:

* Ambientes lénticos impactados por 4guas pluviais e por despejo de origem
doméstica podem apresentar efeitos citotdxicos, genotoxicos € mutagénicos aos
organismos expostos, conforme observado no lago em questdo, pela avaliacdo de
suas dguas, por meio dos sistemas-teste de A. cepa e O. niloticus.

e Tais potenciais foram evidenciados em todas as coletas realizadas, representando
perigo, nas diferentes estacdes analisadas neste estudo;

e As andlises fisico-quimicas, principalmente a de deteccio de metais, foram
importantes para uma melhor compreensao das reacdes dos organismos-teste as
amostras de dguas do lago;

® A sazonalidade e a dindmica do lago influenciaram nos resultados obtidos, uma
vez que na estacdo chuvosa, possivelmente, houve um maior carreamento de
substancias citotoxicas pelas dguas das chuvas. Em contrapartida, na estagcdo seca,
com a escassez de chuvas e, conseqiientemente, com a perda do volume de dguas
do lago, pode ter ocorrido uma maior concentracdo dos poluentes, inclusive de
metais ou ainda, uma maior interacio dos elementos presentes no sedimento com a
coluna d’agua, justificando a presenca, em elevadas concentracdes, do metais
aluminio e mercurio, nesta estacao do ano.

e Os testes de aberracdes cromossdmicas € micronticleos em células meristematicas
de A. cepa mostraram-se eficientes para a avaliacdo dos efeitos citotoxicos,
genotoxicos e mutagénicos das dguas de um ambiente 1€ntico;

¢ O teste do micronicleo associado as outras anormalidades nucleares e o ensaio do
cometa, aplicados em eritrdcitos de O. niloticus também mostraram-se eficientes
para a avaliagdo dessas dguas.

e Os dois organismos-teste utilizados no presente trabalho, bem como os testes
empregados, se mostraram sensiveis e adequados para estudos de monitoramento

ambiental.
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