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RESUMO

Os problemas que mais afetam a qualidade da agua de rios e lagos estdo associados com 0s
descartes realizados nestes ambientes, principalmente, os de esgotos domésticos e industriais
tratados de forma inadequada ou ndo tratados. Esses efluentes podem conter compostos
quimicos perigosos pela sua potencialidade em induzir efeitos citotoxicos e genotoxicos a
biota exposta. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo verificar o possivel
potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico de quimicos presentes nas aguas do ribeirdo
Tatu, Limeira/SP, provenientes de descartes ilegais de pequenas indlstrias e esgotos
domésticos por meio do teste de aberracdes cromossdmicas (ACs) e micronucleo (MN) em
Allium cepa e ensaio do cometa em células de mamiferos. Foram realizadas coletas sazonais
em cinco diferentes pontos do ribeirdo, entre os anos de 2008 e 2009. As andlises fisico-
quimicas das amostras de dgua mostraram uma grande degradacdo na qualidade da agua do
ribeirdo, decorrente dos descartes de esgotos domésticos e industriais, de aguas pluviais
contaminadas e escoamento da agricultura. Os dados referentes ao bioensaio com A. cepa
mostram que os periodos de seca s&o 0s mais criticos, pois levaram as respostas mais severas
de indugdo de ACs e de MN no organismo teste utilizado. Em relagéo ao ensaio do cometa
com as células HTC, as amostras de agua coletadas no periodo de chuva intensa,
apresentaram maior genotoxicidade, principalmente nos pontos mais impactados pelo
recebimento dos efluentes, devido, possivelmente, ao carreamento de contaminantes para o

leito do rio, promovido pelo escoamento da agua das chuvas.

Palavras-chave: contaminacdo de recursos hidricos, Allium cepa, células HTC,

biomonitoramento ambiental.



ABSTRACT

The issues that most affect the water quality of rivers and lakes are associated with discharges
in these environments, especially those of domestic and industrial sewage inadequately or not
treated. These effluents may contain hazardous chemical compounds for their ability to induce
cytotoxic and genotoxic effects to the biota exposed. In this sense, the present study aimed to
determine the potential cytotoxic, genotoxic and mutagenic of chemicals present in the waters
of the ribeirdo Tatu, Limeira / SP, from illegal discharges from small industries and domestic
sewage through the test of chromosomal aberrations (CAs) and micronucleus (MN) in Allium
cepa and comet assay in mammalian cells. Five seasonally collections were performed at five
different places of the river in 2008 and 2009. The physical-chemical analysis of water
samples showed a large degradation in water quality of the stream, resulting from discharges
of municipal and industrial wastewater, storm water and contaminated runoff from
agriculture. The data on A. cepa bioassay show that the droughts are the most critical because
the answers led to more severe induction of CAs and MN in the test organism used.
Concerning the comet assay with HTC cells, water samples collected during the period of
strong rain, had higher genotoxicity, especially at points of most impacted by the receipt of
effluents, due possibly to the carrying of contaminants to riverbed, sponsored by runoff from

rainfall.

Key-words: water resources contamination, Allium cepa, HTC cells, environmental

biomonitoring.
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1. INTRODUCAO

Como conseqiiéncia do crescimento da populagdo humana e do desenvolvimento
industrial, vem aumentando, gradativamente, a producédo, o consumo e o descarte de produtos
quimicos e de residuos derivados das agdes antropogénicas. Pela alta contaminagdo ambiental,
particularmente dos ambientes aquaticos, que € o destino final desta gama crescente de
produtos, e pelos muitos contaminantes com potencial genotdxico e cancerigeno (JHA, 2004),
torna-se necessario o desenvolvimento e aplicacdo de testes que avaliem os efeitos destas
substancias presentes nos recursos hidricos (GROVER; KAUR, 1999).

A bacia do ribeirdo Tatu, um dos trés principais cursos d’agua da cidade de
Limeira (SP/Brasil), cobre grande parte da area urbana do municipio. Nasce na zona rural do
municipio de Cordeirépolis e desdgua no Rio Piracicaba. Segundo a CETESB — Companhia
Ambiental do Estado de S&o Paulo (2008) e de acordo com a Resolugdo CONAMA 357/2005,
o ribeirdo € considerado, na area urbana, um rio de classe 4, ou seja, suas aguas sdo destinadas
apenas a navegacao, a harmonia paisagistica e aos usos menos exigentes. Este rio possuli
inimeros problemas como langamento de efluentes industriais, domésticos e agricolas sem
tratamento, além da auséncia, quase total, de matas ciliares (MARRARA, 2008).

Efluentes industriais e domésticos tratados de forma inadequada ou ndo tratados
contém perigosos compostos quimicos que podem induzir efeitos citotoxicos e genotoxicos a
biota exposta (CLAXTON et al., 1998; RANK; NIELSEN, 1998), que, em muitos casos, pode
nédo levar a efeitos imediatos, mas, a longo prazo, pode comprometer a reproducdo, induzir
defeitos congénitos, além de doencas como o cancer (WHITE; RASMUSSEN, 1998;
GROVER; KAUR, 1999).

Para os estudos de monitoramento da qualidade da &gua, os métodos in vitro
apresentam vantagens, em relacdo aos in vivo, pela possibilidade de se limitar o nimero de
varidveis experimentais; facilidade de obtencdo de dados relevantes; e curto periodo
necessario para o desenvolvimento dos testes, quando comparados com outras técnicas
rotineiramente usadas (ROGERO et al., 2003).

Testes com plantas sdo apropriados para realizagdo de estudos de mutagénese em
curto prazo, tanto em laboratério como em biomonitoramento in situ (FISKESJO, 1985;
GRANT, 1994; MA et al., 1995; COTELLE, et al., 1999; GROVER; KAUR, 1999). Segundo
Grant (1994), os vegetais superiores sdo particularmente indicados para ensaios de
genotoxicidade por apresentarem alta sensibilidade e produzirem poucos resultados falsos. O
teste de aberracBes cromossdémicas (ACs) realizado com Allium cepa, é mundialmente

empregado nos estudos de genotoxicidade ambiental, constituindo-se num ensaio muito



sensivel e confiavel para o biomonitoramento de recursos hidricos (MATSUMOTO et al.,
2006; EGITO et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2008; GANA et al., 2009;
HOSHINA et al., 2009; BARBOSA et al., 2010; RADIC et al., 2010), para a avaliacio da
genotoxicidade de efluentes urbanos e industriais (GROVER; KAUR, 1999; CARITA;
MARIN-MORALES, 2008) e de agentes quimicos (VENTURA, 2004; FERETTI et al., 2008;
SETH et al., 2008; FERNANDES et al., 2009; YILDIZ et al, 2009) e fisicos (EVSSEVA et
al., 2005; SAGHIRZADEH et al., 2008).

Os ensaios in vitro, realizados com cultura de células, sdo empregados, com
sucesso, em analises de genotoxicidade, por estas serem sensiveis a agentes quimicos e
fisicos; apresentarem um ciclo de divisdo celular curto e, em consequéncia disso,
responderem rapidamente aos efeitos dos agentes testados; além de serem relativamente
baratos e de facil reprodutibilidade (SPEIT et al., 1998; ROGERO et al., 2003; CARDOZO et
al., 2006). Dentre as linhagens requeridas em mutagénese, as células metabolizadoras sao
muito usadas em avaliacbes ambientais, pois possuem um papel fundamental na
metabolizacdo e detoxicagdo de xenobidticos que podem reagir com o DNA e, assim,
induzirem possiveis eventos mutacionais (TSUBOY et al., 2007). As células metabolizadoras
expressam as enzimas de fase | e de fase 11, que promovem a biotransformacéo do xenobionte.
Na fase I, ocorrem as reacGes de oxidacao, reducdo e hidrdlise, ocasionando sempre uma
modificacdo estrutural do quimico e na fase Il, conhecida como fase de conjugacgéo, ocorrem
reacbes de conjugacdo do quimico com substancias enddgenas, o que também promove
alteracéo estrutural no xenobionte original.

As quebras na molécula de DNA sdo consideradas lesdes pré-mutagénicas
potenciais, que, quando evidenciadas, constituem eficientes e sensiveis marcadores de danos
genotoxicos. A técnica mais utilizada para detecgdo de quebras no DNA é o ensaio de
eletroforese em microgel de células individuais (SCGE) ou ensaio do cometa. Diversos
autores, utilizando o ensaio do cometa, obtiveram resultados bastante satisfatorios em estudos
de genotoxicidade no meio aquatico, evidenciando a versatilidade deste teste na avaliacdo de
efeitos danosos provocados por poluentes de recursos hidricos sobre os seres vivos a eles
expostos (MATSUMOTO et al., 2003, 2005; SOUZA; FONTANETTI, 2007; LEME, 2008;
VENTURA et al., 2008).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Contaminacéao de recursos hidricos

O crescente desenvolvimento, tanto industrial como social, tem levado a um
aumento consideravel na producéo de residuos, que, quando lancados no ambiente in natura,
ou seja, sem tratamento, podem causar sérios comprometimentos a qualidade ambiental.

Dentre todos os ecossistemas, 0 aquatico é o que tem sofrido 0s maiores impactos
frente a poluicdo, uma vez que a agua acaba sendo o destino final de todo poluente. Segundo
Lemos e Erdtmann (2000), o ambiente aquético, por ser um depositario de diferentes tipos de
descargas antropogénicas, vem sofrendo crescentes contaminacdes por quimicos diversos, que
podem, ainda, se associar e formar outras misturas mais complexas de constituicdo e acéo
desconhecidas. Por isso, ha uma necessidade eminente de se avaliar o possivel efeito toxico
de contaminantes ambientais, para se estimar 0s eventuais danos que eles possam causar aos
ecossistemas. Neste contexto, os estudos em ambientes aquaticos sdo de alta relevancia,
considerando que as aguas superficiais, que muitas vezes encontram-se contaminadas por
diversos compostos desconhecidos, sdo usadas em todo 0 mundo como fonte de gua potavel,
para fins agricolas, na dessedentacdo de animais e em atividades recreativas e religiosas.
Consequentemente, a poluicdo da agua pode desencadear graves problemas para salde
publica e para o préprio ecossistema aquatico (HOUK, 1992; CLAXTON et al., 1998).

Os problemas mais graves de alteracdes da qualidade da agua de rios e lagos
decorrem de contaminagBes promovidas por esgotos domeésticos, tratados de forma
inadequada ou ndo tratados, de controles inadequados do langamento de efluentes industriais,
da perda e destruicdo das bacias de captacdo, da localizacao errénea de unidades industriais,
do desmatamento, da agricultura migratoria sem controle e de préticas agricolas deficientes
(MORAES; JORDAO, 2002).

Efluentes urbanos (domésticos e industriais) tratados de forma inadequada ou nao
tratados podem conter compostos quimicos perigosos pela sua potencialidade em induzir
efeitos citotoxicos e genotdxicos a biota exposta (CLAXTON et al., 1998; RANK; NIELSEN,
1998). Tais efluentes contém misturas, formadas pela associagdo de agentes como pesticidas,
metais, diferentes residuos industriais, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS),
aminas heterociclicas e uma variedade de outras substancias (VEGA et al.,, 1996;
DEARFIELD et al., 2002; OHE et al., 2004) que, em muitos casos, podem nao apresentar
efeitos imediatos nos organismos expostos, mas, a longo prazo, podem diminuir a sobrevida
dos mesmos (WHITE; RASMUSSEN, 1998).
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Muitos estudos tém sugerido uma correlagdo direta entre a mutagenicidade e a
presenca de certos poluentes no ambiente, como, por exemplo, 0s metais e 0s pesticidas
presentes na 4gua (HOUK, 1992; FATIMA; AHMAD, 2006). Estes agentes podem atuar
sobre a molécula de DNA, induzindo mutacdes e desencadeando prejuizos a saude, como, por
exemplo, anormalidades reprodutivas, defeitos congénitos ou doencas como 0 cancer
(GROVER; KAUR, 1999).

Ohe et al. (2004) compilaram dados que demonstram que alguns rios do mundo,
especialmente na Europa, Asia e América do Sul, estdo contaminados por potentes quimicos
de acdo direta ou indireta na formacdo de mutacdes tanto do tipo frameshift como por
substituicdo de base.

Frente ao grande aumento da poluicdo causada pela introducdo de agentes
quimicos no ambiente, vém sendo desenvolvidos inimeros bioensaios capazes de avaliar o
potencial mutagénico e/ou genotdxico dos poluentes ambientais (GROVER; KAUR, 1999).
Para se avaliar, eficientemente, a presenca de agentes mutagénicos na agua, Ohe et al. (2004)
destacam a necessidade da realizacdo, além das andlises quimicas, de ensaios especificos de
mutagenicidade/genotoxicidade, por estes testes constituirem pardmetros adicionais para
programas de monitoramento ambiental. Segundo Marrara (2008), uma simples determinacéo
dos pardmentos fisico-quimicos ndo permite avaliar a toxicidade de contaminantes. Assim, 0s
bioensaios sdo fundamentais na avaliacdo do grau de comprometimento de amostras tanto de
agua, quanto de sedimentos. E fundamental salientar, também, a importancia da utilizacio de
multiplos marcadores biol6gicos em estudos ecotoxicoldgicos, especialmente quando a biota
estd exposta a misturas complexas de contaminantes ambientais (INZUNZA et al., 2006).

Para Ohe et al. (2004), o uso de bioensaios de curta duracdo, que detectam uma
vasta gama de substancias quimicas potencialmente genotdxicas, permite a quantificacdo dos
riscos mutagénicos, sem, no entanto, requerer um conhecimento prévio sobre a identidade ou
as propriedades fisico-quimicas dos agentes genotoxicos e/ou mutagénicos presentes nas
aguas.

Foi observada, pelo teste do micronucleo (MN) em Vicia faba, uma alta indugéo
de micronucleos na maioria dos sedimentos coletados no rio Tibre na area urbana de Roma e
em seus principais tributarios (Prima Porta, Traversa Acqua, Aniene e Magliana). A elevada
mutagenicidade detectada nos sedimentos foi atribuida a alta concentracdo de HPAS e metais,
revelado pelas analises quimicas (MINISSI et al., 1998).

Inzunza et al. (2006) verificaram que trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss),

submetidas a sedimentos do Rio Biobio (Concepcion, Chile), contaminados com efluentes de
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uma inddstria petroquimica, exibiram aumento da atividade da enzima CYP4501A1, medida
por meio da atividade de EROD (7-etoxiresorufina-O-deetilase); a presenca de metabdlitos de
HPAs na bile; e quebras no DNA. A presenca de HPAs detectados nas amostras de
sedimentos indicou que esses compostos foram 0s responsaveis pelas alteracdes registradas
tanto a nivel bioquimico como celular no organismo teste, sendo, portanto, razoavel esperar
que esta situacdo possa também ser encontrada nos peixes que habitam, naturalmente, estas
aguas. Neste trabalho foi sugerido que a indu¢do da atividade CYP4501A1 estava relacionada
com a alta concentracdo de HPAs, confirmando a elevada genotoxicidade destes compostos,
bem como o risco para a biota presente nesta area do rio. Porém, os autores afirmam que nédo
pode ser descartada a presenca de outros contaminantes nos sedimentos, dada a intensa
atividade industrial e urbana na regido de estudo.

Hoshina et al. (2008, 2009) avaliaram a qualidade da agua do rio Atibaia (Sao
Paulo/Brasil), em uma area de influéncia de uma refinaria de petréleo, bem como a eficacia
dos tratamentos de efluentes utilizados pela refinaria. Os resultados obtidos indicaram que,
mesmo apOs 0s tratamentos fisico-quimicos, biologicos e passagem por lagoa de
estabilizacdo, o efluente final da refinaria foi capaz de induzir ACs e MNs em células
meristematicas de A. cepa e MNs e anormalidades nucleares (ANs) em eritrocitos de
Oreochromis niloticus. Assim, o descarte de efluentes de refinaria de petréleo no rio Atibaia
pode interferir na qualidade de suas aguas. Esses resultados estdo de acordo com aqueles
verificados por Souza e Fontanetti (2006), ao estudar a qualidade da &gua do rio Paraiba do
Sul (Séo Paulo/Brasil) em uma éarea afetada por efluentes de uma refinaria de petroleo. As
autoras detectaram substancias com potencial clastogénico e/ou aneugénico, verificados por
meio da incidéncia de MNs e ANs em eritrocitos de Tilapia do Nilo, principalmente para as
coletas realizadas na estagé@o seca e fria. Considerando que os resultados obtidos na estacédo
quente e chuvosa foram insignificantes, em relacdo aos testes controles, as autoras sugerem
que a concentracao de poluentes é diretamente dependente dos indices pluviométricos e do
equilibrio hidrologico do Rio Paraiba do Sul. Este trabalho, ainda mostrou, que o tratamento
de efluentes, realizado pela refinaria, ndo foi totalmente eficiente para minimizar os efeitos de

substancias citotdxicas e mutagénicas no organismo-teste estudado.

2.2. Caracterizacdo da area de estudo

A cidade de Limeira, localizada na regido leste do Estado de S&o Paulo (a 150
Km de S&o Paulo), pertence a Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos (UGRHI) das
Bacias do Piracicaba, Capivari e Jundiai — PCJ (Lei Estadual n.° 9.034/94). Esta UGHRI,
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composta por 57 municipios, tem uma densidade populacional superior a 11% da populagéo
do Estado e € classificada como de carater agroindustrial, visto que as suas principais
atividades econémicas sdo agroindustrias, industrias quimicas, téxteis, metalirgicas e de
eletrodomeésticos (CETESB, 2008)

A Bacia do Piracicaba encontra-se em uma regido de alta densidade populacional,
onde um dos principais usos da agua é o abastecimento publico. Verifica-se que as descargas
continuas de efluentes domésticos in natura representam o grande estressor ambiental, que
acarreta a degradacdo da qualidade da agua e, consequentemente, altera as comunidades
bioldgicas. Entretanto, isto ndo exime a atividade industrial e as fontes difusas como agentes
ativos e significativos no desequilibrio ecoldgico desses ambientes aquaticos. Segundo a
CETESB (2008), a coleta e o tratamento de esgotos domésticos sdo fundamentais para a
atenuacao deste quadro de deterioracdo observado.

A bacia do ribeirdo Tatu, um dos trés principais cursos d’agua de Limeira, cobre
grande parte da area urbana do municipio. Nasce na zona rural do municipio de Cordeiropolis
e desdgua no Rio Piracicaba. Segundo a Resolugdo CONAMA 357/2005, o ribeirdo é
considerado, na area urbana, um rio de classe 4 (CETESB, 2008). Possui inimeros problemas
como lancamento de efluentes domeésticos, industriais e agricolas sem tratamento, poluicao
urbana e auséncia, quase total, de matas ciliares (MARRARA, 2008). Marrara (2008)
verificou que o ribeirdo, ao avancar o perimetro urbano de Limeira, diminui, sensivelmente,
sua qualidade, devido, possivelmente, aos descartes de efluentes industriais sem tratamento
adequado.

Limeira possui hoje, de acordo com estatisticas oficiais da prefeitura municipal
(www.limeira.sp.gov.br), cerca de 1.000 industrias com uma producdo bem diversificada.
Porém, um segmento que vem se destacando no municipio € o de bijuterias. Os processos de
galvanoplastia, necessario para a folheacdo das bijuterias, geram residuos que contém metais
como cobre e niquel, que sdo extremamente toxicos e com potencialidade de bioacumulacao.
A maioria destas empresas ndo destina adequadamente seus residuos, gerando um impacto
ambiental preocupante (BOSCO et. al, 2003).

O ribeirdo Tatu recebe 82% da carga poluidora in natura (ou seja, sem tratamento)
de origem domeéstica da cidade de Cordeirdpolis e 72% do esgoto doméstico da cidade de
Limeira, sendo que somente 56% do total de esgoto coletado ¢ tratado (CETESB, 2009). Como
este € um dos principais cursos d"agua da cidade de Limeira, ha uma necessidade urgente de

recuperacgdo, assim como a conscientizagdo das empresas que descartam seus efluentes sem
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tratamento adequado e também um eficiente tratamento dos efluentes domésticos lancados

nas suas aguas.

2. 3. Allium cepa como sistema-teste para o monitoramento ambiental

Os vegetais superiores sao amplamente citados como excelentes indicadores de
efeitos mutagénicos, pois respondem, eficientemente, as substancias quimicas. Segundo Grant
(1994), os testes que usam vegetais superiores apresentam uma alta sensibilidade, pois
produzem poucos resultados falsos. Testes com plantas sdo apropriados para realizagdo de
estudos de mutagénese em curto periodo, tanto em laboratorios como em biomonitoramento
in situ (FISKESJO, 1985; GRANT, 1994; MA et al., 1995; COTELLE, et al., 1999;
GROVER; KAUR, 1999).

O uso do sistema- teste A. cepa foi introduzido por Levan (1938), quando o autor
observou que a colchicina promovia disturbios no fuso mitético das células deste organismo.
Desde entdo, a espécie tem sido citada como um dos melhores sistemas-teste utilizados para a
avaliacdo do potencial genotdxico de substancias quimicas ambientais, devido ao seu baixo
custo, boa sensibilidade, eficiente correlagdo com sistema-teste de mamiferos, crescimento
rapido de suas raizes, grande namero de células em divisdo, facil manuseio e cromossomos
grandes e em namero reduzido (2n=16) (GRANT, 1982; RANK; NIELSEN, 1994; SMAKA-
KINCL et al., 1996; CHAUHAN et al., 1999; ATEEQ et al., 2002; FATIMA;AHMAD, 2006;
MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007; MIGID et al., 2007). Além disso,
também fornece parametros microscépicos como anafases prematuras, aderéncias
cromossdmicas, pontes, fragmentagdes cromossdmicas, C-metafases e MNs, que podem
caracterizar evidéncias de eventuais mutacGes no material genético da célula (FERNANDES,
2005).

Segundo Leme e Marin-Morales (2009), entre os pardmetros analisados no
sistema-teste A. cepa, as ACs sdo 0s mais utilizados para se detectar genotoxicidade de
agentes diversos. Ja o indice mitético (IM) e algumas anomalias nucleares sdo utilizados para
avaliar a citotoxicidade, enquanto que a analise de MNs é indicada para avaliacdo dos efeitos
mutagénicos de diferentes substancias quimicas.

Ao longo das varias décadas, muitos autores propuseram modificacdes nos testes
realizados com o sistema A. cepa, para gque estes se tornassem mais sensiveis na avaliacdo de
quimicos ambientais e de amostras complexas. Fiskesjo (1985) e Rank e Nielsen (1993)
propuseram algumas modificacbes no teste, que permitiram torna-lo padrdo para

monitoramentos ambientais, pela possibilidade de avaliar, por meio da analise de ACs, efeitos
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genotdxicos de misturas complexas como, por exemplo, agua de rio e efluentes industriais.
Ma et al. (1995) propuseram modificacdes do teste, introduzindo a avaliacdo de efeitos
mutagénicos pela inducdo de MNs em células F; de raizes de cebola expostas a poluentes
ambientais.

Segundo Fenech et al. (2002), Akimboro e Bakare (2007) e Fernandes et al.
(2007), as ACs decorrentes de quebras ou perdas cromossdmicas levam a formacdo de células
micronucleadas, pois, tanto os fragmentos cromossdmicos COmo Cromossomos inteiros néo
associados a fibras do fuso podem n&o ser incorporados ao nucleo principal, durante o ciclo
celular. A presenca de MN é um bom indicador da acdo da substancia testada (GROVER;
KAUR, 1999). No caso da substancia promover perdas cromossdmicas, ela tem um efeito
inibidor na polimerizacdo do fuso, chamado de acdo aneugénica, e quando promove quebras
no material genético € porque ela tem um efeito clastogénico

Para Ma et al. (1995), dentre todos os endpoints verificados em células
meristematicas de vegetais, 0s MNs sdo os mais efetivos e simples para indicar danos
citolégicos. Porém, para Rank e Nielsen (1997), a avaliacdo de ACs como endpoint ndo é
valida apenas para deteccdo do potencial genotdxico, mas também para avaliacdo de
mecanismos de acdo dos agentes testados, fornecendo informacbes tanto de efeitos
clastogénicos como de efeitos aneugénicos.

De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), mesmo que as analises de MNs
em células meristematicas e em células F; sejam adequadas para monitoramento ambiental, é
recomendavel a realizacdo de uma analise combinada de MNs em células meristeméticas e F;
e a anélise de ACs em células meristematicas, a fim de tornar os resultados mais confiaveis.

Estudos de sensibilidade e de correlacdo entre sistemas-teste sdo fundamentais
para a avaliagcdo, mais precisa, de riscos ambientais, bem como para a extrapolagéo de dados
para outros organismos alvos (LEME; MARIN-MORALES, 2009). O sistema-teste A. cepa
tem mostrado alta sensibilidade e boa correlacdo quando comparado com outros sistemas-
teste, principalmente com os de mamiferos. Bianchi (2008), estudando os efeitos genotdxicos
do agrotoxico Malation obteve resultados positivos tanto no sistema-teste A.cepa como em
celulas de mamiferos mantidas em cultura, reforcando a eficiéncia desse teste em avaliagdes
de poluentes ambientais.

A espécie A. cepa € freqlentemente utilizada em estudos de avaliacdo do
potencial genotéxico e mutagénico de recursos hidricos ao redor do mundo. Gana et al. (2008)
obtiveram resultados positivos nos testes de AC e MN na avaliacdo das aguas do Rio Sali,

Tucuman, Argentina. Em um estudo de avaliacdo da toxicidade da agua e do sedimento de um
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rio impactado por efluentes de curtume no Rio Grande do Sul, Brasil, Junior et al. (2007)
verificaram que A. cepa mostrou-se mais sensivel para a deteccdo de toxicidade do que os
outros organismos utilizados (Daphnia similis, D. magna, Ceriodaphnia dubia e Hyalella
azteca).

Segundo Matsumoto et al. (2006) A. cepa é eficiente na deteccdo de danos
genotdxicos e mutagénicos causados por metais presentes em agua de rio, apresentando

resultados compativeis com outros sistemas-teste.

2.4. Células de mamiferos, mantidas em cultura, usadas como sistema-teste

A busca de metodologias alternativas, que substituam a utilizacdo de animais em
experimentos, precisa ser um dos objetivos da ciéncia moderna (MORALES, 2008). Ainda
segundo esta autora, 0 uso de culturas de células é uma alternativa eficiente para ser aplicada
em diversos ensaios de toxicidade, pela sua facilidade de manipulacdo e observacdo de
parametros microscopicos, bioquimicos e moleculares.

O modelo in vitro ganhou, nos ultimos anos, uma ampla aceitacdo na
investigacdo toxicoldgica, por proporcionar ferramentas avancadas, protocolos confiaveis e
possuir diferentes aplicacdes, desde estudos de morte celular até a toxigenémica (MAZZEO,
2009). De acordo com Lewinska et al. (2007), os ensaios com cultura de células constituem
uma importante ferramenta de investigacdo, servindo a diversas areas da ciéncia, como a
imunologia, a virologia, a genética e a toxicologia.

Ensaios in vitro, realizados com cultura de células, sdo empregados, com sucesso,
em analises de genotoxicidade, por estas serem sensiveis a agentes quimicos e fisicos,
apresentarem um ciclo de divisdo celular curto e, por isso, responderem rapidamente aos
efeitos dos agentes testados, além de serem financeiramente acessiveis e de fécil
reprodutibilidade (SPEIT et al., 1998; ROGERO et al., 2003; CARDOZO et al., 2006). Estes
testes permitem uma melhor padronizacdo das etapas dos ensaios, possibilitando o controle
fisico-quimico do ambiente experimental (pH, temperatura, concentracdo de O, e CO,) e 0
controle das condigdes fisiologicas, que devem ser mantidas praticamente constantes durante
todo o experimento (BRUSICK, 1987;CARVALHO, 1996; FRESHNEY, 2005).

Vérias linhagens celulares de mamiferos podem ser utilizadas em testes de
genotoxicidade de amostras ambientais, como as células de hepatoma de camundongo (HTC),
células de hepatoma humano (HepGz2), células de carcinoma humano (HelLa), células de
ovario de hamster (CHO), células de pulmédo de hamster (V79 e CHL), células epiteliais de

pulmdo humano (L132 e A549), células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC),
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fibroblastos de ratos (L929), fibroblastos humanos (RTL-W1 e NIH-3T3), leucdcitos de ratos
e camundongos e linfécitos humanos.

Dentre as linhagens utilizadas em mutagénese, as celulas metabolizadoras, que
expressam as enzimas de fase | e de fase Il, s&o muito usadas em avalia¢cdes ambientais, pois
possuem um papel fundamental na metabolizacdo e detoxicacdo de xenobidticos que podem
reagir com o DNA e, assim, induzir possiveis eventos mutacionais (TSUBOY et al., 2007).
Testes utilizando células metabolizadoras mantidas em cultura, como as HTC e HepG2,
constituem umas das melhores ferramentas para se detectar e avaliar 0s riscos que compostos
quimicos podem conferir a saide do homem, pois sdo capazes de refletir o metabolismo de
compostos genotoxicos melhor do que outros modelos in vitro, que exigem ativacao
metabdlica exogena (GABELOVA et al., 2004; PARK; CHOI, 2007).

Castafio e GOmez-Lechén (2005) compararam a sensibilidade de células de
mamiferos e células de peixes, observando tanto dados ecotoxicoldgicos descritos na
literatura como respostas de testes realizados por eles, com diversos quimicos. Segundo 0s
autores, apesar das células de peixe apresentarem facilidade no manuseio, levando muitos
autores a usa-las na rotina laboratorial, elas possuem um ciclo celular mais lento, o que
poderia diminuir sua sensibilidade, quando comparadas as células de mamiferos. Porém,
utilizando principalmente os ensaios de viabilidade celular MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenilbrometo de tetrazolina) e NRU (absor¢do do vermelho neutro), tanto as células de
mamiferos como as células de peixes apresentaram uma sensibilidade semelhante para a
maioria dos 51 quimicos testados pelos autores, mostrando que tanto as células de mamiferos
como as de peixes podem ser usadas, com seguranca, em testes de toxicidade.

Para Claxton e Woodall (2007), a vantagem na utilizacdo de ensaios in vitro com
células de mamiferos, em relagcdo as células de outros organismos (procariontes ou outros
eucariontes), é que as de mamifero, além de oferecerem resultados eficientes para avaliacoes
ambientais, fornecem respostas mais relacionadas aos riscos a salde humana. Segundo
Oliveira et al. (2006), os testes realizados com células de mamiferos permitem estabelecer
correlagdes mais seguras com 0s seres humanos, pela proximidade taxondmica que

apresentam.

2.5. Teste de ACs
As ACs sédo alteragOes caracterizadas por uma mudanga na estrutura ou no
namero normal de cromossomos de uma espécie (RUSSEL, 2002). Tanto as aberracdes

estruturais como as numéricas (aneuploidias e poliploidias) podem ocorrer de maneira
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espontanea, devido a fatores intrinsecos e extrinsecos do organismo (NATARAJAN, 2002),
ou ainda como resultado da exposi¢do a agentes quimicos ou fisicos (RUSSEL, 2002).
Mesmo que os sistemas de reparo celular corrijam, de maneira eficiente, as lesées no DNA,
uma interferéncia em qualquer etapa desse processo podera levar a um aumento de efeitos
bioldgicos, incluindo as ACs (NATARAJAN, 2002).

Uma guebra no DNA, tanto no estagio de intérfase como na profase, pode levar a
varias conseqliéncias cromossémicas, como, por exemplo, uma delecdo terminal, uma
reintroducdo na sua posicao original (restituicdo) ou a unido com outra por¢do derivada de
quebra no mesmo cromossomo ou em um cromossomo diferente, podendo, desta forma, gerar
varios tipos diferentes de aberracfes (NATARAJAN, 2002; MATEUCA et al., 2006).

As aberracgdes estruturais sdo decorrentes de quebras diretas na fita de DNA,
replicacdo de um DNA molde danificado, inibicdo da sintese de DNA ou de inibidores de
topoisomerase Il (ALBERTINI et al., 2000). As ACs sdo, geralmente, divididas em ACs
propriamente ditas (ACSs) e aberracdes cromatidicas (ACTSs), diferindo morfologicamente
uma da outra. As ACSs envolvem o mesmo lécus em ambas as crométides irmés de um ou de
varios cromossomos, enquanto as ACTs afetam uma das crométides irmas de um ou de Varios
cromossomos (HAGMAR et al., 2004).

Ja as aberracbes numéricas resultam de uma disjuncdo anormal dos
cromossomos durante a divisdo celular, com consequente falha na migracdo das cromatides
para os poélos (ALBERTINI et al., 2000). A ndo-disjuncdo cromossémica, onde uma célula
ganha um cromossomo e a outra perde, ou ainda a perda cromossémica durante a anafase,
podem levar a aneuploidia. As poliploidias sdo induzidas pela auséncia de fuso mitotico
funcional, citocinese insuficiente ou fusdo nuclear em células binucleadas (KIRSCH-
VOLDERS et al., 2002 OBE et al., 2002; FERNANDES et al., 2007).

Segundo Mateuca et al. (2006), o tipo de AC é decisivo para o destino da célula.
Células portadoras de ACs instaveis, tais como cromossomos dicéntricos, cromossomos em
anel ou fragmentos cromossémicos, podem ser eliminadas por apoptose, enquanto que
aberracGes estaveis, como, por exemplo, translocacfes balanceadas, podem ter consequéncias
deletérias para o0 organismo, uma vez que sdo muito menos eficazes em causar morte celular
por apoptose.

As ACs sdo reconhecidamente importantes biomarcadores da exposi¢cdo humana
a radiagOes ionizantes e quimicos genotdxicos. Tanto as aberragfes estruturais como as

numéricas estdo associadas com riscos a saude humana, como por exemplo, abortos
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espontaneos, anomalias congénitas nos recém-nascidos e neoplasias em humanos
(NATARAJAN, 2002).

O teste de ACs, utilizando A. cepa como organismo-teste, € mundialmente
empregado nos estudos de genotoxicidade ambiental, constituindo-se num ensaio muito
sensivel e confiavel na avaliacdo de quimicos ambientais. Segundo Grant (1982), uma das
vantagens dessa espécie é o fato de possuir cromossomos grandes, 0 que permite, facilmente,
a deteccédo das ACs.

Recentemente, muitos autores vém utilizando o teste de ACs em A. cepa para
estudos de biomonitoramento de recursos hidricos (MATSUMOTO et al., 2006; GANA et al.,
2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008; BARBOSA et al., 2010; RADIC et al., 2010), na
avaliacdo da genotoxicidade de efluentes urbanos e industriais (GROVER; KAUR, 1999;
CARITA; MARIN-MORALES, 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009), de agentes
quimicos (FERETTI et al., 2008; SETH et al., 2008; FERNANDES et al., 2009; YILDIZ et
al, 2009) e fisicos (EVSSEVA et al., 2005; SAGHIRZADEH et al., 2008).

O teste de ACs tem sido usado, nos altimos 30 anos, em estudos de
monitoramento ocupacional e ambiental como biomarcador de efeitos genotdxicos
provocados por substancias cancerigenas (HAGMAR et al., 2004), ocupando, assim, uma
posicdo de destaque na bateria de testes utilizados na avaliacdo de compostos genotdxicos
(MATEUCA et al., 2006).

2.6. Ensaio do cometa

As quebras na molécula de DNA sdo consideradas lesdes pré-mutagénicas
potenciais, que, quando evidenciadas, constituem eficientes e sensiveis marcadores de danos
genotoxicos. A técnica mais utilizada para detecgdo de quebras no DNA é o ensaio de
eletroforese em microgel de células individuais (SCGE) ou ensaio do cometa. Segundo
Cotelle e Férard (1999), o ensaio do cometa é capaz de detectar danos no DNA induzidos por
agentes alquilantes, intercalantes ou oxidativos.

Ostling e Johanson (1984) foram os primeiros a desenvolver a técnica de
eletroforese em microgel para detectar danos no DNA em células individuais. Posteriormente,
Singh et al. (1988) introduziram uma técnica de eletroforese em microgel sob condigcdes
alcalinas (pH 13). Este pH alcalino, segundo Tice et al. (2000) e Collins (2004), aumentou,
substancialmente, a sensibilidade do teste na identificacdo de agentes genotoxicos, permitindo
ndo soO a deteccdo de quebras de fita simples e ligagBes cruzadas, mas também a observagao

de quebras de fita dupla, sitios alcali-labeis, e excisdo de sitios incompletos de reparo.
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De acordo com Koppen et al. (1999), o ensaio do cometa tem sido indicado como
um método apto a detectar mudangas pequenas na estrutura do DNA, tais como as atividades
de reparo, 0 seu modo de empacotamento e sua integridade.

A técnica do cometa desenvolvida em condigdes alcalinas promove o
desenovelamento do DNA e, consequientemente, a liberagdo de fragmentos decorrentes de
quebras. Estes fragmentos de material genético, quando sdo submetidos a corrente elétrica,
migram do ndcleo em direcdo ao pélo negativo desta corrente. Os fragmentos cromossémicos
deslocados pela corrida eletroforética, apds a neutralizacdo e coloracdo com brometo de
etidio, formam imagens, onde as células se assemelham a cometas. Quanto maior as caudas
formadas, maior é a extensdo dos danos sofridos pelo DNA. Desta forma, muitos autores
utilizam a extensdo da cauda do cometa, decorrente da migracdo dos fragmentos, como
critério para a quantificacdo das quebras ocorridas na fita do DNA (AVISHAI et al., 2002).

As quebras no DNA séo decorrentes de quebras na propria fita, excisdo de sitios
incompletos de reparo e sitios alcali-labeis, sendo todos estes eventos expressos, sob
condig0es alcalinas (pH > 13), como quebras de fita simples. Em contrapartida, a diminuicéo
na migracdo do DNA, na corrida eletroforética, acontece de forma proporcional a freqiiéncia
de ligacdes cruzadas existentes no material genético. Portanto, a extensdo da migracdo do
DNA no ensaio cometa, realizado em qualquer tipo celular, € um equilibrio entre os diversos
processos bioldgicos que atuam em direcGes opostas nas células (FRENZILLI et al., 2000).

Comparado a outros testes de genotoxicidade (ACs e troca entre cromatides irmés
— SCE), o0 ensaio do cometa apresenta vantagens pela sensibilidade na deteccdo de pequenos
danos no DNA, pela necessidade de um reduzido nimero de células para a sua execucao,
flexibilidade para uso de celulas proliferantes ou ndo, economicamente viavel, facilidade de
aplicacdo e periodo de tempo relativamente curto (alguns dias) para realizagdo do ensaio
(TICE et al., 2000; DHAWAN et al., 2009).

Durante a ultima década, o ensaio do cometa vem sendo utilizado como uma
ferramenta basica em muitas areas de pesquisa, como em aplicacGes clinicas, biologia da
radiagdo, processos de reparo do DNA (COLLINS, 2004), biomonitoramento ambiental
(AVISHAL et al., 2002; COTELLE; FERARD, 1999; DHAWAN et al., 2009) e genética
ecotoxicoldgica (TICE et al., 2000). Esta técnica tem se mostrado, especialmente, eficiente e
sensivel na avaliacdo da genotoxicidade de substancias quimicas e de misturas complexas
encontradas no ambiente. Segundo Kosz-Vnenchak e Rokosz (1997), o ensaio do cometa
pode ser usado, especificamente, para determinar o potencial genotéxico de poluentes da

agua. Diversos autores, utilizando este teste, obtiveram resultados bastante satisfatérios em
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estudos de genotoxicidade no meio aquatico, evidenciando a sua versatilidade na avaliacéo de
efeitos danosos aos seres vivos, provocados por poluentes langados nos recursos hidricos
(MATSUMOTO et al., 2003, 2005; HOSHINA, 2005; SOUZA; FONTANETTI, 2007;
LEME, 2008; VENTURA et al., 2008).

Mazzeo (2009) verificou que o ensaio do cometa, realizado com células HTC
mantidas em cultura, mostrou-se bastante sensivel na deteccdo de danos genotoxicos
provocados pela mistura de BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno). Rocha et al.
(2007) verificaram, por meio do ensaio do cometa realizado com fibroblastos RTL-W1, que
o0s sedimentos do rio Tieté, coletados desde a nascente do rio até a represa Billings (regido da
cidade de SP), apresentam uma alta genotoxicidade, quando comparados aos sedimentos
coletados a jusante da Billings, evidenciando o grande impacto causado pela poluicdo da
grande S&o Paulo.

Para Cotelle e Ferard (1999), a sensibilidade do ensaio do cometa pode ser
comparada a do teste do MN, que também é uma técnica que detecta quebras na fita de DNA.
O teste do MN, considerado indicativo de mutagenicidade, evidencia eventos de quebras nao
reparadas e que promoveram alteracfes definitivas no material genético, enquanto que o
ensaio do cometa (versdo alcalina), considerado um teste de genotoxicidade, identifica
quebras ocorridas ndo so por efeito do agente indutor, mas também pela acdo dos sistemas de
reparo celular, que identificaram erros e extrairam porcdes de DNA que sofreram alteracdes

na sua estrutura.
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3. OBJETIVOS

Considerando que o ribeirdo Tatu recebe residuos diversos, derivados de

atividades domesticas, industriais e agricolas, e pelo grande nimero de galvanoplastias

clandestinas da cidade de Limeira, este trabalho teve como objetivos:

investigar a possivel presenca de agentes contaminantes com potencialidade
citotoxica (anadlise do indice mitético), genotéxica (andlise de aberragdes
cromossdmicas) e mutagénica (analise de micronucleos), nas aguas do rio sobre
células meristematicas de A. cepa;

investigar o possivel potencial mutagénico (analise de micronucleos) das dguas do rio
sobre células F; de A. cepa;

Investigar o possivel potencial genotoxico (ensaio do cometa) das dguas do rio sobre
células de mamiferos mantidas em cultura;

Verificar a influéncia da sazonalidade na alteracdo do comprometimento do rio e na
acdo dos possiveis agentes contaminantes presentes nas suas aguas;

Avaliar o comprometimento do rio, por meio de andlises fisico-quimicas de suas

aguas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Localizacao da area de estudo e coleta das amostras de agua
As amostras de agua foram coletadas ao longo do Ribeirdo Tatu (figura 1), em trés
épocas do ano: novembro de 2008 (periodo quente e seco), fevereiro de 2009 (periodo quente e

chuvoso) e agosto de 2009 (periodo frio e seco).

Figura 1. Mapa de localizagdo dos municipios de Cordeirdpolis e Limeira/SP e dos pontos de coleta ao
longo do ribeirdo Tatu (P1: ponto 1; P2: ponto 2; P3: ponto 3; P4: ponto 4; P5: ponto 5).

Foram estabelecidos 5 pontos de coleta da agua:
» P1 (nascente): posicdo geogréfica nas coordenadas 23K 246860 m E e 7517816 m N com
altitude de 692 metros. Este ponto situa-se na area rural do municipio de Cordeirdpolis. O
ribeirdo possui, no entorno de sua nascente, arvores de pequeno e médio porte e bastante

vegetacao rasteira, caracterizando uma mata ciliar. Esta mata ciliar restringe-se somente a
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area da nascente, pois esta € circundada por campos de agricultura com plantacéo de cana-

de-agUcar.

Figura 2: Nascente do Ribeirdo Tatu, Cordeirépolis/SP. A: Vista aérea (fonte: Google Earth®). B: Ponto 1
(P1) de coleta das aguas.

» P2: posicionado nas coordenadas 23 K 247922 m E e 7511007 m N e com altitude de 631
metros. E um local situado ap6s passagem pela zona urbana da cidade de Cordeirdpolis.
Neste local, o ribeirdo encontra-se totalmente poluido, devido ao descarte do esgoto
doméstico, sem tratamento, da cidade. Nas margens deste ponto do rio ndo ha a presenca

de matas ciliares e sim de pastagens.

Figura 3: Ribeirdo Tatu, Cordeirépolis/SP. A: Vista aérea (fonte: Google Earth®). B: Ponto 2 (P2) de
coleta das aguas (fotografia: Rogerio Entringer).

* P3: localizado nas coordenadas 23 K 251367 m E e 7507063 m N, a uma altitude de 561
metros. Este ponto situa-se a montante da zona urbana do municipio de Limeira. No local,
pode-se observar certa cobertura vegetal, porém ndo de vegetagdo natural. Proximo ao

local de coleta existem algumas areas ocupadas por pastagens e agricultura.
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Figura 4: Ribeirdo Tatu, Limeira/SP. A: Vista aérea (fonte: Google Earth®). B: Ponto 3 (P3) de coleta das
aguas (fotografia: Rogerio Entringer).

P4: localizado nas coordenadas 23 K 254682 m E e 7500823 m N, a 547 metros de
altitude. Este ponto esta situado na area urbana da cidade de Limeira. Neste local, o
ribeirdo foi revitalizado, com a implantacéo de canteiros marginais cobertos com arvores e
arbustos. A &gua apresenta sinais, neste ponto, de piora na qualidade, decorrente do
recebimento de efluentes domésticos e industriais do municipio de Limeira, além do

escoamento que recebe de aguas pluviais da regido.

Figura 4: Ribeirdo Tatu, Limeira/SP. A: Vista aérea (fonte: Google Earth®). B: Ponto 4 (P4) de coleta das
aguas (fotografia: Rogerio Entringer).

P5: localizado nas coordenadas 23 K 258237 m E e 7492132 m N, altitude de 518 metros.
Este ponto refere-se a uma regido rural, que ja passou por todo perimetro urbano da cidade
de Limeira. Localiza-se proximo ao local de desagiie do Ribeirdo Tatu no Rio Piracicaba
(aproximadamente 2630m). Neste ponto, o rio ja recebeu os efluentes da estacdo de
tratamento de esgoto e lixiviados de campos agricultaveis. Neste local, a agua apresenta
uma coloracdo muito escura, um cheiro desagradavel e uma freqiente presenca de

espumas, indicando o comprometimento da sua qualidade.
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Figura 5: Ribeirdo Tatu, Limeira/SP. A: Vista aérea (fonte: Google Earth®). B: Ponto 5 (P5) de coleta das
aguas (fotografia: Rogerio Entringer).

4.2. Material bioldgico

Os sistemas-teste utilizados neste trabalho constituiram-se de sementes de Allium cepa,
variedade Baia piriforme e de células de mamiferos (linhagem de hepatécitos — HTC), mantidas em
cultura no Laboratorio de Mutagénese do Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias —
UNESP Campus de Rio Claro.

4.3. Analise fisico-quimica das amostras de 4gua

As andlises fisico-quimicas das amostras de aguas, coletadas nos diferentes
pontos do ribeirdo Tatu, foram realizadas nos Laboratérios de Quimica e de Microbiologia do
Centro de Estudos Ambientais (CEA) da UNESP, Campus de Rio Claro. Foram avaliados 0s
parametros: temperatura, condutividade, pH, cor aparente, turbidez, salinidade, STD (s6lidos
totais dissolvidos), OD (oxigénio dissolvido), aménia, nitrito, nitrato, fosforo total, DBO
(demanda bioguimica de oxigénio) e metais (aluminio, cddmio, chumbo, cobre, cromo,

niquel, zinco).

4.4. Teste de ACs e do MN em Células Meristematicas de A. cepa

Para os testes de AC e do MN em células meristematicas de raiz de cebola, foi
adotado o protocolo descrito por Grant (1982), com algumas modificagdes padronizadas no
Laboratorio de Mutagénese da UNESP, Campus de Rio Claro. Sementes de A. cepa foram
colocadas para germinar em placas de Petri forradas com papel filtro, contendo, em cada placa, a
amostra de agua coletada em um dos pontos de coleta (1 a 5). Os testes controles foram
realizados, submetendo as raizes a agua ultrapura, para o controle negativo, e a 10 mg/L de
metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3), para o controle positivo. Quando

as radiculas atingiram cerca de dois centimetros de comprimento, foram coletadas e fixadas
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em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol para 1 de acido acético — v:v). Apos a fixacao, as raizes
passaram por trés banhos em agua destilada. Posteriormente, foram submetidas a hidrélise
acida em HCIl 1 N a 60° C, por onze minutos e, novamente, lavadas em agua destilada (3
banhos). As raizes foram, entdo, transferidas para frascos escuros contendo reativo de Schiff,
onde permaneceram por, aproximadamente, duas horas. Realizada a reacdo, as raizes
passaram por banhos em &gua ultra pura, até a total retirada do reativo. Para a confeccdo das
laminas, os meristemas foram suavemente esmagados em uma gota de carmim acético (2%) e
recobertos com laminula. Estas foram retiradas em nitrogénio liquido, e as ldminas montadas,
permanentemente, com resina sintética.

Foram confeccionadas 10 I&minas para cada amostra e examinadas,
aproximadamente, 500 células de cada I&mina observada. A observacdo foi feita em
microscopia de luz, com aumento de 400 vezes.

A avaliacdo dos efeitos citotoxicos foi feita pelas analises do indice mitético, de
acordo com a formula a seguir:

I.M.(Indice Mit6tico) = _n° de células em divisio  x 100

n° total de células observadas

Para a analise do efeito genotdxico, foram considerados os diferentes tipos de AC
(perdas, quebras, aderéncias e pontes cromossémicas), nas diferentes fases da divisdo das
células meristematicas de A. cepa. O efeito mutagénico foi contabilizado pela freqiiéncia de
células meristeméticas de A. cepa portadoras de micronucleos.

Aplés a obtencdo dos resultados de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade, foram realizadas as andlises estatisticas pelo teste de Mann-Whitney, com
p<0,05, para indicar o valor significativo.

As laminas portadoras das alteragbes mais representativas, para cada

anormalidade, foram fotodocumentadas, para ilustrarem os resultados.

4.5. Teste do MN em Células F; de A. cepa

O procedimento para confec¢do das laminas, utilizando as células F;, foi 0 mesmo
descrito acima, porém o material utilizado foi a regido da raiz que se localiza 1 milimetro acima
da regido meristematica.

A contagem de micronicleos e a andlise estatistica também seguiram o

procedimento descrito acima, para as laminas de células meristematicas.
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4.6. Ensaio do cometa com cultura de células de mamiferos (células HTC)

Linhagem de células de hepatoma de rato (HTC — Hepatoma Tissue Culture) foi
cultivada em 5 mL de meio de cultura D-MEM/F-12, suplementado com 10% de soro bovino
fetal, em frascos de 25 cm? com uma concentracéo inicial de 1 x 10° células por frasco. As
células foram mantidas em estufa a 37° C, por um ciclo celular completo (24 horas).

ApoGs esse periodo, foram adicionados aos frascos 5 mL das amostras de agua do
ribeirdo, filtradas em membrana milipore 0,2 um. O frasco referente ao controle negativo recebeu
50 pL de tampao fosfato — PBS (phosphate buffered saline). Para o controle positivo, foi utilizado
50 pL de MMS, na concentracéo de 4x102 M. Os frascos foram mantidos em estufa a 37° C, por 24
horas. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Apos o tratamento com as amostras, foi descartado o meio dos frascos de cultura.
As células foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e tripsinizadas com 0,5 mL de tripsina-
EDTA 0,025% por, no maximo, dois minutos. Decorrido este tempo, o processo foi interrompido
pela adicdo de 5 mL de um novo meio com soro. O conteudo foi homogeneizado e centrifugado,
por cinco, minutos a 1.000 rpm. O sobrenadante foi descartado, deixando-se apenas 0,5 mL de
meio, onde o pellet foi ressuspendido.

Para o teste de viabilidade celular, foram misturados 20 pL de suspenséo celular e 20
uL de Azul de Trypan. A analise foi feita em camara de Neubauer, sob microscopia de luz. Para a
determinacao da citotoxicidade, foi quantificada a propor¢do de células vivas (coloracéo branca) e
de células mortas (coradas em azul), pelo método da coloragdo com Azul de Trypan, aceitando-se 0
limite minimo de 80% de células viaveis, para o prosseguimento do experimento.

Para a montagem das laminas (foram montadas duas laminas por repeticéo,
totalizando 6 laminas por tratamento), foi seguido o protocolo descrito por Singh et al. (1988),
com algumas modificacfes. As laminas, previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo
normal (1,5%), foram montadas com 20 pL de suspensédo celular misturados a 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%). Estas foram cobertas com laminulas e levadas a
geladeira (4°C), por vinte minutos. Decorrido este tempo, as laminulas foram retiradas e as
laminas foram mantidas em cubetas (protegidas da luz), contendo solucéo de lise (1 mL de
triton X-100, 10 ml de DMSO e 89 mL de solucéo de lise estoque, pH 10,0 — solucdo estoque:
2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris, ~ 8,0 g de NaOH solido, 10 g de lauryl
sarcosinato sodico para 1 litro) gelada, que permaneceram em geladeira, por uma hora.

Apos a lise, as ldminas foram dispostas em uma cuba de eletroforese e cobertas com
solugdo tampdo (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA, pH>13) gelada e recém-preparada, por

vinte minutos, para desnaturacdo do DNA. ApOs esse periodo, foi iniciada a corrida de
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eletroforese com corrente 39 V (aproximadamente 1 V/cm) e amperagem de 300mA, por 20
minutos. As laminas foram, entdo, neutralizadas com 5 mL de solugdo tampdo neutralizadora (0,4
M de Tris-HCI, pH 7,5), em 3 séries de 5 minutos cada, secas na horizontal e fixadas com etanol
100%, por 10 minutos. As laminas foram deixadas a temperatura ambiente, para secagem, e
estocadas em geladeira para posterior analise. Para a andlise, as laminas foram coradas com 80
1L de solucdo de brometo de etidio (0,02 mg/mL) e cobertas com laminula, uma por uma,
para serem, imediatamente, analisadas.
Foram analisados 50 nucledides por lamina, totalizando 300 nucledides por

amostra. A analise foi feita em microscopia de fluorescéncia com filtro de excitacdo de 510-
560 nm e um filtro de barreira de 590 nm, em um aumento de 400X. Os nucledides foram
classificados, visualmente, de acordo com a migracdo dos fragmentos de DNA, segundo
Kobayashi et al. (1995), em: Classe 0: nenhum dano; Classe 1: dano pequeno; Classe 2: dano
médio; Classe 3: dano grande.

Células com o nucleo completamente fragmentado, ou seja, em processo de morte
celular, ndo foram contabilizadas.

O escore de cada tratamento foi obtido, multiplicando-se o numero dos nucledides
observados em cada classe de dano pelo valor da classe (0, 1, 2 ou 3). Os resultados foram
submetidos ao teste estatistico t-Student (p<0,05), para a comparacdo das amostras das aguas

coletadas com o controle negativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Analise dos parametros fisico-quimicos

Os resultados obtidos nas analises dos parametros fisico-quimicos, realizadas nas
amostras de agua coletadas na nascente e ao longo do leito do ribeirdo Tatu, estdo reunidos na
tabela 1.

Naturalmente, 0s ecossistemas apresentam variagdes na temperatura decorrentes
da sazonalidade e do comprimento dia/noite, variagdes estas consideradas parte do regime
climatico natural de um ambiente. A temperatura superficial dos corpos d’agua também é
influenciada por fatores diversos como latitude, altitude, estacdo do ano, periodo do dia, taxa
de fluxo e profundidade. A temperatura é o principal fator que controla as caracteristicas do
meio aquatico, condicionando as influéncias de uma série de varidveis fisico-quimicas, tais
como, viscosidade, tensdo superficial, compressibilidade, calor especifico, constante de
ionizacdo, condutividade térmica, pressao de vapor, dentre outros (CETESB, 2009).

Temperaturas elevadas promovem um aumento na velocidade da agitagdo
térmica dos a4tomos. Assim, a temperatura exerce um importante papel na velocidade de
reacdes quimicas e no estado fisico da matéria (ESTEVES, 1998). Segundo o mesmo autor, 0
alto calor especifico da agua é responsavel pela grande estabilidade térmica dos ecossistemas
aquaticos, notada por meio das baixas variacbes didrias e sazonais da temperatura nesses
ecossistemas, quando comparados aos terrestres. Os valores da temperatura das amostras de
agua coletadas no ribeirdo Tatu variaram de 20,82° a 27,32° C, apresentando o menor valor no
més de agosto de 2009, para o P5, e maior valor no més de novembro de 2008, para o P2,
variando de maneira compativel com a sazonalidade (tabelas 1 e 2).

A condutividade € a expressdao numérica da capacidade da &gua conduzir corrente elétrica.
Este parametro fisico da agua é dependente das concentracdes idnicas e da temperatura e
indica a quantidade de sais existentes na coluna d’agua, portanto, representa uma medida
indireta da concentracdo de poluentes. A condutividade da dgua aumenta a medida que mais
solidos dissolvidos s@o adicionados (CETESB, 2009). Em geral, niveis superiores a 100
uS/cm indicam ambientes impactados. Analises de condutividade, realizadas com amostras de
agua coletadas ao longo do ribeirdo Tatu, indicaram valores elevados, a partir do P2 até o P5,
em todas as coletas realizadas. Pelos resultados obtidos, observamos que as amostras
coletadas em novembro de 2008 foram as que exibiram maior condutividade, cujos valores
chegaram a 1125 pm/cm, para amostras do P5, evidenciando a grande quantidade de

poluentes presentes nesse local amostrado.
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A salinidade esta intimamente relacionada com a condutividade, pois € uma
medida da quantidade de sais presentes em uma amostra (ESTEVES, 1998). Com excec¢éo do
P1, todos os outros pontos apresentaram valores de salinidade bastante elevados, seguindo a
tendéncia ja observada nas analises de condutividade.

O potencial hidrogenidnico (pH) se destaca por ser um fator que influencia
grande parte das reacdes quimicas (FREITAS et al., 2002). A influéncia do pH sobre os
ecossistemas aquaticos naturais pode se dar de forma direta, quando o préprio pH altera a
fisiologia dos organismos. Este tipo de alteracdo pode ser vista, quando mudancas bruscas do
pH levam ao desaparecimento dos organismos aquaticos mais sensiveis (GERTEL et al.,
2003). As alteracdes no pH também podem levar a uma maior precipitacdo de elementos
quimicos toxicos como metais, ou ainda interferir na solubilidade dos nutrientes. Nestes
casos, os efeitos sobre a comunidade biol6gica sdo considerados de acdo indireta. Os critérios
de protecdo & vida aquética fixam o pH entre valores de 6 a 9 (CETESB, 2009). Aguas
naturais, usualmente, apresentam valores de pH entre 4 a 9, sendo, na maioria das vezes,
ligeiramente alcalina, devido a presenca de bicarbonatos e carbonatos (MARRARA, 2008).
Os valores de pH, registrados para as amostras coletas no ribeirdo Tatu, entre os anos de 2008
e 2009, variaram de 3,7 a 7,76. O P1 exibiu, para todas as coletas realizadas, os menores
valores de pH (3,7; 4,59 e 4,91, para as coletas de novembro de 2008, janeiro de 2009 e
agosto de 2009, respectivamente). Os demais pontos apresentaram pHs proximos a
neutralidade (6,77 a 7,76). O pH &cido das aguas do P1 pode estar relacionado as proprias
caracteristicas geoldgicas da regido ou a presenca de agrotoxicos, que, eventualmente, podem
ter sido carreados para o leito do rio, j& que esse ponto localiza-se numa area com intensa
atividade agricola.

A cor de uma amostra de agua esta associada ao grau de reducao que a luz sofre
ao atravessa-la, devido a presenca de sélidos dissolvidos, principalmente, material em estado
coloidal organico e inorganico. Além dos coldides organicos naturais presentes na agua, como
0s acidos humico e fulvico, os esgotos domeésticos, por apresentarem matéria em estado
coloidal, e os diversos efluentes industriais, por conter taninos, anilinas, corantes, lignina e
celulose, contribuem para a alteracdo deste aspecto fisico da agua (sua cor). Alguns
compostos inorganicos tambeém sdo capazes de promover efeitos sobre a cor aparente da agua,
por se apresentarem em estado coloidal, como é o caso dos dxidos de ferro e de manganés
(CETESB, 2009). Pelas andlises realizadas com as amostras de dguas coletadas no ribeirdo
Tatu, todos os pontos amostrados, com exce¢do do P1, apresentaram indices de cor aparente

bem elevados, principalmente as amostras coletadas em novembro de 2008 e agosto de 2009.
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Isto pode ser explicado pelo menor potencial hidrico observado nestes periodos, devido aos
menores indices pluviométricos registrados, somados aos descartes de efluentes urbanos e
industriais sem tratamento, langados, constantemente, neste recurso hidrico.

A turbidez de uma amostra de agua € o grau de atenuacédo de intensidade que um
feixe de luz sofre ao atravessa-la, devido a presenca de solidos em suspensdo, como particulas
inorganicas (areia, silte, argila), detritos organicos, algas e bactérias, bem como a comunidade
planctdnica em geral, etc. Esse parametro ndo deve ser confundido com a cor aparente da
agua, pois nao é considerada a alteragdo de cor e sim a presenca de s6lidos em suspensdo, que
impede a passagem da luz para as faixas de estratificacdo mais profundas. Assim, uma
amostra pode apresentar cor aparente alterada e ndo ter valores de turbidez. A erosdo das
margens dos rios em estagdes chuvosas, esgotos sanitarios e diversos efluentes industriais sdo
exemplos de fendmenos que resultam em um aumento da turbidez da 4gua, podendo reduzir a
fotossintese da vegetacdo submersa e das algas. Esta diminui¢do do suprimento de luz pode
levar a uma reducdo no desenvolvimento de plantas, que, por sua vez, pode suprimir a
produtividade de peixes, influenciando, negativamente, na dindmica das comunidades
bioldgicas aquaticas (CETESB). Os resultados obtidos com amostras de aguas do ribeirdo
Tatu mostram valores elevados de turbidez, principalmente, nos pontos 2 e 5, para 0 més de
novembro de 2008. Esses dois pontos localizam-se em regiGes sem a presenca de matas
ciliares, com barrancos sem cobertura vegetal e a jusante de descartes de esgotos domésticos e
industriais, o que pode ter contribuido para a elevacgdo dos indices de sélidos em suspensao na
agua e, consequentemente, 0 aumento nos valores de turbidez.

A presenca de solidos totais dissolvidos (STD) em recurso hidrico pode causar
danos a vida aquatica, por se sedimentarem nos leitos dos rios, impedindo o desenvolvimento
de certos organismos e alterando a cadeia trofica; por danificarem os locais de desova; e por
reterem bactérias e residuos organicos no fundo dos rios, promovendo a eutrofizagdo das
aguas (CETESB, 2009). Pelas analises quimicas realizadas com aguas do ribeirdo Tatu foi
observado que, de maneira geral, este rio apresentou valores elevados de STD, com exce¢édo
do P1. Os pontos P2 e P5 foram os mais comprometidos para este pardmetro, principalmente
para as coletas realizadas em novembro de 2008. Neste periodo, o indice pluviométrico foi o
menor registrado dentre todo o periodo amostrado, o que pode ter concentrado os solidos nas
aguas do rio. Porém, isso ndo exclui a possibilidade de lancamentos de esgotos urbanos e
industriais também terem contribuido para a elevacao desses valores.

As principais fontes de oxigénio nas &guas sdo 0 oxigénio proveniente da

atmosfera e o produzido durante a fotossintese de algas. O oxigénio dissolvido constitui um
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importante pardmetro fisico-quimico de analise da qualidade de &guas, uma vez que indica a
capacidade de um corpo d’agua natural manter a sua biota endémica (CETESB, 2009). Os
valores obtidos para esse parametro, para as aguas coletadas no ribeirdo Tatu, sdo
preocupantes, pois, com excecdo do P1 que apresentou valores entre 5,61 a 8,08 mg/L de Oy,
todos 0s outros pontos apresentaram um comprometimento na qualidade da agua, em relacdo
a quantidade de O dissolvido, principalmente para as aguas coletadas no més de novembro de
2008, onde foi registrado para o P2 o valor de 0,82 mg/L de O,.

As fontes de nitrogénio nas aguas naturais sdo diversas: 0s esgotos sanitarios
constituem, em geral, a principal fonte, seguidos de efluentes industriais, lixiviados de areas
agricolas e drenagem das aguas pluviais, associadas as deficiéncias do sistema de limpeza
publica. O nitrogénio pode ser encontrado nas aguas sob diversas formas, como: amdnia,
nitrito, nitrato, etc. A amdnia é um toxico bastante restritivo a vida dos peixes, sendo que
muitas espécies ndo suportam concentracfes acima de 5 mg/L. Além disso, a aménia provoca
consumo de oxigénio dissolvido das aguas naturais ao ser oxidada biologicamente, sendo,
portanto, um importante parametro de classificacdo das &guas naturais e, por isso,
normalmente utilizado na constitui¢do de indices de qualidade das 4guas (CETESB, 2009). Os
niveis de amonia apresentados pelas amostras de agua do ribeirdo Tatu sdo bastante elevados,
principalmente para o0 P2 e P5, que atingiram os seus maiores indices no més de novembro de
2008 (10,76 para 0 P2 e 26,60 mg/L para o P5). Esse fato pode estar relacionado com a baixa
pluviosidade desse periodo, associado a presenca de poluentes lancados nos efluentes urbanos
e industriais, ja que esses pontos localizam-se em regides posteriores ao descarte dos efluentes
das cidades de Cordeirdpolis e Limeira, respectivamente.

Assim como o nitrogénio, o fosforo aparece em &guas naturais devido,
principalmente, as descargas de esgotos sanitarios, efluentes industriais e dguas drenadas de
areas agricolas e urbanas. O excesso de fosforo presente em esgotos sanitarios e efluentes
industriais conduz aos processos de eutrofizacdo das aguas naturais (CETESB, 2009). Nesse
estudo, as amostras do P2 e P3, coletadas em novembro de 2008, apresentaram 0S maiores
indices de fasforo total. Tais valores podem ser justificados pelo fato desses pontos sofrerem,
diretamente, o impacto de descarte de todo o esgoto urbano sem tratamento do municipio de
Cordeiropolis, aliado a baixa pluviosidade registrada nesse periodo.

A DBO (demanda bioquimica de oxigénio) de um recurso hidrico € a quantidade
de oxigénio necesséria para oxidar a matéria orgéanica, por decomposi¢do microbiana aerobia,
em uma forma inorgénica estavel. A DBO é normalmente considerada como a quantidade de

oxigénio consumido, durante um determinado periodo de tempo, numa temperatura de



35

incubacédo especifica (geralmente 5 dias, a 20°C). Os maiores aumentos em termos de DBO,
num corpo d’agua, sdo provocados por despejos de origem, predominantemente, organica. A
presenca de um alto teor de matéria organica pode induzir ao completo esgotamento do
oxigénio da agua, provocando o desaparecimento de peixes e outras formas de vida aquatica.
Neste trabalho, foi verificado que os P2 e P5 apresentaram os maiores valores para a DBO,
principalmente no més de novembro de 2008. Esses valores podem estar associados, no
periodo de estudo, ao despejo de efluentes domésticos e industriais sem tratamento adequado
e a baixa pluviosidade.

Na &gua, o aluminio pode ser encontrado de diferentes formas, sendo
influenciado pelo pH, temperatura, presenca de matéria organica e de outros compostos como
fluoretos, sulfatos e outros ligantes. A solubilidade do aluminio € baixa em pH entre 5,5 e 6,0.
As concentra¢Bes de aluminio dissolvido em &guas com pH neutro variam de 0,001 a 0,05
mg/L, mas aumentam para 0,5 a 1 mg/L em &guas mais acidas ou ricas em matéria organica.
O aumento da concentracdo de aluminio, segundo a CETESB (2009), esta associado com 0
aumento dos indices pluviométricos, portanto, com a alta turbidez. As amostras de agua do
ribeirdo Tatu apresentaram as maiores concentracdes de aluminio nos meses de novembro de
2008 e fevereiro de 2009. Os valores registrados para novembro de 2008 podem ser
explicados pela alta concentracdo de solutos nas aguas do rio, em decorréncia da estiagem do
periodo. Portanto, para fevereiro de 2009, estes altos valores de aluminio podem ser
justificados pela alta pluviosidade do periodo, promotora de grande escoamento de agua e
consequente carreamento de soluto para o leito do rio.

O cadmio ¢ liberado no ambiente por efluentes industriais, principalmente, de
galvanoplastias, de fabricas de pigmentos, soldas, equipamentos eletrénicos, lubrificantes e
acessorios fotograficos, bem como por poluicdo difusa causada por fertilizantes.
Normalmente, a concentragdo de cAdmio em aguas ndo poluidas é inferior a 1 ug/L. O cadmio
é um metal que se acumula nos organismos aquaticos, 0 que possibilita a sua transferéncia via
cadeia alimentar (CETESB, 2009). As amostras de agua do ribeirdo Tatu apresentaram
valores de cadmio inferiores a 0,003 mg/L, o que indicou que este metal ndo esta
comprometendo a qualidade das aguas deste rio.

A presenca do chumbo na &gua ocorre por deposicdo atmosférica ou lixiviagcao
do solo. As doses letais deste metal para peixes variam de 0,1 a 0,4 mg/L, embora alguns
resistam até 10 mg/L, em condic¢des experimentais (CETESB, 2009). Esse metal foi detectado
no ribeirdo Tatu, somente na amostra de agua do P5, no més de novembro de 2008, numa

concentracdo limitrofe de 0,48175 mg/L, acima daquela letal para peixes.



36

As fontes de contaminagéo por cobre no meio ambiente incluem minas de cobre
ou de outros metais, corrosdo de tubulacGes de latdo por aguas acidas, efluentes de estacGes de
tratamento de esgotos, uso de compostos de cobre como algicidas aquaticos, escoamento
superficial e contaminacdo da agua subterrénea, a partir do uso agricola do cobre e
precipitacdo atmosférica de fontes industriais. Doses elevadas de cobre sdo muito mais
nocivas para peixes do que para o homem. Foi registrado que, concentragdes de 0,5 mg/L séo
letais para trutas, carpas, bagres, peixes vermelhos de aquarios ornamentais e outros. Os
microorganismos apresentam sensibilidade a este metal (letalidade) para concentragdes acima
de 1,0 mg/L (CETESB, 2009). Somente as amostras do P4 e P5, coletadas no ribeirdo Tatu,
mostraram valores detectaveis de cobre.

O cromo é utilizado na producdo de ligas metalicas, estruturas da construcdo
civil, fertilizantes, tintas, pigmentos, curtumes, preservativos para madeira, dentre outra
aplicacdes. Segundo a CETESB (2009), a maioria das aguas superficiais contem valores de
cromo variando entre 1 e 10 pg/L . Dentre as amostras de agua coletadas no ribeirdo Tatu,
somente as aguas coletadas no P5, més de novembro de 2008, apresentaram quantidade de
cromo detectavel, indicando uma concentracéo de 0,03453 mg/L.

O niquel e seus compostos sdo utilizados em galvanoplastia, na fabricacdo de
aco inoxidavel, manufatura de baterias Ni-Cd, moedas, pigmentos, entre outros usos.
Concentracfes de niquel em aguas superficiais naturais podem chegar a valores de 0,1 mg/L;
porém, podem ser encontrados valores mais elevados deste metal em areas de mineragdo
(CETESB, 2009). O P5 do ribeirdo Tatu apresentou concentracdes detectaveis de niquel,
variando de 0,01188 mg/L no més de novembro de 2008 a 0,06890 mg/L em agosto de 2009.

O zinco e seus compostos sdo muito usados na fabricacdo de ligas e latdo,
galvanizacdo do aco, na borracha como pigmento branco, suplementos vitaminicos, protetores
solares, desodorantes, xampus, etc. As concentragdes de zinco, observadas para &guas
superficiais naturais, geralmente ficam abaixo de 10 pg/L, enquanto que para aguas
subterraneas este valor fica entre 10-40 pg/L (CETESB, 2009). Todas os pontos avaliados do
ribeirdo Tatu apresentaram concentracfes detectaveis de zinco, variando de valores <0,001
(valor mais baixo), no P3 em agosto de 2009, a 0,11009 (valor mais altos), no P5 em
novembro de 2008.

Os dados obtidos nas analises fisico-quimicas das amostras de agua coletadas no
ribeirdo Tatu, nas diferentes épocas do ano, permitiram-nos inferir que o principal problema
ambiental desse recurso hidrico € o langamento de efluentes domésticos e industriais sem

tratamento adequados, que comprometem a qualidade de suas aguas, e consequentemente, a
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sobrevivéncia dos organismos expostos. Com excecdo do P1, que se localiza na nascente do
ribeirdo, todos 0s outros pontos apresentaram alteracbes nos pardmetros analisados,
principalmente o0 P2 e o P5. O P2 localiza-se proximo ao descarte do esgoto urbano do
municipio de Cordeirépolis — SP, fato este que contribui muito para a diminuicdo da
qualidade da agua, ao longo do curso deste rio. JA o P5 localiza-se a jusante do perimetro
urbano do municipio de Limeira, ou seja, apds o recebimento de toda carga poluidora desta
cidade, que, somada a toda poluicdo recebida dos emissarios da cidade de Cordeirdpolis,

agravam as condigdes deste rio.

5.2. Artigo 1: O uso de cultura de células de mamiferos em avaliagdes da contaminacao de

recursos hidricos.

5.3. Artigo 2: Avaliacdo da toxicidade das aguas do ribeirdo Tatu, regido de Limeira/SP, por

meio do sistema-teste Allium cepa.

5.4. Artigo 3: Avaliacdo da genotoxicidade de dguas impactadas por efluentes domésticos e
industriais de uma regido altamente industrializada do Estado de Sao Paulo-Brasil, por meio

do ensaio do cometa em células HTC.
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I. Introducéo

O crescente desenvolvimento, tanto industrial como social, tém levado a um
aumento consideravel na producdo de residuos, que, quando langados no ambiente in natura,
Ou seja, sem tratamento previo, podem causar serios comprometimentos a qualidade
ambiental.

Dentre todos o0s ecossistemas, 0 aquatico € o que tem sofrido os maiores
impactos, frente a poluicdo, uma vez que a agua acaba sendo o destino final de todo poluente.
Segundo Lemos e Erdtmann (2000), o ambiente aquatico, por ser um depositario de diferentes
tipos de descargas antropogénicas, vem sofrendo crescentes contaminacGes por quimicos
diversos, que podem, ainda, se associar e formar outras misturas mais complexas de
constituicdo e acdo desconhecidas. Por isso, ha uma necessidade eminente de se avaliar o
possivel efeito toxico de contaminantes ambientais, para se estimar os eventuais danos que
eles possam causar aos ecossistemas. Neste contexto, estudos realizados em ambientes
aquaticos sdo de alta relevancia, considerando que a agua chega aos animais pela
dessedentacdo e alimentacdo, sendo que para o homem ainda existe uma outra via de
exposicao, que é a recreacao.

Efluentes industriais e urbanos tratados de forma inadequada ou ndo tratados,
contém perigosos compostos quimicos que podem induzir efeitos citotoxicos e genotoxicos a
biota exposta (CLAXTON et al., 1998; RANK; NIELSEN, 1998). Tais efluentes contém
misturas, formadas pela associacdo de agentes como pesticidas, metais, diferentes residuos
industriais e uma variedade de outras substancias (VEGA, et al., 1996) que, em muitos casos,
podem ndo apresentar efeitos imediatos nos organismos expostos, mas, a longo prazo, podem
diminuir a sobrevida dos mesmos (WHITE; RASMUSSEN, 1998).

Muitos estudos tém sugerido uma correlacdo direta entre a mutagenicidade e a
quantidade de certos poluentes, como por exemplo, 0s metais e 0s pesticidas presentes na
agua (HOUK, 1992; FATIMA; AHMAD, 2006). Estes agentes atuam sobre a molécula de
DNA, causando mutacdes, o que pode decorrer em prejuizos a saude, pela promocao de
defeitos congénitos, anormalidades reprodutivas, além de doengas como o cancer (GROVER;
KAUR, 1999).

Para os estudos de monitoramento da qualidade da &gua, os métodos in vitro
apresentam vantagens, em relacdo aos in vivo, pela possibilidade de se limitar o numero de

varidveis experimentais; pela facilidade de obtencdo de dados significativos; e pelo curto
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periodo necessario para o desenvolvimento dos testes, quando comparados com outras
técnicas rotineiramente usadas (ROGERO et al., 2003).

Ensaios in vitro, realizados com cultura de células, podem ser utilizados, com
sucesso, em analises de genotoxicidade, por estas serem sensiveis a agentes quimicos e
fisicos, por apresentarem um ciclo de divisdo celular curto e, por isso, responderem
rapidamente aos efeitos dos agentes testados, além de serem financeiramente acessiveis e de
facil reprodutibilidade (SPEIT et al., 1998; ROGERO et al., 2003; CARDOZO et al., 2006).
Segundo Oliveira et al. (2006), os testes realizados com células de mamiferos permitem
estabelecer correlagdes mais seguras com 0s seres humanos, pela proximidade taxonémica

(ue apresentam.

2. Genotoxicidade e mutagenicidade de recursos hidricos

2. 1. O uso de células de mamiferos em cultura nas avaliacdes de amostras ambientais

Varias linhagens celulares de mamiferos podem ser utilizadas em testes de
genotoxicidade de amostras ambientais, como as células de hepatoma de camundongo (HTC),
células de hepatoma humano (HepGz2), células de carcinoma humano (HelLa), células de
ovario de hamster (CHO), células de pulméo de hamster (V79 e CHL), células epiteliais de
pulmdo humano (L132 e A549), células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC),
fibroblastos de ratos (L929), fibroblastos humanos (RTL-W1 e NIH-3T3), leucdcitos de ratos,
camundongos e humanos.

Dentre as linhagens utilizadas em mutagénese, as células metabolizadoras, que
expressam as enzimas de fase | e de fase Il, sdo muito usadas em avaliacdes ambientais, pois
possuem um papel fundamental na metabolizacdo e detoxicacdo de xenobidticos que podem
reagir com o DNA e, assim, induzir possiveis eventos mutacionais (TSUBQY et al., 2007).
Na fase I, ocorre as reacOes de oxidacdo, reducdo e hidrdlise, ocasionando sempre uma
modificacdo estrutural do quimico. As principais enzimas que atuam nesse processo Sao
citocromo P-450, monoaminooxidase (MAOQ), esterases e proteases. Na fase Il, conhecida
como fase de conjugacdo, ocorrem reacdes de conjugacdo do quimico com substancias
enddgenas, o que também promove alteracdo estrutural no xenobionte original.

Testes utilizando celulas metabolizadoras mantidas em cultura, como as HTC e
HepG2, constituem umas das melhores ferramentas para se detectar e avaliar 0s riscos que

compostos quimicos podem conferir a saide do homem, pois sdo capazes de refletir o
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metabolismo de compostos genotoxicos melhor do que outros modelos in vitro, que exigem
ativacdo metabolica exdgena (GABELOVA et al., 2004; PARK; CHOI, 2007).

Castafio e Gomez-Lechdn (2005) compararam a sensibilidade de células de
mamiferos e células de peixes observando tanto dados ecotoxicologicos descritos na literatura
como respostas de testes realizados por eles com diversos quimicos. Segundo os autores,
apesar das células de peixe apresentarem facilidade no manuseio, levando muitos autores a
usad-las na rotina laboratorial, elas possuem um ciclo celular mais lento, o que poderia
diminuir sua sensibilidade, quando comparadas as células de mamiferos. Porém, utilizando
principalmente os ensaios de viabilidade celular MTT e NRU (absorcéo do vermelho neutro),
tanto as células de mamiferos como as células de peixes apresentaram uma sensibilidade
semelhante para a maioria dos 51 quimicos testados pelos autores, mostrando que ambas as
células (mamiferos e peixes) podem ser usadas, com seguranca, em testes de toxicidade.

Para Claxton e Woodall (2007), a vantagem na utilizacdo de ensaios in vitro com
células de mamiferos, em relacdo as células de outros organismos (procaridtica ou
eucariotica), é que as de mamifero, além de oferecerem resultados eficientes para avaliacfes

ambientais, fornecem respostas mais relacionadas aos riscos a saude humana.

2. 2. Teste do micronucleo com bloqueio da citocinese (cytokinesis-blocked micronucleus -
CBMN)

Os micronucleos (MNs) sdo pequenos corpos arredondados, formados de material
genético, que aparecem no citoplasma das células. Eles surgem quando um cromossomo inteiro
ou um fragmento cromossdémico ndo migra juntamente com o conjunto de cromossomos para um
dos polos da célula, durante o processo de divisdo celular. A presenca de MN na célula é uma
indicacdo de que a mesma foi exposta a um agente clastogénico e/ou aneugénico. Um agente
aneugeénico é aquele que interfere na formacao do fuso mitético, podendo ter como consequéncia
desta acdo a perda de um ou mais cromossomos durante a divisdo celular, enquanto que um
agente clastogénico é aquele que interage com o material genético, causando quebras no DNA,
que resulta em fragmentacéo cromossomica (UDROIU, 2006; ERGENE et al., 2007).

Como acontece no nucleo celular, o envoltério nuclear, que € reorganizado na
telofase, também se organiza em volta de cromossomos atrasados ou de fragmentos de
cromossomos que se perderam do conjunto cromossémico, dando origem aos MNs. Assim
como no ndcleo principal, o material genético dos micronucleos, apds a formacdo do

envoltdério nuclear, se descondensa e, gradualmente, assume a morfologia de um ndcleo
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interfasico, com a diferenca de serem menores que o ndcleo principal da célula (FENECH,
2000). Desta forma, a presenca de MNs caracteriza-se em uma resposta apropriada e confiavel
da acdo de uma substancia sob a célula, quer seja pelo seu efeito inibidor na polimerizacao
das tubulinas do fuso ou por agir diretamente no material genético da mesma (GROVER;
KAUR, 1999). Os MNs formados a partir desses processos podem ser visualizados em
qualquer tipo celular (UDROIU, 2006).

Os danos no DNA, causados, por exemplo, pela exposicdo a agentes
mutagénicos, somente sdo expressos em MNs apds um ciclo de divisdo celular, sendo
dependentes da proporcdo de células que estdo se dividindo. Conseqlentemente, a
comparacdo da freqiéncia de MNs entre populacdes de células em divisdo s seria segura
quando a cinética de divisdo nuclear, ocorrida ap6s o dano ao DNA, fosse idéntica entre elas
(FENECH, 1997).

Como os MNs podem ser visualizados somente em células que ja completaram
um ciclo de divisdo nuclear, foi desenvolvido um método especial para identificar células que
ja passaram por este ciclo, pela aparéncia binucleada que exibem. Este método é conhecido
como teste do MN com bloqueio da citocinese. Nesse teste, as células que ja concluiram uma
divisdo nuclear sdo impedidas de realizar a citocinese, pela aplicacdo da citocalasina-B, que
inibe a polimerizacdo da actina G e, conseqiientemente a formacéo da actina F, ndo formando
os microfilamentos necessarios para contracdo do citoplasma e a clivagem da célula em duas
células filhas. Os MNs sdo entdo computados somente nas células que s&o binucleadas, o que
permite uma maior confiabilidade na comparacdo entre 0s danos cromossdémicos de
populacdes de células que apresentam cinéticas de divisdo celular diferentes (FENECH, 1997;
2000).

Pela confiabilidade do teste CBMN na identificacdo de células que ja tenham
concluido uma divisdo nuclear, pela sensibilidade e precisdo de resposta, rapidez,
simplicidade, capacidade de gerar grande numero de células e boa reprodutibilidade
(FENECH, 2000), ele vem sendo usado por muitos autores na avaliacdo de agentes quimicos
e fisicos e de amostras ambientais complexas como os efluentes urbanos e industriais
(LEMOS; ERDTMANN, 2000; LU et al., 2002, 2004; CARDOZO et al., 2006; TSUBQY et
al., 2007; SHI et al., 2009).
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2. 3. Ensaio do cometa (single cell gel electrophoresis — SCGE)

As quebras na molécula de DNA sdo consideradas lesdes pré-mutagénicas
potenciais, que, quando evidenciadas, constituem eficientes e sensiveis marcadores de danos
genotoxicos. A técnica mais utilizada para deteccdo de quebras no DNA € a do ensaio de
eletroforese em microgel de células individuais (SCGE) ou ensaio do cometa. Segundo
Cotelle e Férard (1999), o ensaio do cometa é capaz de detectar danos no DNA induzidos por
agentes alquilantes, intercalantes ou oxidativos.

Ostling e Johanson (1984) foram os primeiros a desenvolver a técnica de
eletroforese em microgel para detectar danos no DNA em células individuais. Posteriormente,
Singh et al. (1988) introduziram uma técnica de eletroforese em microgel sob condi¢cdes
alcalinas (pH 13). Este pH alcalino, segundo Tice et al. (2000) e Collins (2004), aumentou,
substancialmente, a sensibilidade do teste na identificacdo de agentes genotdxicos, permitindo
ndo soO a deteccdo de quebras de fita simples e ligacdes cruzadas, mas também a observacédo
de quebras de fita dupla, sitios alcali-labeis, e excisdo de sitios incompletos de reparo.

A técnica do cometa desenvolvida em condigdes alcalinas promove o
desenovelamento do DNA e, consequientemente, a liberacdo de fragmentos decorrentes de
quebras. Estes fragmentos de material genético, quando sdo submetidos a corrente elétrica,
migram do ndcleo em direcdo ao pdlo negativo desta corrente. Os fragmentos cromossdmicos
deslocados pela corrida eletroforética, apos a neutralizacdo e coloragdo com brometo de
etidio, formam imagens onde as células se assemelham a cometas. Quanto maior as caudas
formadas, maior € a extensdo dos danos sofridos pelo DNA. Desta forma, muitos autores
utilizam a extensdo da cauda do cometa, decorrente da migracdo dos fragmentos, como
critério para a quantificacdo das quebras ocorridas na fita do DNA (AVISHAI et al., 2002).

As quebras no DNA sdo decorrentes de: quebras na prdpria fita, excisdo de sitios
incompletos de reparo e sitios &lcali-labeis, sendo todos estes eventos expressos, sob
condicdes alcalinas (pH > 13), como quebras de fita simples. Em contrapartida, a diminuicao
na migracdo do DNA, na corrida eletroforética, acontece de forma proporcional a freqiiéncia
de ligagdes cruzadas existentes no material genético. Portanto, a extensdo da migracdo do
DNA no ensaio cometa, realizado em qualquer tipo celular, € um equilibrio entre os diversos
processos bioldgicos que atuam em direcOes opostas nas células. (FRENZILLI et al., 2000).

Comparado a outros testes de genotoxicidade (aberragdes cromossomicas e trocas
entre cromatides irmas), o ensaio do cometa apresenta vantagens pela sensibilidade na

deteccdo de pequenos danos no DNA, pela necessidade de um ndmero reduzido de células
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para a sua execucdo, flexibilidade para uso de células proliferantes ou ndo, economicamente
viavel, facilidade de aplicagdo e periodo de tempo relativamente curto (alguns dias) para
realizagdo do ensaio (TICE et al., 2000; DHAWAN et al., 2009).

Durante a ultima década, o ensaio do cometa vem sendo utilizado como uma
ferramenta basica em muitas &reas de pesquisa, como as aplicagdes clinicas, biologia da
radiagdo, processos de reparo do DNA (COLLINS, 2004), biomonitoramento ambiental
(AVISHAI et al., 2002; COTELLE; FERARD, 1999; DHAWAN et al., 2009) e genética
ecotoxicoldgica (TICE et al., 2000), mostrando ser especialmente eficiente e sensivel para
aplicacdo na genotoxicidade de substancias quimicas e misturas complexas ambientais.

Para Cotelle e Férard (1999), a sensibilidade do ensaio do cometa pode ser
comparada a do teste do MN, que também é uma técnica que detecta quebras na fita de DNA.
O teste do MN, considerado de identificagdo mutagénica, identifica eventos de quebras nédo
reparadas e que promoveram alteracfes definitivas no material genético, enquanto que o
ensaio do cometa (versdo alcalina), considerado um teste de genotoxicidade, identifica
quebras ocorridas ndo sé por efeito do agente indutor, mas também pela a¢do dos sistemas de
reparo celular, que identificaram erros e extrairam porcoes de DNA que sofreram alteracdes

na sua estrutura.

2. 4. Outros ensaios

O ensaio do cometa e o teste do MN sdo os dois “endpoints” mais utilizados na
avaliacdo de danos ao material genético de células de mamifero mantidas em cultura, expostas
a amostras de recursos hidricos impactados por poluentes diversos. Porém, outros testes
também sdo utilizados nesse tipo de estudo, como por exemplo, os testes de aberractes
cromossémicas (AC) (ECKL, 1995); testes citogenéticos de troca entre cromatides irmas
(SCE) (OHE et al, 1993; 2009; ECKL et al., 1995; LIU et al., 2007; 2009); testes de
viabilidade celular, citotoxicidade, apoptose e necrose usando corantes vitais como MTT
(ZEGURA et al., 2009; SHI et al., 2009), XTT, NRU (CASTANO; GOMEZ-LECHON,
2005), acridina orange, brometo de etidio (TSUBQY et al., 2007) e azul de Trypan; estresse
oxidativo pela medicdo do malondialdeido (MDA) (YUAN et al., 2005; SHI et al., 2009);
potencial antioxidante pela medicao da glutationa (GSH) (YUAN et al, 2005); e eficiéncia de
clonagem (IERACE; DYE, 2001; CARDOZO et al., 2006).
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3. Poluicgao por esgoto domeéstico, efluentes industriais e lixiviados da agricultura

Células de pulmdo de hamster Chinés (CHL) mantidas em cultura, foram
utilizadas em ensaios de SCE por Ohe et al., 1993. Neste estudo, os autores avaliaram
amostras de agua dos rios Katsura, Nishitakase e Kamo, afluentes do Rio Yodo, na cidade de
Kyoto, Japdo. As amostras coletadas nos trechos a jusante de estacfes de tratamento de aguas
residuais induziram maior freqiiéncia de SCE em células com e sem ativagdo metabdlica, do
que aquelas coletadas a montante destas estacdes, sugerindo que os efluentes das estacfes de
tratamento de agua eram as fontes de poluicdo dos quimicos genotdxicos encontrados nas
aguas dos rios. Os resultados mostraram a aplicabilidade do ensaio de SCE em células CHL
para 0 monitoramento de genotoxicidade de agua de rio.

Rao et al. (1995) avaliaram o potencial genotoxico de extratos do efluente de uma
industria de celulose, utilizando o ensaio de precipitacdo de DNA em células pulmonares de
hamster Chinés (V79) e linhagens de células de figado de rato (TIB73 e TIB75). As substancias
mutagénicas do efluente filtrado foram adsorvidas em resinas (XAD-4 e XAD-8) e eluidas com
hidroxido de sédio e metanol. A fragdo mutagénica extraida por XAD-4 induziu quebras no
DNA nos ensaios com as células V79, TIB73, e TIB75. As fracdes extraidas pela XAD-8 nédo
induziram danos no DNA nas células V79.

Eckl (1995) utilizou hepatdcitos primarios de ratos para analisar amostras de agua
do rio Salzach, Austria, impactado por efluentes urbanos e industriais. Os testes de SCE, MN
e AC revelaram que amostras coletadas proximas a industrias induziram uma maior
freqliéncia de danos nas células. Os resultados também confirmaram que, para estes
parametros, o teste do MN mostrou-se mais sensivel que o teste de AC. Das oito amostras
testadas, sete induziram aumento significativo de MNs, enquanto somente cinco amostras,
provenientes das regides mais contaminadas do rio, induziram ACs nos hepatocitos.

Estudos realizados por Cerna et al. (1996) na Bohemia oriental, Republica
Tcheca, avaliaram um efluente industrial e a &gua do Rio Labe, numa area sob influéncia de
um complexo quimico industrial, por meio de analises citogenéticas em cultura de linfdcitos
periféricos humanos. A amostra do efluente industrial foi coletada em um emissario de aguas
residuais e a amostra de agua superficial do rio foi coletada cerca de 6 km a jusante do local
de descarte desse efluente. Foi observado um efeito citotdxico significativo, pela anélise do
indice mitotico dos linfocitos, somente para a concentracdo mais elevada (concentracao final
102 para 1 mL de cultura) da amostra do efluente. Nenhuma das amostras (efluente e agua de
rio) apresentou um aumento dose-dependente significativo de AC.
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Foi avaliado por Kosz-Vnenchak e Rokosz (1997), o potencial genotdxico de
aguas residuais de uma usina termoelétrica e de uma metaltrgica da Cracovia, Pol6nia, por
meio do ensaio do cometa em células de hepatoma humano (HepG2). As células tratadas com
amostras de agua poluida induziram uma quantidade significativa de danos genéticos,
indicando que o ensaio do cometa é uma ferramenta sensivel e indicada para aplicacdo em
estudos de biomonitoramento ambiental, que visa determinar o potencial de genotoxicidade
de poluentes da agua.

O lago Taihu, que é o terceiro maior lago de agua doce da China, tem como
principais fontes de contaminacdo os desaguies de varios afluentes que apresentam grandes
cargas organicas poluidoras. Além da pesca, o lago também é fonte de agua potavel para
varias cidades e vilas do leste da China. Kong et al. (1998) realizaram um estudo para
determinar a contaminagdo deste lago por agentes mutagénicos, a distribuigdo dos poluentes
no lago e os efeitos potenciais desta contaminacao sobre a salde da popula¢do humana. Nesse
estudo foram analisadas, pelo teste do MN em cultura de linfdcitos periféricos humanos,
amostras de adgua dos principais tributarios do lago (rios Liangxi, Lujiang, Taipou, Xiaomei e
Dapu). As amostras de dgua coletadas nas regifes do desague dos rios foram concentradas,
por coluna de resina, e testadas em varias concentracfes. Os rios Lujiang e Liangxi
apresentaram mutagenicidade para todas as concentracdes testadas, enquanto os rios Xiaomei
e Dapu mostraram-se mutagénicos somente para as concentracfes mais altas. A frequéncia de
MN de células expostas as aguas da foz do rio Taipou ndo foi significativa, em relagdo aos
resultados do controle, nem mostrou uma relagdo dose-resposta dependente. Como 0 rio
Taipou esta situado a jusante do lago, os autores concluiram que os poluentes mutagénicos
que chegam ao lago Taihu ndo excedem a sua capacidade de auto-depuracdo. No entanto,
como muitos poluentes podem ser bioacumulados na biota aquética, os autores alertam para
0s perigos desta poluigédo para o futuro deste ecossistema.

Para avaliar a qualidade da agua do rio Cai, localizado numa area sob influéncia
de um Complexo Petroquimico do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, Lemos e Erdtmann
(2000) utilizaram o teste do MN em cultura de linfécitos humanos. O rio Cai, além de ser
fonte de &gua potavel, é também utilizado para irrigacdo e para recreacdo. As amostras de
agua foram coletadas, durante 20 meses numa freqiiéncia bimestral (totalizando onze coletas
para cada ponto), em quatro diferentes locais, sendo trés deles na area de influéncia do
complexo petroquimico e um a montante deste complexo. Das onze amostras coletadas

proximas a area de disposicdo dos efluentes industriais, nove foram genotdxicas para 0s
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linfécitos. As amostras coletadas a montante do complexo petroquimico apresentaram-se
potencialmente mutagénicas. Essa area situa-se proxima a uma regido agricola o que sugere
também uma possivel contaminacdo por agrotdxicos. Os autores concluiram que o teste do
MN em linfécitos humanos foi uma abordagem citogenética sensivel para a deteccdo de
substancias com potencial clastogénico e/ou aneugénico em amostras ambientais aquaticas, e
deveria ser melhor explorado para estudos de monitoramento de areas sob influéncia
industrial.

Num estudo de monitoramento, lerace e Dye (2001) utilizaram o teste de
eficiéncia de clonagem realizado com cultura de células fetais de ratos, para avaliar a
qualidade da agua de um coOrrego que atravessa a area da Universidade Estadual de
Connecticut (USA), e que recebe grandes quantidades de sedimentos e efluentes de galerias
de &guas. Os testes realizados com as amostras de agua coletadas em junho de 1997 ndo
mostraram resultados positivos para citotoxicidade. Para as amostras coletadas em agosto de
1997, foi observado que dois dos locais amostrados apresentaram de 90 a 100% de eficiéncia
de clonagem, semelhante aos resultados exibidos pelo teste controle, enquanto que um
terceiro local exibiu uma taxa de eficiéncia de clonagem da ordem de 25%, nos seis dias de
duracdo do teste. Essas culturas ainda apresentaram altas porcentagens de células gigantes e
vacuolizadas. Por estes resultados, os autores inferiram que a degradacdo na qualidade da
agua do local amostrado ocorreu ap6s junho de 1997. Esse ponto localiza-se proximo a uma
estrada pavimentada e pode ter recebido hidrocarbonetos e compostos de petréleo que, por
lixiviacdo, afetou a qualidade destas aguas.

A citotoxicidade e genotoxicidade de trés amostras de agua de uma pequena
bacia urbana formada pelos Corregos Agronomia e Capivara, na regido metropolitana de
Porto Alegre/RS — Brasil, foi avaliada por Cardozo et. al. (2006) por meio da medi¢do da
eficiéncia de clonagem e pelo teste do MN em células VV79. Os resultados mostraram efeitos
citotoxicos somente para as amostras de dgua coletadas nas areas com urbanizacdo média e
alta. As amostras de agua destas areas possuem diferentes concentracdes de cloroférmio,
bromodiclorometano, tolueno, etilbenzeno, m,p-xileno e 1,4-diclorobenzeno, compostos que
podem ter relacdo com a maior citotoxicidade observada. Quanto ao dano genotdxico,
somente a amostra proveniente da area com maior ocupacao urbana induziu danos no DNA de
celulas V79, visualizados por meio do teste do MN.

Corantes téxteis sdo descartados no ecossistema aquatico por meio de efluentes
industriais e podem expor a biota local a efeitos adversos. Tsuboy et al. (2007) testaram a
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genotoxicidade e a citotoxicidade de cinco concentragdes (200 pg/mL, 400 pg/mL, 600
ng/mL, 800 pg/mL e 1000 pg/mL) do corante CI Disperse Blue 291 pela aplicagédo dos
ensaios do cometa, do MN e de viabilidade celular em células de hepatoma humano (HepG2).
Concentrag6es iguais ou maiores a 400 pg/mL levaram a um aumento na frequéncia de danos
no DNA e na fregiiéncia de MN, além de diminuir a viabilidade celular. Os resultados deste
estudo demonstraram que o corante Cl Disperse Blue 291 apresenta efeitos citotdxicos,
genotoéxicos e mutagénicos para células de mamiferos, servindo de alerta para o perigo
potencial que os corantes azoicos representam para 0s seres humanos e para 0s organismos
aquaticos, eventualmente, expostos a esta classe de poluentes.

O rio Songhua é um dos maiores rios da China e é a principal fonte de agua para
a industria e a agricultura, bem como a fonte de dgua potéavel para milhGes de habitantes que
vivem ao longo dele. A alta contaminacdo deste rio € dada por esgotos domésticos e efluentes
industriais. Liu et al. (2007) utilizaram o ensaio de transformacéo de células e SCE em cultura
de células NIH3T3 e de linfocitos humanos, para verificar o potencial carcinogénico de
amostras de aguas deste rio. Tanto as amostras coletadas no verdo como as no inverno
induziram transformaces celulares. As células NIH3T3 transformadas perderam a inibi¢do de
contato e a dependéncia de ancoragem, crescendo em aglomerados, de maneira muito rapida.
As freqliéncias de quebras observadas no ensaio de SCE, para as amostras de agua avaliadas,
foram estatisticamente significativas, indicando uma potencialidade genotoxica para as aguas
do rio Songhua.

Em outro estudo, Liu et al. (2009), compararam a atividade genotoxica de &guas
coletadas no rio Songhua, durante os anos de 2002 e 2003, com as coletas realizadas nos anos
de 1994-1995 (LIU et al., 2007). O ensaio de SCE e o teste do MN foram realizados em
cultura de linfocitos humanos. Os resultados obtidos no ensaio de SCE mostraram uma
relacdo dose-dependente para todas as concentragOes testadas (15, 30, 60, e 120 para a
amostra do inverno e 12,5, 25, 50, e 100 mL de agua/mL de meio para a amostra do verao),
sendo as frequiéncias de SCE registradas para os anos de 2002-2003 maiores do que as das
amostras de 1994/1995, o que mostrou um comprometimento crescente deste rio ao longo do
tempo. Os MNs resultantes dos testes realizados com as amostras de 2002/2003 também
foram induzidos de forma dose-dependente, levando os autores a concluirem que o0s
contaminantes das aguas do rio Songhua podem causar danos cromossdmicos e instabilidade
do genoma nos linfocitos humanos, e, consequentemente, riscos para 0s seres humanos que

fazem uso das aguas deste recurso hidrico.
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Zegura et al. (2009) utilizaram o teste do MTT e do cometa em células de
hepatoma humano (HepG2) para avaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade de 51 amostras
de aguas de varias origens (residuais de hospitais, industrias quimicas, de estacdo de
tratamento de efluentes, de superficie de rios e lagos e agua potavel). Os autores detectaram
citoxicidade em seis das amostras testadas. Pelos estudos realizados, foi concluido que a
genotoxicidade das aguas de rios e lagos parece estar ligada a presenca de filtros UV
presentes em protetores solares de banhistas, enquanto que a genotoxicidade de aguas
residuais de hospitais ja tem uma associacdo tanto com a contaminacdo por medicamentos
como por material de higiene, como detergentes, desinfetantes e halogénios, usados em
grande quantidade nestes locais. Segundo os autores, 0s ensaios de MTT e cometa em células
HepG2 se caracterizam em eficientes ferramentas na deteccdo da genotoxicidade e
citotoxicidade de amostras de efluentes complexos e no monitoramento da qualidade da dgua
superficial.

Ohe et al. (2009) avaliaram a genotoxicidade de dois derivados do diclorobifenil
{o 3,3’-diclorobenzidina (DCB,4,4’-diamina-3,3’-diclorobifenil) e o 4,4’-diamina-3,3’-
dicloro-5-nitrobifenil (5-nitro-DCB)} e trés congéneres do PBTA {o 2-[2-(acetilamina)-4-
[bis(2-metoxietil)amina]-5-metoxifenil]-5-amina-7-bromo-4-cloro-2H-benzotriazol  (PBTA-
1); o 2-[2-(acetilamina)-4-[N-(2-cianoetil)etilamina]-5-metoxifenil]-5-amina-7-bromo-4-
cloro-2H-benzotriazol (PBTA-2) e o 2-[2-(acetilamina)amina]-4-[bis(2-hidroxietil)amin]-5-
metoxifenil]-5-amina-7-bromo-4-cloro-2H-benzotriazol  (PBTA-6)}, considerados  0s
principais contaminantes do rio Waka, Japdo, além de realizar testes com amostras da agua do
préprio rio. O composto 2-amino-3,8-dimetilimidazol[4,5-f]quinoxalina (MelQx) foi utilizado
como controle positivo, por ser considerado um carcindgeno humano pela Agéncia
Internacional para Pesquisa sobre o Céncer (IARC) e por ser uma substancia com
caracteristica quimica semelhante (amina aromatica) aos quimicos DCBs e PBTAs. Pelo teste
SCE, houve um efeito dose-resposta positivo para todos os quimicos avaliados (DCBs,
PBTAs, MelQx) e para as amostras de agua do rio Waka, nas concentragdes testadas (1,25 a
10 pg/mL de 5-nitro-DCB, PBTAs e MelQx; 1 a 20 pg/mL de DCB; 6,25 a 25 mL
equivalente de 4&gua/mL de meio). Segundo os resultados, a classificagdo para o potencial de
inducdo de SCE seguiu a proporc¢éo: 5-nitro-DCB =~ MelQx > PBTA6 > PBTA-1 =~ PBTA-2 >
DCB. As amostras de agua coletadas no rio apresentaram uma concentracdo de 2,5 a 19,4
ng/L de 5-nitro-DCB e 4100 a 18900 ng/L de DCB, que, segundo os autores, sdo valores que

contribuiram pouco na indugdo de SCE. Os autores concluem neste trabalho, que alguns
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compostos desconhecidos podem estar contribuindo para a genotoxicidade das aguas deste
rio.

Rocha et al. (2009) verificaram a genotoxicidade de sedimentos coletados em
varios pontos ao longo do Rio Tieté, utilizando cultura permanente de fibroblasto RTL-WL1.
Nesse estudo, amostras do sedimento foram coletadas em sete locais diferentes: nascente,
reservatorios Ponte Nova e Billings (regido de alta densidade populacional e grande
deteriorizacdo do rio), reservatorios Barra Bonita, Bariri, Promissdo e Trés Irmdos. Os dados
do teste do cometa mostraram um grande aumento na genotoxicidade da nascente do Rio para
a represa Billings (regido da cidade de SP) e uma diminuicdo a jusante da Billings,
evidenciando o grande impacto causado pela poluicdo desta regido. Diluicdo por tributarios, a
jusante, resultou numa diminui¢do significativa da genotoxicidade dos contaminantes

vinculados aos sedimentos.

4. Efeitos da desinfeccéo de agua poluida para o consumo humano

A desinfeccgdo das aguas de reservatdrios naturais destinadas ao consumo humano
é considerada um dos grandes avancos da saude publica (SHI, 2009). No entanto, quando
agentes como o cloro, o o0zbnio, o diéxido de cloro ou as cloraminas sdo utilizados no
processo, eles podem reagir com as substancias naturalmente presentes na agua ou
introduzidas pela polui¢do, formando subprodutos de desinfeccdo denominados de DBPs
(Disinfection By-Products) (LU et al., 2002; YUAN et al., 2005). A formacdo de DBPs
depende do tipo e da qualidade dos reservatdrios naturais de agua e do tipo de desinfetante
utilizado. O cloro (Cl, - cloro gasoso), por exemplo, que é um dos desinfetantes primarios de
agua mais utilizados em todo o mundo, produz compostos organicos halogenados volateis e
ndo volateis (trihalometanos, acidos haloacéticos) e hidroxifuranonas, que podem causar
efeitos danosos ao material genético dos organismos, induzindo, inclusive, ao cancer (LU et
al., 2002; SHI et al., 2009). Numerosos DBPs mutagénicos e carcinogénicos podem ser
formados pelos processos de desinfeccdo da agua potavel e representar um perigo para a
salde humana, principalmente, por se caracterizar em uma via de exposi¢do diéria e cronica.

Desinfetantes primarios podem ser substituidos pelos chamados desinfetantes
alternativos, como o 0z6nio, o dioxido de cloro e as cloraminas. A desinfeccdo sequencial
com ozonio ou dioxido de cloro, seguido por cloro, tem aumentado a eficiéncia da
desinfeccéo (SHI et al., 2009).
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Lu et al. (2002) utilizaram o teste do MN e o ensaio do cometa para verificar os
danos genotoxicos e mutagénicos que a agua clorada induz em células HepG2. Foram
encontrados aumentos significativos da freqtiéncia de MN e de danos no DNA nas celulas
tratadas, quando comparadas ao teste controle. Os resultados indicaram que as amostras de
agua potavel clorada, obtidas a partir de agua bruta poluida do lago D (China), foram capazes
de induzir efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos, quebras na fita de DNA e/ou danos alcali
labeis em células de mamiferos, testadas in vitro. Frente a esses dados, os autores alertam para
0 perigo de consumo de &gua potavel, obtida de agua bruta poluida clorada, pela
potencialidade de inducdo de danos ao material genético dos organismos, caracterizando-se
em um potencial perigo para a salde humana.

Células HepG2 foram utilizadas por Lu et al. (2004) para verificar os efeitos
genotoxicos da dgua potavel clorada proveniente do lago Dong e do rio Yangtze, na cidade de
Wuhan, China, por meio do ensaio do cometa e do teste do MN. As culturas de células
HepG2 foram expostas a varias concentracGes de agua (0,167, 1,67, 16,7 e 167 mL de agua
clorada/mL de meio de cultura). Todas as amostras, tanto do lago como do rio, causaram um
aumento dose-dependente significativo na migragédo do DNA. Os resultados indicaram que as
amostras de 4agua coletadas durante o verdo (agosto) causaram danos ao DNA
significativamente maiores do que aquelas coletadas durante a estacdo fria (margo). Além
disso, foram registrados aumentos significativos na freqiéncia de MN das células HepG2,
apos o tratamento com as amostras de agua. No entanto, para este teste, as amostras coletadas
no inverno apresentaram genotoxicidade maior do que aquelas coletas no verdo. Mesmo néo
tendo explicacGes para estas diferencas nos resultados apresentados nos ensaio do cometa e
teste do MN, os autores concluem que as células HepG2 constituem uma ferramenta Gtil para
a deteccdo de efeitos genotoxicos de misturas ambientais complexas.

O lago Donghu e os rios Yangtze e Hanjiang séo os trés principais cursos de agua
potavel da metropole Wuhan, China. O principal problema desses recursos hidricos é a
eutrofizacdo provocada pela polui¢do organica domeéstica, agricola e industrial. Para verificar
0 potencial citotdxico e genotdxico de amostras de agua provenientes desses trés recursos
hidricos, apds a desinfeccdo com cloro, Yuan et al. (2005) realizaram 0s testes do cometa,
estresse oxidativo, potencial antioxidante e citotoxicidade em células HepG2. Todas as
amostras de dgua apresentaram genotoxicidade, verificada por meio da inducdo na migracao
de DNA no ensaio do cometa e também levaram a um aumento na formacdo de

malondialdeido (MDA) em células HepG2, indicando estresse oxidativo causado pela agua



52

clorada. O MDA ¢é um aldeido formado por um processo de reagdes em cadeia, resultante da
acdo dos radicais livres sobre os lipidios insaturados da membrana celular (peroxidacao
lipidica - LPO), gerando, principalmente, radicais alquila, alcoxila e peroxila, que destroem a
estrutura da membrana, promovem a faléncia dos mecanismos de troca de metabdlitos e,
numa condigdo extrema, levam a célula & morte. O MDA pode se ligar a macromoléculas
como o DNA e causar danos mutagénicos e carcinogénicos. A reacdo do MDA com o &cido
tiobarbiturico (TBA) forma produtos que podem indicar niveis de estresse oxidativo sofridos
por uma célula (LIMA; ABDALLA, 2001). Um aumento na permeabilidade da membrana
celular, provocado pela LPO, pode causar perda de lactato desidrogenase (LDH) celular.
Neste estudo, a perda de LDH celular aumentou proporcionalmente com o aumento de
aldeidos TBA-reativos, mostrando uma correlacdo direta entre estresse oxidativo e
citotoxicidade. Os resultados do teste de potencial antioxidante mostraram uma redugéo na
concentracdo de glutationa (GSH) nas células. Pela comparacdo dos niveis de aldeidos TBA-
reativos com o0s niveis de GSH, os autores concluiram que a GSH foi consumida pelos
subprodutos do processo de LPO e que esta diminuigdo levou a uma maior vulnerabilidade
celular, por esta substancia estar envolvida com a defesa preventiva contra o estresse
oxidativo. Provavelmente, a interacdo de ambos 0s processos esteja envolvida com o aumento
de MDA, com a diminuicdo de GSH e com a migracdo de DNA. Os autores afirmaram que as
aguas dos trés recursos hidricos podem causar citotoxicidade, estresse oxidativo e danos ao
material genético, quando submetidas a desinfecgdo por produtos a base de cloro.

Shi et al. (2009) avaliaram a toxicidade da &gua do rio Hanjiang (China), ap6s a
desinfeccdo por ozonio, dioxido de cloro ou cloro como desinfetante primario, seguido de
cloro como desinfetante secundario, por meio do teste de viabilidade celular (MTT), teste do
MN, ensaio do cometa e estresse oxidativo. As células HepG2 expostas a extratos da agua
bruta e da &gua tratada pelos varios processos citados, quando comparadas com o controle,
apresentaram um aumento no nivel de estresse oxidativo, de danos no DNA e de frequéncia
de MN, diminuindo a viabilidade destas células, ap6s 24 horas de exposi¢cdo. Segundo 0S
autores, tratamentos sequienciais com Oz ou ClIO, como desinfetante primario, seguidos de
desinfeccdo com cloro, reduziram a formacdo de subprodutos, mas ndo reduziram a

toxicidade da agua do rio Hanjiang.
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5. Outras fontes de contaminagao

5. 1. Metais

O cromo hexavalente é um contaminante ambiental, cujas fontes antropogénicas
incluem a queima de combustivel, as emissdes de industrias metalUrgicas e as aguas residuais
de uma variedade de industrias, tais como galvanoplastia, curtume e industria téxtil (WISE et
al., 2009). Matsumoto et al. (2003) utilizaram o ensaio do cometa em células CHO-K1 para
verificar a contaminacdo ambiental por residuos de cromo derivados de efluentes de curtume
lancados no Coérrego dos Bagres, municipio de Franca (SP/Brasil). As amostras foram
coletadas durante as quatro estacdes do ano, em trés locais diferentes: 200 m acima do
descarte do efluente, no local de descarte e a 200 m abaixo do descarte. Todas as amostras
apresentaram resultados positivos, sendo que as amostras do local do despejo e a jusante dele
apresentaram as maiores taxas de quebra no material genético, sugerindo que a presenca de
niveis altos de cromo naquelas aguas induziu um aumento na porcentagem de dano no DNA.
Os resultados indicaram ainda, um maior comprometimento na qualidade da 4gua no outono,
caracterizada como uma estagdo quente e com baixos indices pluviométricos. Pelos
resultados, os autores afirmam que o ensaio do cometa constitui uma ferramenta sensivel para
avaliacdo e monitoramento ambiental de &guas contaminadas com efluentes contendo
residuos de metais, como o cromo.

O potencial genotoxico das aguas do rio Sapucaizinho, Patrocinio Paulista
(SP/Brasil), o qual recebe efluentes de curtume e, conseqientemente, é contaminado com
cromo, foi analisado por Matsumoto et al. (2005), por meio do ensaio do cometa em células
CHO-K1. Os resultados indicaram alta genotoxicidade das aguas coletadas a jusante do
descarte do efluente, onde as concentracGes de cromo foram elevadas. Durante o verdo, oS
efeitos genotoxicos observados ndo foram significativos, quando comparados ao controle,
resultados estes explicados pelos autores como decorrentes da alta pluviosidade registrada
naquela estacdo do ano, o que pode ter diluido, consideravelmente, os contaminantes do rio.

A contaminacgdo da dgua com ions metalicos, provenientes de dguas subterréneas,
indUstrias, curtumes e mineracdo, favorece a proliferacdo de algas marinhas, levando ao
fendmeno de floracdo e a conseqlente producdo de toxinas marinhas que contaminam
bivalves das regides costeiras de todo o mundo. Os bivalves contaminados pelas toxinas
apresentam-se também contaminados por ions metélicos toxicos. Quando estes moluscos séo

ingeridos pelo homem ou por outros animais, transferem os metais como cadmio, arsénico,
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chumbo e cromo para estes organismos, colocando-os em risco pelas patologias que podem
induzir como o cancer, por exemplo. Estudos realizados por Souid-Mensi et al. (2008)
verificaram a presenca de ions metalicos em bivalves coletados em Boughrara, Tunisia, em
uma area de producdo de mariscos, onde a pesca foi proibida por causa da poluicdo por
metais. A presenca de ions metélicos toxicos, como cromo e caddmio na carne, na concha e na
agua liberada pelos moluscos, levou os autores a investigarem os efeitos toxicos desses
metais, quando combinados com o &cido ocadaico (toxina derivada da floracdo de algas), em
cultura de células intestinais de mamiferos (Caco-2), por meio do ensaio de citotoxicidade
(MTT), LPO, fragmentacdo do DNA e apoptose. Todos os testes mostraram resultados
positivos para o acido ocadaico, tendo efeitos danosos progressivos, conforme se aumentava a
concentracdo de cromo e cadmio adicionado ao acido. Os autores concluiram que os efeitos
toxicos do &cido ocadaico podem ser intensificados pela presenca de ions metalicos nos
mariscos, levando, pela magnificacdo, ao aumento de citotoxicidade e genotoxicidade nos
organismos situados em niveis superiores da cadeia tréfica.

O ambiente marinho é um local comum para deposicdo do cromo hexavalente,
expondo as espécies marinhas continuamente a esse metal, o que pode contribuir para o
declinio populacional de certos organismos como, por exemplo, o ledo-marinho de Steller.
Wise et al. (2009) realizaram ensaios de citotoxicidade e clastogenicidade com fibroblastos de
pulmdo do ledo-marinho de Steller para avaliar os efeitos de varias concentracdes de dois
compostos: concentracdes 1 a 25 UM de cromato de sddio (soltvel) e concentracdes de 0,1 a
10 pglem® de cromato de chumbo (insolGvel). Os resultados mostraram que os dois
compostos apresentaram resposta dose-dependente de citoxicidade e genotoxicidade,
indicando que o cromo pode afetar negativamente a densidade populacional dos ledes-

marinhos de Steller.

5. 2. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos organicos
constituidos por dois ou mais anéis arométicos condensados, que caracterizam uma classe de
poluentes organicos comuns no ambiente. Estes compostos sdo produzidos, principalmente,
pela queima de combustiveis fosseis, producéo de carvéo, refino e transporte de petréleo. Os
HPAs podem ser introduzidos em aguas de rios, lagos e mares, por meio de derrames
acidentais de petrdleo, descarte de operacfes industriais e esgoto urbano. Devido a sua ampla

distribuicdo, os HPAs sdo um dos contaminantes ambientais mais perigosos, pelas suas
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propriedades toxicas, mutagénicas e carcinogénicas (AINA, et al., 2006). Segundo Leme e
Marin-Morales (2008), aguas contaminadas com HPAs podem levar a efeitos genotoxicos e
mutagénicos em organismos expostos.

Os sedimentos tendem a apresentar concentracbes mais elevadas de HPAsS,
devido a sua natureza hidrofébica, o que aumenta a exposi¢do de animais bentdnicos a esses
contaminantes (AOUADENE et al., 2008). Aouadene et al. (2008) avaliaram os sedimentos
do rio Cadiére, Franca, por meio de uma bateria de ensaios, dentre eles o teste do MN e ensaio
do cometa em células CHO (com e sem ativacdo metabolica). Os autores verificaram que
todas as cinco amostras coletadas no rio e testadas por meio do ensaio do cometa,
apresentaram quebras de fita simples. Em relacdo aos efeitos clastogénicos, quatro das cinco
amostras de sedimentos induziram aumento na frequéncia de MNs em células CHO com
ativacdo metabdlica, enquanto trés amostras induziram aumento de MNs em células sem
ativacdo metabdlica. Este rio esta exposto a diferentes fontes de polui¢do industrial e urbana
e, neste caso, 0s autores sugerem que os efeitos genotoxicos e mutagénicos registrados para o
rio podem estar relacionados a presenca de nitroarenos, aminas aromaticas e HPAs,
identificados nos seus sedimentos.

6. Conclusao

Com base em todas as informacdes apresentadas nesta revisdo, observa-se que 0s
testes realizados com células de mamiferos sdo testes rapidos e sensiveis para a detec¢do da
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de efluentes, &guas superficiais e sedimentos
de rios e lagos, evidenciando a eficiéncia desses ensaios na avaliacdo e monitoramento da

qualidade dos recursos hidricos impactados por efluentes industriais, domeésticos e agricolas.
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Resumo

O teste de aberragdes cromossémicas (ACs) realizado com Allium cepa constitui um ensaio
muito sensivel e confidvel para o biomonitoramento de recursos hidricos. O ribeirdo Tatu é
um importante recurso hidrico da cidade de Limeira/SP, Brasil, no entanto, recebe severas
agressoes, pelo despejo de efluentes domésticos sem tratamento, efluentes industriais e
lixiviados da agricultura, o que vem comprometendo, substancialmente, a qualidade de suas
aguas. Este trabalho teve como objetivo avaliar os potenciais citotdxico, genotoxico e
mutagénico das aguas deste ribeirdo, ao longo de todo o seu curso, por meio do teste de ACs e
do microndcleo (MN) em células meristematicas e células F; da raiz de A. cepa. Foram
realizadas coletas sazonais em cinco diferentes pontos do ribeirdo, entre os anos de 2008 e
2009. Os dados referentes as andlises fisico-quimicas e aos bioensaios realizados com as
amostras de agua mostram que os periodos de seca sdo 0s mais criticos, pois exibiram os
maiores indices de contaminacdo quimica e levaram as respostas mais severas de inducao de

ACs e de MNs no organismo teste utilizado.

Palavras-chave: Aberragdes cromossdmicas, microndcleo, células Fi, células meristematicas,

genotoxicidade e mutagenicidade.
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1. Introducgéo

O crescimento populacional nos centros urbanos tem gerado, ao longo dos anos,
grandes impactos aos ecossistemas, em especial ao aquatico, devido, principalmente, aos
descartes de efluentes domésticos e industriais e a interferéncia de atividades agricolas.

Efluentes domésticos e industriais, tratados de forma inadequada ou néo tratados,
contém perigosos compostos quimicos que podem induzir efeitos citotoxicos e genotoxicos a
biota exposta (CLAXTON et al., 1998; RANK; NIELSEN, 1998). Tais efluentes contém
misturas complexas, formadas pela associagdo de agentes como pesticidas, metais, diferentes
residuos industriais, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), aminas heterociclicas e
uma variedade de outras substancias (VEGA et al., 1996; DEARFIELD et al., 2002; OHE et
al., 2004) que, em muitos casos, podem n&do levar a efeitos imediatos nos organismos
expostos, mas, a longo prazo, podem diminuir a sobrevida dos mesmos (WHITE;
RASMUSSEN, 1998).

A grande preocupacdo com a qualidade dos recursos hidricos tem levado os
pesquisadores a desenvolverem metodologias capazes de avaliar as reagdes dos organismos
frente & poluicdo ambiental. Para os estudos de monitoramento da qualidade da &gua, 0s
métodos in vitro apresentam vantagens, em relacdo aos in vivo, pela possibilidade de se
limitar o nimero de varidveis experimentais; facilidade de obtencdo de dados relevantes; e
curto periodo necessario para o desenvolvimento dos testes, quando comparados com outras
técnicas rotineiramente usadas (ROGERO et al., 2003).

O teste de aberragcbes cromossomicas (ACs) em A. cepa vem sendo
mundialmente empregado em estudos de genotoxicidade ambiental (GRANT, 1994; RANK;
NIELSEN, 1994). Por ser um teste muito sensivel, de desenvolvimento rapido e confiavel,
tem sido usado, com sucesso, em monitoramento de recursos hidricos (MATSUMOTO et al.,
2006; EGITO et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2008; GANA et al., 2009;
HOSHINA et al., 2009; BARBOSA et al., 2010; RADIC et al., 2010).

Este trabalho teve como objetivos avaliar, por meio do teste de ACs e do MN em
células meristematicas e F; de raizes de A. cepa, 0s potenciais citotoxico, genotdxico e
mutagénico das aguas do ribeirdo Tatu, regido de Limeira/SP, que vem sendo, continuamente,
impactadas por efluentes domésticos sem tratamento, efluentes industriais e lixiviados da

agricultura.



66

2. Material e Métodos

2.1. Localizagéo e caracterizagéo da area de estudo

A bacia do ribeirdo Tatu, um dos principais cursos d’a4gua da cidade de
Limeira/SP, Brasil (a 150 km de S&o Paulo), atravessa grande parte da area urbana do
municipio. Nasce na zona rural do municipio de Cordeirépolis/SP e desadgua no Rio
Piracicaba (figura 1). Segundo a Resolucdo CONAMA 357/2005, o ribeirdo é considerado, na
area urbana, um rio de classe 4, ou seja, suas aguas sdo destinadas apenas a navegacao, a
harmonia paisagistica e aos usos menos exigentes (CETESB, 2009). Possui inumeros
problemas como o lancamento de efluentes domésticos e industriais sem tratamento, impacto
por produtos agricolas e auséncia, quase total, de matas ciliares (MARRARA, 2008). Recebe
82% da carga poluidora de origem doméstica de Cordeirdpolis, in natura, ou seja, sem
tratamento, e 72% do esgoto doméstico de Limeira, sendo que somente 56% do total de
esgoto coletado na cidade é tratado (CETESB, 2009).

2.2. Coleta das amostras de agua

Foram coletadas amostras de dgua em cinco diferentes pontos do ribeirdo Tatu,
em trés épocas distintas: novembro de 2008 (periodo quente e seco), fevereiro de 2009
(periodo quente e chuvoso) e agosto de 2009 (periodo frio e seco). Os locais de coleta foram:
P1 — nascente do rio (23 K 247922 m E e 7511007 m N); P2 — apds passar pelo perimetro
urbano do municipio de Cordeirdpolis e receber a carga de tributérios domésticos da cidade
(K 247922 m E e 7511007 m N); P3 — a montante do perimetro urbano da cidade de Limeira
(23 K 251367 m E e 7507063 m N); P4 — dentro da zona urbana de Limeira (K 254682 m E e
7500823 m N); e P5 — apds receber efluentes domésticos e industriais da cidade de Limeira, e
situado na zona rural da cidade, a cerca de 2.630 m a montante do desaglie no Rio Piracicaba
(23 K 258237 m E e 7492132 m N).

Para a realizacdo dos ensaios, foram coletados, aproximadamente, dois litros de
agua de cada ponto de coleta, que foram transportados, imediatamente, para o Laboratério de
Mutagénese da UNESP — Campus de Rio Claro, onde permaneceram sob refrigeracgdo (4° C),
até sua utilizacdo nas analises.

Os dados meteorologicos da area de estudo foram fornecidos pelo Laboratorio de
Ecotoxicologia Aquatica e Limnologia da Faculdade de Tecnologia da UNICAMP — Campus
de Limeira (tabela 1).

2.3. Material bioldgico
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Neste trabalho, foram utilizadas sementes de A. cepa, variedade Baia piriforme,
da mesma marca (Topseed®) e lote, a fim de evitar respostas diferentes nas diversas fases do

estudo.

2.4. Analise fisico-quimica das amostras de agua

A analise fisico-quimica das amostras de dgua coletadas nos diferentes pontos do
ribeirdo foi realizada no Laboratorio de Quimica e no Laboratério de Microbiologia do Centro
de Estudos Ambientais (CEA), da UNESP, Campus de Rio Claro. Foram avaliados o0s
seguintes parametros: temperatura, condutividade, pH, cor aparente, turbidez, salinidade, STD
(s6lidos totais dissolvidos), OD (oxigénio dissolvido), aménia, nitrito, nitrato, fosforo total,
DBO (demanda bioquimica de oxigénio) e os metais aluminio, cadmio, chumbo, cobre,

cromo, niquel e zinco.

2.5. Teste de ACs e do MN em células meristematicas e F; de A. cepa

Para a aplicacdo dos testes de ACs e do MN em células meristematicas de raiz de
cebola, foi adotado o protocolo descrito por Grant (1982), com algumas modificagdes
padronizadas pelo Laboratério de Mutagénese da UNESP Campus de Rio Claro. Sementes de
A. cepa foram colocadas para germinar em placas de Petri forradas com papel filtro, contendo,
em cada placa, amostra de agua coletada em um dos pontos (1 a 5). O controle negativo (CN)
foi processado em agua ultrapura e o controle positivo (CP) em metilmetano sulfonato (MMS,
Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3), na concentracdo de 10 mg/L. Quando as radiculas atingiram
cerca de dois centimetros de comprimento, foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1. Apos a
fixacdo, as raizes foram submetidas a Reacdo de Feulgen (MELLO; VIDAL, 1978), para
coloragéo e sequente confecgdo das laminas. Os meristemas foram suavemente esmagados,
em lamina, em uma gota de carmim acético (2%), e recobertos com laminula, que foram
retiradas em nitrogénio liquido. As laminas foram montadas, permanentemente, com resina
sintética. Foram confeccionadas 10 laminas para cada experimento, sendo contadas,
aproximadamente, 500 células de cada lamina, totalizando 5000 contagens por amostra de
agua. Nesta analise, foram contabilizadas as células portadoras de ACs (metafases com
aderéncias e perdas cromossdmicas, anafases com pontes, quebras e perdas cromossoémicas e
telofases com pontes, quebras e perdas cromossémicas) e de MN, em cada um dos testes
realizados. A observacdo e a fotodocumentagéo foi feita em microscopia de luz, em aumento

de 400 vezes.
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Para o teste do MN em células F, foi utilizado o mesmo procedimento descrito
acima, porém o material analisado foi a regiéo F1, que se localiza 1 milimetro acima da regido
meristematica. A contagem de MNs tambeém seguiu o descrito para as laminas de células

meristematicas.

2.6. Inducéo de efeitos citotoxicos
Os efeitos citotoxicos foram determinados pelas analises do indice mitotico
(IM), de acordo com a férmula a seguir:

I.M.(Indice Mit6tico) = n° de células em divisio  x 100

n° total de células observadas

2.7. Inducdo de efeitos genotoxicos
Para a analise da genotoxicidade, foram considerados os diferentes tipos de ACs
(perdas, quebras, aderéncias e pontes cromossdmicas) nas diferentes fases de divisao mitética

das células meristematicas de A. cepa.

2.8. Inducédo de efeitos mutagénicos
A analise dos efeitos mutagénicos foi feita por meio da observacdo e contagem

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

2.9. Andlises estatisticas
Apbés a obtencdo dos resultados de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade, foi realizada a analise estatistica, pelo teste de Mann-Whitney, com p<0,05,

para verificar o nivel de significancia.

3. Resultados

Os resultados obtidos nas analises dos parametros fisico-quimicos realizadas nas
amostras de agua coletadas ao longo do ribeirdo Tatu, nos trés periodos descritos, estdo
reunidos na tabela 2.

Com excecdo do P1, todos os pontos de coleta apresentaram altos indices de
contaminacdo, evidenciados pelos resultados dos parametros fisico-quimicos, sendo que 0s
maiores indices foram registrados para o P2 e P5.

Os resultados do IM, AC e MN, dos testes realizados em células meristematicas

e F; da raiz de A. cepa, estdo apresentados na tabela 3 e nas figuras 2 a 10.
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Nao foi verificada nenhuma célula em processo de morte celular, tanto nos testes
com as amostras de agua como nos testes controle.

Verificou-se que houve uma diferenca significativa entre os IMs das celulas
submetidas a todas as amostras de aguas coletadas em novembro de 2008 e o CN. As aguas
coletadas no P1 e P2 induziram um aumento do IM, enquanto que o P3, P4 e P5, levaram a
uma diminuigdo desse indice, quando comparados ao CN (tabela 3, figura 2). Na coleta
realizada em fevereiro, somente a amostra de agua do P2 induziu um aumento significativo no
IM (tabela 3, figura 5). Na coleta de agosto de 2009, verificou-se uma diminuicdo
significativa do IM para o P2 e um aumento para o P4 (tabela 3, figura 8).

As amostras de aguas coletadas em novembro de 2008 induziram um aumento
significativo no indice de AC para o P4 e P5, quando comparados ao CN (tabela 3, figura 3)
As amostras coletadas em fevereiro de 2009 e agosto de 2009 ndo apresentaram efeitos
genotoxicos significativos, em relacdo os resultados do teste CN (tabela 3, figuras 6 e 9). As
ACs encontradas com maior freqiiéncia nesse estudo foram: metafase com aderéncia, anafases
com quebra e com ponte (figura 11).

As células F; sdo derivadas de divisGes mitdticas de células meristematicas (MA
et al., 1995). Os MNs observados na regido F; (figura 11) sdo decorrentes de perdas de
cromossomos inteiros e/ou de quebras cromossomicas que ocorreram nas células
meristematicas e que ndo foram incorporados a nenhum dos nucleos das células filhas,
durante o processo de divisao.

Na tabela 3 também estdo apresentados os resultados obtidos nas analises de
efeitos mutagénicos realizadas em células meristematicas e da regido F;. Foi observada uma
diferenca significativa da presenca de MNs em células meristematicas para o P3, e em células
F1 para os P2, P4 e P5, na coleta de novembro de 2008 (figura 4). Para a coleta de agosto de
2009, foi observada diferenca significativa de MNs em células meristematicas de A. cepa
tratadas com aguas coletadas nos P2, P3 e P5 e para as amostras do P2 e P4 testadas nas
celulas F; (figura 10). Nao foram observadas diferencas significativas para indugdo de MNs
em células meristematicas e F; submetidas as amostras de adgua coletadas no més de fevereiro
de 2009 (figura 7).

4. Discussdes
As analises fisico-quimicas, realizadas com as aguas do ribeirdo, indicaram que,
no periodo definido como quente/seco (novembro de 2008), ocorreram altos indices de

condutividade, STD, am6nia, DBO, aluminio e zinco. O menor indice pluviomeétrico também
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foi registrado em novembro de 2008 (32,2 mm), sugerindo uma maior concentracdo dos
poluentes provenientes, principalmente, do descarte de esgotos domésticos sem tratamento e
de efluentes industriais feitos neste recurso hidrico. Christofoletti (2008) obteve resultados
semelhantes, em relacdo a esses parametros, ao estudar um ecossistema Iéntico da regido
(Lago Azul, Rio Claro/SP), confirmando que o indice pluviométrico influencia na
disponibilidade e concentragdo de poluentes na agua.

A baixa concentracdo de OD verificada nas amostras de dgua confirma a alta
contaminacdo do ribeirdo e a degradacao que ele vem sofrendo, em quase todo 0 seu curso.

Nos ultimos anos, vem aumentando as emisses de metais prejudiciais ao
ambiente, em decorréncia do aumento de atividades industriais e agricolas. Estas substancias
apresentam uma potencialidade mutagénica e/ou carcinogénica tanto para 0 homem como
para animais experimentais (EGITO et al., 2007).

As plantas sdo consideradas ferramentas Uteis na investigacdo da toxicidade e
genotoxicidade de metais (FISKESJO, 1988; STEINKELLNER et al., 1998; EVSEEVA et
al., 2003; CHANDRA et al., 2005; MATSUMOTO et al., 2006; UNYAYAR et al., 2006;
YILDIZ et al., 2009). Diversos estudos tém mostrado que os efeitos genotdxicos dos metais
podem se manifestar como disturbios no fuso mitético e alteraces na estrutura e no namero
cromossomico (FISKEJO, 1983). Os metais sdo conhecidos por induzir quebras e fragmentos
cromossdmicos e micronucleos tanto em plantas (MATSUMOTO et al., 20086,
KNASMULLER et al., 1998) como em mamiferos (KNASMULLER et al., 1998).

De acordo com Pejchar et al. (2008), o aluminio é altamente citotdxico para as
plantas, inibindo a polimerizacdo dos microtibulos, podendo agir diretamente no
citoesqueleto da célula e interferir no crescimento das raizes das plantas (VOUTSINAS et al.,
1997; DOVGALUYK et al., 2003). Segundo Fiskesj0 (1983; 1988), a genotoxicidade do
aluminio se deve a fragmentacao nuclear e a aderéncia cromossomica.

Os metais podem alcancar os ambientes aquaticos por meio de efluentes
domésticos, agricolas e industriais, e também em decorréncia de processos naturais de
lixiviagdo dos proprios constituintes do solo (CARITA, 2010). Como o P1, ponto localizado
na nascente e que ndo sofre os impactos provocados pelo langamento de efluentes domésticos
e industriais, apresentou um indice de aluminio bastante baixo, em compara¢do com 0s outros
pontos, sugere-se que a ocorréncia desses altos indices nas amostras de aguas coletadas nos
outros pontos, principalmente no P2 (0,43638 mg/L em novembro de 2008 e 0,72368 mg/L

em fevereiro de 2009), decorre dos efluentes descartados nesse recurso hidrico.
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A amostra de agua coletada no P5, em novembro de 2008, apresentou indices
altos para todos os metais avaliados, com exce¢do do cddmio. Devido a sua estabilidade e
persisténcia, a presenca destes contaminantes na agua constitui uma séria ameaca para a saude
dos organismos expostos (BARBOSA et al., 2010).

De acordo com Radi¢ et al. (2010), estudos combinados de analises fisico-
quimicas com métodos citogenéticos sdo Uteis para uma melhor compreensdo dos
mecanismos de acao dos quimicos poluentes, sendo eficientes no monitoramento da qualidade
de aguas superficiais.

Alteracbes no IM podem indicar a presenca de agentes com acdo citotoxica,
sendo um parametro confiavel para a avaliacdo da citotoxicidade de amostras ambientais e,
portanto, aplicAveis em monitoramento ambiental (FERNANDES et al., 2007). Segundo
Hoshina (2002), IMs menores que 0 CN podem indicar alteragdes decorrentes da acdo de um
dado agente sobre o crescimento e desenvolvimento dos organismos expostos, enquanto que
IMs superiores aos observados no CN sdo decorrentes de um aumento na divisao celular, que
pode levar a uma proliferacdo desordenada de células e até mesmo a formacdo de tecidos
tumorais. Portanto, tanto a reducdo como o aumento do IM sdo indicadores importantes a
serem considerados nas avaliacfes de contaminacdo ambiental.

Segundo Smaka-Kincl et al. (1996), a diminuicdo do IM em células
meristematicas de A. cepa € um parametro rapido e confiavel para a identificacdo e
monitoramento dos niveis de substancias com efeitos citotoxicos, na dgua de rios.

A 4gua coletada no P1 (nascente do ribeirdo), em novembro de 2008, apresentou
0 maior IM para essa coleta (44,12%). Apesar das analises fisico-quimicas sugerirem uma boa
qualidade da agua neste ponto (auséncia de poluicdo organica), como mostrado pelo baixo
indice de DBO (4,9 mg/L de O2) e elevado indice de OD (6,53 mg/L), este ponto pode ter
sofrido a influéncia do escoamento de agrotoxicos aplicados nas culturas de cana-de-agucar
que margeiam a nascente.

As amostras de agua do P2, coletadas nos trés periodos de estudo, induziram
alteragdes significativas no IM, em relagdo ao CN. Este indice foi maior em novembro de
2008 e em fevereiro de 2009 e menor em agosto de 2009. Este ponto localiza-se a jusante do
lancamento de esgoto doméstico, in natura, da cidade de Cordeiropolis. Compostos presentes
nestes efluentes podem ter interferido no ciclo de divisdo celular e, assim, causado esse tipo
de alteracdo. O mesmo pode ter acontecido com o P3, P4 e P5 para a coleta de novembro de
2008 e P4 para a coleta de agosto de 2009.
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As ACs séo alteracdes caracterizadas por uma mudanga na estrutura ou no
namero normal de cromossomos de uma espécie, podendo ocorrer de maneira espontanea ou
ainda como resultado da exposi¢édo a agentes quimicos ou fisicos (RUSSEL, 2002).

Verificou-se, pelos testes de ACs e MN em A .cepa, que todas as amostras
coletadas em fevereiro de 2009 nao apresentaram nem efeitos genotéxicos nem mutagénicos,
confirmando a alta diluicdo dos poluentes, em decorréncia da alta pluviosidade do periodo,
conforme exposto para as anlises fisico-quimicas. As aguas das coletas de novembro de 2008
foram consideradas genotdxicas, para o P4 (area urbana da cidade de Limeira) e P5 (montante
da area urbana de Limeira e regido rural, com atividade agricola). Como este periodo foi
caracterizado por uma baixa pluviosidade, novamente pode-se relacionar a vazao do rio com o
seu comprometimento téxico, reforcando que uma maior concentracdo dos poluentes induz
alteracdes significativas nos organismos eventualmente expostos, corroborando as citagdes de
Christofoletti (2008).

As amostras coletadas em agosto de 2009 ndo induziram ACs, mesmo
apresentando baixa qualidade como verificado pelas analises fisico-quimicas. Junior et al.
(2007) e Barbosa et al. (2010) ao estudarem um cdrrego e um lago, respectivamente,
verificaram que apesar destes recursos hidricos apresentarem contaminagdo principalmente
por efluentes domeésticos e industriais e por metais, as suas aguas nao induziram danos
genotoxicos e mutagénicos significativos em células de A. cepa. Porém, os autores
registraram efeitos toxicos e citotdxicos significativos, como alteragdes no comprimento das
raizes expostas as aguas e aos sedimentos e diminuicdo do IM, que eles sugerem ser
decorrentes das altas concentracdes de metais.

Segundo Caritd (2010), a analise das freqiiéncias totais de ACs, indica a
genotoxicidade dos compostos presentes nas amostras de agua, mas ndo se seus efeitos séo
clastogénicos ou aneugénicos. Porém, a analise isolada de cada tipo de alteracdo induzida
pode indicar os mecanismos de acdo de um dado contaminante sobre o material genético da
celula.

As aderéncias cromossdmicas sdo sinais tipicos da acao toxica sobre o material
genético, que podem causar efeitos irreversiveis para as células, inclusive a sua morte
(FISKESJO e LEVAN, 1993; MARCANO e DEL CAMPO, 1995; MARCANO et al., 1999;
TURKOGLU, 2007; FERNANDES et al., 2009). Segundo Marcano et al. (2004), a aderéncia
cromossomica pode estar envolvida na formacdo de pontes cromossémicas e, posteriormente,

em quebras cromossdmicas. Portanto, as pontes anafésicas, ou seja, pontes cromatidicas entre
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as porgdes cromossdmicas que estdo se separando, quando se quebram, podem resultar em
perdas de material genético (LUO, 2004).

Os dados obtidos neste trabalho estdo de acordo com aqueles relatados por Leme
e Marin-Morales (2008) e Mazzeo (2009), onde as autoras, ao estudarem a acdo de
hidrocarbonetos de petroleo sobre o material genético de A. cepa, verificaram que a alta
freqliéncia de anafases com pontes e quebras cromossdmicas pode ser resultante de metafases
com aderéncia.

Segundo Yi e Meng (2003) a presenca de fragmentos cromossomicos, derivados
de guebras cromossdmicas, indica uma a¢do clastogénica induzida por um quimico. Assim, a
alta freqiiéncia de guebras encontradas nas células meristematicas de A. cepa submetidas as
amostras de &gua coletadas no P4 e P5, em novembro de 2008, nos ddo uma indicacdo da
possivel presenca de compostos que induzem efeitos clastogénicos no material genético dos
organismos expostos.

As analises do potencial mutagénico foram realizadas por meio da contabilizacao
de MN em células meristematicas e células F; de raiz de A.cepa, submetidas & germinacdo em
amostras de agua coletadas nos cinco pontos do ribeirdo Tatu (figura 11).

N&o houve resposta mutagénica significativa para as amostras de agua coletadas
no periodo de alta pluviosidade (fevereiro de 2009). Porém, foram verificados MNs nas
células submetidas as amostras de dgua coletadas no P3 , em novembro de 2008, e no P2, P3 e
P5, em agosto de 2009, coincidentemente periodos estes de menor indice pluviométrico. Este
resultado pode ser justificado, como j& exposto para 0s outros parametros acima citados
(analises fisico-quimica e ACs), pela alta contaminacéo do rio, em decorréncia do descarte de
efluentes domésticos e industriais e pelo baixo volume deste corpo d"agua nas estacfes secas
(baixa pluviosidade). Estes fatores podem agravar a qualidade das aguas deste rio, pela alta
concentracdo dos poluentes, tornando-o, nestes periodos, mais improprio a vida. Carita
(2010), ao estudar rios que recebem efluentes domésticos e industriais de um pdélo ceramista
no Estado de S&o Paulo, também verificou maiores indugdes de MN e ACs em A. cepa nas
coletas realizadas nos meses de menor indice de chuva (agosto e novembro). Amostras de
agua coletadas no rio Pitimbu, Rio Grande do Norte/Brasil, em um ponto préximo a uma area
industrial, apresentou danos genotoxicos e mutagénicos significativos em relacdo ao controle.
Este rio, como o deste estudo, recebe efluentes urbanos e industriais e drenagem agricola,
fatores que contribuem para o seu potencial em induzir alteracdes genéticas (EGITO et al.,
2007)
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As ACs verificadas nas células meristeméaticas de A. cepa, submetidas as
amostras de &gua coletadas no P4 e P5, em novembro de 2008, mostram uma correlagdo com
as frequiéncias de MNs encontradas nas células F; correspondentes. Estes dados indicaram que
algumas celulas meristematicas portadoras de ACs, provavelmente, progrediram para celulas
F1 micronucleadas. Esses dados sdo coincidentes com as descri¢oes de Leme e Marin-Morales
(2008), onde as autoras mostram uma relacdo direta entre a inducdo de ACs em células
meristematicas com presenca de MN em células F; quando avaliaram o potencial genotdxico
e mutagénico de um rio impactado por vazamento de petréleo.

Comparando-se a frequéncia de células portadoras de MNs, podemos notar que
algumas amostras de agua induziram MNSs nas células meristematicas e ndo nas células F; (P3
para a coleta de novembro de 2008 e P3 e P5 para a coleta de agosto de 2009). A presenca de
MNs na regido meristematica e ndo na F; pode indicar que os danos induzidos nas células
meristematicas ndo foram transferidos e fixados nas células F; conforme descrito por Bianchi
(2008) e Mazzeo (2009). Esta baixa frequéncia de células F; micronucleadas, em relacdo as
meristematicas micronucleadas correspondentes, pode ser decorrente da inabilidade de
divisdo das células portadoras de MN. Segundo Ma et al. (1995), células com MNs podem
apresentar uma diminuicdo do IM pela incapacidade de se dividirem, o que poderia levar a
uma menor quantidade de células micronucleadas na regido F.

Células portadoras de MNs podem indicar a presenca de substancias
clastogénicas e/ou aneugénicas na &gua do ribeirdo. Por serem misturas complexas, essas

amostras podem ter tanto quimicos de acdo clastogénica como aneugénica.

6. Conclusao

O estudo de amostras ambientais, como, por exemplo, 4gua de rio, € um trabalho
complexo, visto que nessas amostras ocorre a interacdo de varios fatores, como dilui¢do ou
concentracdo de contaminantes, alteracdo de pH e de temperatura, despejos pontuais de
efluentes e escoamentos da agricultura, fatores estes que podem interferir nas respostas dos
organismos expostos. Mesmo assim, pelos resultados encontrados nesse trabalho, pode-se
inferir que as aguas do ribeirdo Tatu, impactado por despejos de efluentes domésticos,
industriais e agricolas, apresentam potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico para 0s
organismos a elas expostos, como verificado nos testes realizados com A.cepa.

Com relagdo a sazonalidade, verificou-se que os periodos de cheia, aqui

representados pelo més de fevereiro, sdo menos impactantes a biota do ribeirdo, uma vez que
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a maior vazdo pode diluir os contaminantes e, assim, diminuir o seu potencial téxico. Por
outro lado, os periodos de seca, representados pelos meses de agosto (seco/frio) e novembro
(seco/quente), sdo os mais criticos, em relacdo a dindmica dos poluentes, j& que 0 menor
volume de chuva pode levar a uma maior concentracdo dos poluentes, com correspondentes
efeitos sobre a biota exposta.

O sistema-teste A. cepa se mostrou sensivel para as avaliagfes dos potenciais
citotdxico, genotoxico e mutagénico das aguas do ribeirdo Tatu, representando um organismo

teste eficiente para detectar contaminacgdes por efluentes domésticos, industriais e agricolas.
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Tabela 3. Freqliéncia dos efeitos citotoxicos (IM), genotoxicos (AC) e mutagénicos (MN e MN-F,)
de células meristematicas e F; de A. cepa, submetidas as amostras de agua coletadas no ribeirdo

Tatu, regido de Limeira — SP.

Amostras IM AC MN MN-F,
CN 32,65+10,72 0,04+0,08 0,1040,13 0,04+0,07
CP 14,79+4,43% 0,33+0,21* 3,27+1,92* 0,88+0,72%
P1 44,12+11,10* 0,09+0,20 0,16+0,23 0,22+0,35

Novembro de

2008 P2 43,02+5,64* 0,02+0,06 0,20+0,20 0,16+0,13*
P3 17,7746,76* 0,16+0,20 0,2740,25* 0,02+0,05
P4 19,97+4,01* 0,21+0,18* 0,18+0,23 0,15+0,12*
P5 17,67+3,98* 0,16+0,14* 0,05:+0,08 0,15+0,12*
CN 14,50+3,46 0,04+0,07 0,06+0,09 0,1240,17
CP 14,14+4,04 0,33+0,27* 2,45+0,97* 2,33+2,20*
P1 12,81+3,87 0,06+0,13 0,06+0,10 0,06+0,10
Fevereito de P2 19,06+6,38* 0,13+0,24 0,13+0,13 0,13+0,13
P3 14,11+2,68 0,09+0,13 0,04+0,08 0,20+0,30
P4 15,45+4,11 0,06+0,13 0,02+0,06 0,02+0,06
P5 12,82+3,77 0,02+0,06 0,10+0,14 0,08+0,14
CN 12,20+4,19 0,06+0,10 0,04+0,08 0,1040,19
CP 11,91+3,08 0,66+0,42* 3,52+1,39* 1,63+2,08*
P1 12,87+3,07 0,02+0,06 0,14+0,19 0,22+0,24
Ag;gé%de P2 8,87+4,74* 0,02+0,06 0,49+0,41* 0,3740,34*
P3 12,34+3,92 0,04+0,08 0,38+0,36* 0,22+0,24
P4 15,72+3,63* 0,0620,14 0,22+0,29 0,28+0,27*
P5 10,52+2,20 0,10+0,16 0,45+0,42* 0,26+0,34

5000 células analisadas por ensaio.

CN: controle negativo; CP: controle positivo; P1: ponto 1; P2: ponto 2; P3: ponto 3; P4: ponto 4; P5: ponto 5.
*Estatisticamente significativo, quando comparado ao CN (p<0,05) pelo teste estatitico de Mann-Whitney.



82

Figura 1. Mapa de localizagdo dos municipios de Cordeiropolis e Limeira/SP e dos pontos de
coleta ao longo do ribeirdo Tatu (P1: ponto 1; P2: ponto 2; P3: ponto 3; P4: ponto 4; P5: ponto 5).
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*Estatisticamente significativo, quando comparado ao CN (p<0,05) pelo teste estatistico de Mann-Whitney.

Figura 2. Frequéncia do indice mitético em células meristematicas de A. cepa, apds exposic¢do as
amostras de aguas coletadas em novembro de 2008.
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*Estatisticamente significativo, quando comparado ao CN (p<0,05) pelo teste estatistico de Mann-Whitney.

Figura 3. Frequéncia de aberracbes cromossémicas (AC) e micronucleos (MN) em células
meristematicas de A. cepa, apds exposi¢do as amostras de aguas coletadas em novembro de 2008.
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*Estatisticamente significativo, quando comparado ao CN (p<0,05) pelo teste estatistico de Mann-Whitney.

Figura 4. Frequéncia de microndcleos em células meristematicas e F; de A. cepa, apds exposi¢do
as amostras de aguas coletadas em novembro de 2008.
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*Estatisticamente significativo, quando comparado ao CN (p<0,05) pelo teste estatistico de Mann-Whitney.

Figura 5. Fregliéncia do indice mitético em células meristematicas de A. cepa, apds exposicao as
amostras de aguas coletadas em fevereiro de 2009.
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*Estatisticamente significativo, quando comparado ao CN (p<0,05) pelo teste estatistico de Mann-Whitney.
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Figura 6. Frequéncia de aberracbes cromossdémicas (AC) e micronucleos (MN) em células
meristematicas de A. cepa, apds exposi¢do as amostras de aguas coletadas em fevereiro de 2009.
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*Estatisticamente significativo quando, comparado ao CN (p<0,05) pelo teste estatistico de Mann-Whitney.

Figura 7. Freqliéncia de micronucleos em células meristematicas e F; de A. cepa, apds exposicdo
as amostras de aguas coletadas em fevereiro de 2009.



86

18 -
16 - *
141
%127
) 10 + *
&
Hee ] 87
3 6-
o,
2,
07 T T
CN CcP P1 P2 P3 P4 P5

m indice mitético

*Estatisticamente significativo, quando comparado ao CN (p<0,05) pelo teste estatistico de Mann-Whitney.

Figura 8. Frequiéncia do indice mitético em células meristematicas de A. cepa, ap0s exposi¢do as
amostras de aguas coletadas em agosto de 2009.
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*Estatisticamente significativo, quando comparado ao CN (p<0,05) pelo teste estatistico de Mann-Whitney.

Figura 9. Frequéncia de aberracbes cromossémicas (AC) e micronucleos (MN) em células
meristematicas de A. cepa, apds exposi¢do as amostras de aguas coletadas em agosto de 20009.
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*Estatisticamente significativo, quando comparado ao CN (p<0,05) pelo teste estatistico de Mann-Whitney.

Figura 10. Freqliéncia de microntcleos em células meristematicas e F; de A. cepa, apds exposicao
as amostras de aguas coletadas em agosto de 2009.
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Resumo

Os problemas que mais afetam a qualidade da agua de rios e lagos estdo
associados com os descartes realizados nestes ambientes, principalmente, os de efluentes
domésticos e industriais tratados de forma inadequada ou ndo tratados. O ensaio do cometa é
uma ferramenta sensivel e indicada para aplicacdo em estudos de biomonitoramento
ambiental, que visam determinar o potencial de genotoxicidade de poluentes da agua. Este
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial genotoxico das aguas do ribeirdo Tatu, regido
de Limeira/SP, por meio do ensaio do cometa em células de mamiferos (HTC). Os resultados
mostram uma maior genotoxicidade para os pontos do ribeirdo relacionados com maiores
recebimentos de cargas tributarias de origem doméstica e industrial. Verificou-se também que
as amostras de aguas, coletadas no periodo de chuva intensa, apresentaram maior
genotoxicidade, devido, possivelmente, ao carreamento de contaminantes para o leito do
ribeirdo, promovido pelo escoamento da agua das chuvas. O ensaio do cometa mostrou ser
uma ferramenta Gtil e sensivel na avaliacdo de recursos hidricos impactados por poluentes de

origens diversas.

Palavras-chave: contaminacdo de recursos hidricos, células HTC, biomonitoramento

ambiental, efluentes domésticos, efluentes industriais.
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1. Introducgéo

Dentre todos os ecossistemas, 0 aquatico é o que tem sofrido os maiores impactos
frente a poluicdo provocada pela acdo humana, uma vez que a 4gua acaba sendo o destino final
de todo poluente. Os eventos que mais afetam a qualidade da agua de rios e lagos sdo 0s
descartes de efluentes domésticos e industriais, tratados de forma inadequada ou néo tratados,
a perda e destruicdo das bacias de captacdo, a localizacdo errbnea de unidades industriais, 0
desmatamento, a agricultura migratéria sem controle, e as préaticas agricolas deficientes
(MORAES; JORDAO, 2002). No Estado de Sio Paulo, a principal causa da deterioracio da
qualidade da agua dos rios e reservatorios é o langcamento de esgotos domésticos in natura, uma
vez gue estes sdo ricos em matéria organica biodegradavel, micronutrientes, microorganismos e
solidos em suspensdo. Contudo, lancamentos de efluentes industriais também contribuem, de
forma significativa, para agravar a perda da qualidade dos recursos hidricos (CETESB, 2008).

A utilizacdo de modelos in vitro ganhou, nos Gltimos anos, uma ampla aceitacéo
na investigacdo ecotoxicoldgica, por proporcionar ferramentas avancadas, protocolos
confiaveis e possuir diferentes aplicacdes, desde estudos de morte celular até a toxigenémica
(MAZZEO, 2009). Para os estudos de monitoramento da qualidade da &gua, esse modelo
apresenta vantagens, em relacdo aos in vivo, pela possibilidade de se limitar o nimero de
varidveis experimentais, facilidade de obtencdo de dados relevantes, e curto periodo
necessario para o desenvolvimento dos testes, quando comparados com outras técnicas
rotineiramente usadas (ROGERO et al., 2003). Ensaios in vitro, realizados com cultura de
células, sdo empregados, com sucesso, em analises de genotoxicidade, por serem sensiveis a
agentes quimicos e fisicos, apresentarem um ciclo de divisdo celular curto e, por isso,
responderem rapidamente aos efeitos dos agentes testados, serem financeiramente acessiveis e
de fécil reprodutibilidade (SPEIT et al., 1998; ROGERO et al., 2003; CARDOZO et al.,
2006); além de permitirem uma melhor padronizagdo das etapas experimentais, possibilitando
o0 controle fisico-quimico do ambiente experimental (pH, temperatura, concentracdo de O, e
CO,) e o controle das condigdes fisiologicas (BRUSICK, 1987; CARVALHO, 1996;
FRESHNEY, 2005).

Vérias linhagens celulares de mamiferos podem ser utilizadas em testes de
genotoxicidade de amostras ambientais, como as células de hepatoma de camundongo (HTC),
celulas de hepatoma humano (HepGz2), células de carcinoma humano (HelLa), células de
ovario de hamster (CHO), células de pulmdo de hamster (V79 e CHL), células epiteliais de
pulmdo humano (L132 e A549), células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC),
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fibroblastos de ratos (L929), fibroblastos humanos (RTL-W1 e NIH-3T3), leucdcitos de ratos
e camundongos e linfécitos humanos.

Dentre as linhagens utilizadas em mutagénese, as celulas metabolizadoras, que
expressam as enzimas de fase | e de fase Il, s&o muito usadas em avalia¢cdes ambientais, pois
possuem um papel fundamental na metabolizacdo e detoxicacdo de xenobidticos que podem
reagir com o DNA e, assim, induzir possiveis eventos mutacionais (TSUBOY et al., 2007).
Testes utilizando células metabolizadoras mantidas em cultura, como as HTC e HepG2,
constituem umas das melhores ferramentas para se detectar e avaliar 0s riscos que compostos
quimicos podem conferir a saide do homem, pois sdo capazes de refletir o metabolismo de
compostos genotdxicos melhor do que outros modelos in vitro que exigem ativacao
metabdlica exogena (GABELOVA et al., 2004; PARK; CHOI, 2007).

O ensaio do cometa ou Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) é uma técnica de
eletroforese em microgel, realizada em células individuais, que permite a identificacdo de
quebras de fita simples, quebras de fita dupla, ligacdes cruzadas, sitios alcali-labeis e excisdo
de sitios incompletos de reparo (SINGH et al., 1988; TICE et al., 2000; COLLINS, 2004).
Segundo Cotelle e Férard (1999), o ensaio do cometa é capaz de detectar danos no DNA
induzidos por agentes alquilantes, intercalantes ou oxidativos.

Estudos de genotoxicidade de ambientes aquaticos, realizados por Matsumoto et
al. (2003, 2005), por meio do ensaio do cometa com células mantidas em cultura (CHO),
comprovaram a eficiéncia deste teste na avaliagdo dos efeitos danosos aos seres Vivos,
provocados por poluentes langados em recursos hidricos. Segundo Kosz-Vnenchak e Rokosz
(1997), o ensaio do cometa é uma ferramenta sensivel e indicada para aplicagdo em estudos
de biomonitoramento ambiental, que visa determinar o potencial genotoxicos de poluentes
aquaticos.

Este trabalho teve como objetivos verificar a possivel presenca de contaminantes
genotoxicos nas aguas do ribeirdo Tatu, regido de Limeira/SP, por meio do ensaio do cometa,

aplicado em células HTC, e a influéncia da sazonalidade na acdo genotoxica desses poluentes.

2. Material e Métodos

2.1. Localizacgéo e caracterizacdo da area de estudo

A cidade de Limeira, localizada na regido leste do Estado de S&o Paulo (a 150
Km de S&o Paulo), pertence a Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos (UGRHI) das
Bacias do Piracicaba, Capivari e Jundiai — PCJ (Lei Estadual n.° 9.034/94). Esta UGHRI,
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composta por 57 municipios, tem uma densidade populacional superior a 11% da populagéo
do Estado e € classificada como de carater agroindustrial, visto que as suas principais
atividades econémicas sdo agroindustrias, industrias quimicas, téxteis, metalirgicas e de
eletrodomeésticos (CETESB, 2008).

A bacia do ribeirdo Tatu, um dos principais cursos d’agua da cidade, atravessa
grande parte da area urbana do municipio. Este ribeirdo nasce na zona rural do municipio de
Cordeirdpolis/SP e desagua no rio Piracicaba (figura 1). Segundo a Resolucgdo CONAMA
357/2005, o ribeirdo Tatu é considerado, na area urbana de Limeira, um rio de classe 4, cujas
aguas sdo destinadas apenas a navegacao, a harmonia paisagistica e aos usos menos exigentes
(CETESB, 2009). Este recurso hidrico possui inimeros problemas como o lancamento de
efluentes domésticos, industriais e agricolas sem tratamento e auséncia, quase total, de matas
ciliares (MARRARA, 2008). Recebe 82% da carga poluidora in natura (ou seja, sem tratamento)
de origem doméstica da cidade de Cordeirdpolis e 72% do esgoto domestico de Limeira, sendo
que, deste, somente 56% é tratado (CETESB, 2009).

2.2. Coleta das amostras de dgua

As amostras de agua foram coletadas ao longo do ribeirdo Tatu, em trés épocas
distintas: novembro de 2008 (periodo quente e seco), fevereiro de 2009 (periodo quente e
chuvoso) e agosto de 2009 (periodo frio e seco). Foram estabelecidos cinco pontos de coleta da
agua: P1 — nascente do ribeirdo (23 K 247922 m E e 7511007 m N); P2 — local situado a jusante
do perimetro urbano do municipio de Cordeirdpolis e apds receber a carga poluidora desta cidade
(K 247922 m E e 7511007 m N); P3 — ponto de coleta a montante do perimetro urbano da cidade
de Limeira (23 K 251367 m E e 7507063 m N); P4 — zona urbana de Limeira (K 254682 m E e
7500823 m N); P5 — zona rural de Limeira, a jusante dos langamentos dos esgotos da cidade e
geograficamente situado proximo ao local do desdglie no Rio Piracicaba (23 K 258237 m E e
7492132 m N). Foram coletados, para cada ponto amostrado, aproximadamente dois litros de
agua em garrafas plasticas, devidamente identificadas, que foram transferidas, imediatamente,
para o Laboratorio de Mutagénese da UNESP — Campus de Rio Claro, onde permaneceram sob
refrigeracéo (4° C) até sua utilizacéo nas analises.

Os dados meteoroldgicos da area de estudo foram fornecidos pelo Laboratorio de
Ecotoxicologia Aquatica e Limnologia da Faculdade de Tecnologia da UNICAMP — Campus de

Limeira.
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2.3. Material bioldgico
Neste trabalho foram utilizadas células HTC mantidas em cultura no Laboratério de

Mutagénese do Departamento de Biologia da UNESP Campus de Rio Claro.

2.4. Analise fisico-quimica das amostras de agua

A andlise fisico-quimica das amostras de agua coletadas nos diferentes pontos do
ribeirdo foi realizada no Laboratério de Quimica e no Laboratério de Microbiologia do Centro de
Estudos Ambientais (CEA) da UNESP, Campus de Rio Claro. Foram avaliados os seguintes
pardmetros: temperatura, condutividade, pH, cor aparente, turbidez, salinidade, STD (sélidos
totais dissolvidos), OD (oxigénio dissolvido), amdnia, nitrito, nitrato, fésforo total, DBO
(demanda bioquimica de oxigénio) e os metais aluminio, cddmio, chumbo, cobre, cromo, niquel,

zinco.

2.5. Ensaio do Cometa em células HTC

A linhagem celular de hepatdcitos de camundongos (HTC) foi cultivada em 5 mL
de meio de cultura D-MEM/F-12, suplementado com 10% de soro bovino fetal em frascos de
25 cm?, com uma concentracdo inicial de 1 x 10° células por frasco, mantidas em estufa a 37°
C, por um ciclo celular completo (24 horas). Apos esse periodo, foram adicionados aos frascos 5
mL das amostras de agua do ribeirdo (uma amostra para cada frasco), filtradas em membrana
milipore 0.2 um. O frasco referente ao controle negativo (CN) recebeu 50 pL de tampé&o fosfato —
PBS (phosphate buffered saline). Para o controle positivo (CP), foi utilizado 50 pL de metilmetano
sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3) na concentracdo de 4x10? M. Os frascos foram
incubados, em estufa a 37° C, por 1 dia. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Apos o tratamento, foi descartado o meio de cultura dos frascos. As células foram
lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e tripsinizadas (0,5 mL de tripsina-EDTA 0,025%) por, no
maximo, dois minutos. Decorrido este tempo, 0 processo foi interrompido pela adicdo de 5 mL de
um novo meio de cultura suplementado com soro. O contetido foi homogeneizado e centrifugado
por cinco minutos a 1.000 rpm. O sobrenadante foi descartado, deixando-se apenas 0,5 mL de
meio, onde o pellet foi ressuspendido.

Para o teste de viabilidade celular, foram misturados 20 pL de suspenséo celular e 20
uL de Azul de Trypan. A analise foi feita em camara de Neubauer, sob microscopia de luz. Para a
determinacdo da citotoxicidade, pelo método da coloragdo com Azul de Trypan, foi quantificada a
propor¢do de células vivas e de células mortas (coradas em azul), aceitando-se o limite minimo de

80% de células viaveis, para o prosseguimento dos experimentos.
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Para a montagem das laminas (foram montadas duas ldminas por repeticéo,
totalizando 6 laminas por tratamento) foi seguido o protocolo descrito por Singh et al. (1988),
com algumas modifica¢fes. As laminas, previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo
normal (1,5%), foram montadas com 20 pL de suspensdo celular misturados a 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%). Estas foram cobertas com laminulas e levadas a
geladeira (4°C), por 20 minutos. Decorrido este tempo, as laminulas foram retiradas e as
laminas mantidas em cubetas (protegidas da luz) contendo solucédo de lise (1 mL de triton X-
100, 10 ml de DMSO e 89 mL de solucéo de lise estoque, pH 10,0 — solucdo estoque: 2,5 M
de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris, ~ 8,0 g de NaOH sélido, 10 g de lauryl
sarcosinato sodico para 1 litro) gelada, e mantidas em geladeira, por 1 hora.

Apbs a lise, as laminas foram dispostas em uma cuba de eletroforese e cobertas com
solugdo tampdo (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA, pH>13) gelada e recém-preparada, por 20
minutos, para desnaturacdo do DNA. Apos esse periodo, foi iniciada a corrida de eletroforese em
corrente de 39 V (aproximadamente 1 V/cm) e amperagem de 300mA, por 20 minutos. As
ldaminas foram, entdo, neutralizadas com 5 mL de solucdo tampao neutralizadora (0,4 M de Tris-
HCI, pH 7,5), em 3 séries de 5 minutos cada, secas na horizontal e fixadas com etanol 100%, por
10 minutos. As laminas foram secas a temperatura ambiente e estocadas em geladeira, para

posterior analise.

2.5.1. Andlise das laminas
As laminas preparadas, conforme descrito acima, foram coradas com 80 pL de

solucdo de brometo de etidio (0,02 mg/mL) e cobertas com laminula, uma por uma, sendo
analisadas, imediatamente, ap0s a sua preparacdo. Foram analisados 50 nucledides por
lamina, totalizando 300 nucleGides por amostra. A anélise foi feita em microscopia de
epifluorescéncia (Leica) com filtro de excitagdo de 510-560 nm e um filtro de barreira de 590
nm, em um aumento de 400X. Os nucleoides foram classificados, visualmente, de acordo com
a migracéo dos fragmentos de DNA, segundo Kobayashi et al. (1995), em: classe 0: nenhum
dano; classe 1: pequeno dano; classe 2: médio dano; classe 3: grande dano. As células com os
nacleos completamente fragmentados, ou seja, em processo de morte celular, ndo foram
contabilizadas nesta analise.
2.5.2. Analise estatistica

O escore de cada tratamento foi verificado, multiplicando-se o nimero dos

nucledides observados em cada classe de dano pelo valor da classe (0, 1, 2 ou 3) e submetidos
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ao teste estatistico t-Student (p<0,05), para a comparacdo de danos entre as amostras das

aguas e o controle negativo.

3. Resultados

Os resultados obtidos nas analises dos parametros fisico-quimicos das amostras
de &gua coletadas ao longo do ribeirdo Tatu, nos trés periodos descritos, estdo reunidos na
tabela 1. Com excecdo do P1, todos os pontos de coleta apresentaram amostras com alteragdes
nos parametros fisico-quimicos, sendo que o P2 e P5 foram os que mais se destacaram.

Os dados meteoroldgicos, referentes ao periodo de estudo, demonstraram uma
pequena variacdo nas meédias mensais de temperatura (maxima e minima) e de umidade
relativa do ar, e uma grande variacdo no indice pluviométrico, o que caracterizou bem a
estacdo chuvosa e a seca, na cidade de Limeira/SP (tabela 2).

A viabilidade celular, avaliada pelo método da coloracdo exclusiva com Azul de
Trypan, confirmou que as amostras de agua do ribeirdo ndo foram citotoxicas para as células
HTC, permitindo a realizagcdo do ensaio do cometa, que exige um minimo de 80% de células
vidveis para a sua realizagao.

A genotoxicidade das aguas, avaliada por meio do ensaio do cometa, mostrou
resultados significativos para o P1 na amostra coletada em novembro de 2008, para o P1, P2,
P3 e P5 nas amostras de fevereiro de 2009 e para o P5 na amostra de agosto de 2009, quando
comparados ao resultado do CN (tabela 3, 4 e 5 e figura 2). O CP induziu danos de classe 1 e
2, enquanto que os resultados obtidos com as amostras de aguas coletadas ao longo do rio
apresentaram efeitos genotdxicos significativos, na grande maioria, por inducdo de cometas

de classe 1 (figura 3).

4. Discussdes

A utilizacdo integrada de analises quimicas, bioquimicas e celulares é considerada um
dos procedimentos mais indicados para detectar os impactos de contaminantes sobre sistemas
aquaticos (OHE et al., 2004). Barata et al. (2005) declara que a avaliagdo ecoldgica da
qualidade da agua é fundamental para a gestdo das aguas superficiais e protecdo dos
ecossistemas aquaticos. Seu status ecologico € definido por critérios bioldgicos, quimicos,
morfologicos e hidrolégicos (EISELE, 2003). Assim, para se avaliar, eficientemente, a
presenca de agentes genotoxicos na 4&gua, além da analise quimica, ensaios de
mutagenicidade/genotoxicidade devem ser incluidos como parametros adicionais em

programas de monitoramento de sua qualidade (OHE et al., 2004).
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Neste trabalho, as analises fisico-quimicas indicaram que, no periodo definido
como quente/seco (novembro 2008), ocorreram altos indices de condutividade, STD, aménia,
DBO, aluminio e zinco, nas aguas do ribeirdo Tatu. O menor indice pluviométrico, também
encontrado nessa época, sugere uma maior concentracdo de poluentes provenientes,
principalmente, do descarte de esgotos domésticos sem tratamento e de efluentes industriais.
Christofoletti (2008) obteve resultados semelhantes em relacdo a esses pardmetros, ao estudar
um ecossistema léntico (Lago Azul — Rio Claro/SP), evidenciando que o indice pluviométrico
influencia na disponibilidade e concentracdo de poluentes na agua.

A baixa concentracdo de OD encontrada nas amostras de agua é extremamente
preocupante, uma vez que pode comprometer a manutencao e sobrevivéncia da biota aquética
deste corpo d’agua. Esses dados confirmam a contaminacdo e a degradacdo que o ribeirdo
vem sofrendo, em quase todo o seu curso, devido aos impactos decorrentes dos descartes de
efluentes.

Diversos autores utilizam o ensaio do cometa em estudos de genotoxicidade do
meio aquético, pela eficiente aplicabilidade deste teste na avaliacdo dos efeitos danosos que
poluentes ambientais promovem sobre os seres vivos (AVISHAI et al., 2002; RAJAGURU et
al., 2002; LU et al., 2002; 2004;; MATSUMOTO et al., 2003, 2005; AOUADENE et al.,
2008; CHRISTOFOLETTI et al., 2009). Segundo Zegura et al. (2009) e Rocha et al. (2009), o
ensaio do cometa, realizado com células de mamiferos, € uma eficiente ferramenta na
deteccdo da genotoxicidade e, conseqiientemente, indicado para monitoramentos da qualidade
de 4guas superficiais.

No presente estudo verificou-se que as amostras de agua coletadas no ribeirdo Tatu
induziram efeitos genotdxicos em células de hepatoma de rato (HTC), principalmente as de
fevereiro de 2009. Para esta coleta, apesar do P4 apresentar algum dano genotoxico, este
resultado foi o Unico considerado ndo significativo (t-Student - p<0,05), em relagcdo ao CN.
Para a coleta de novembro de 2008, somente 0 P1 mostrou ser genotoxico, enquanto que para
a coleta de agosto de 2009, apenas o P5 apresentou genotoxicidade para as células HTC.

A genotoxicidade observada para o P1 pode estar relacionada a uma contaminagao
por agrotoxicos, ja que este ponto é margeado por culturas de cana-de-aglcar. Lemos e
Erdtmman (2000) também verificaram resultados semelhantes ao estudar o potencial
mutagénico de um rio, nas proximidades de uma area agricola, sugerindo uma possivel
contaminag&o pelos agrotoxicos utilizados nas culturas proximas ao ponto de coleta da agua.

Em relagao a coleta de agosto de 2009, as analises fisico-quimicas da amostra de

agua do P5 revelaram a presenca de metais, como aluminio, cobre, niquel e zinco, em niveis
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maiores que 0s registrados nos outros pontos amostrados, nesse mesmo periodo. O efeito
sinergistico dessas substancias com outros compostos presentes nos efluentes lancados no
ribeirdo podem ser a causa dos efeitos genotdxicos verificados, por meio do ensaio do cometa,
nas células HTC.

O maior potencial genotoxico detectado para a coleta de fevereiro de 2009, infere
que a pluviosidade sazonal, observada para esta estacdo do ano, provavelmente, influenciou
nos resultados obtidos, diferentemente dos resultados observados por Matsumoto et al. (2003,
2005), que utilizaram o ensaio do cometa em células de mamifero para avaliar o potencial
genotodxico de um rio impactado por efluentes de curtume (ricos em cromo). Estes autores
verificaram que as amostras de agua coletadas no periodo de seca foram mais genotdxicas,
quando comparadas aquelas coletadas no periodo de cheia. Diferentemente dos resultados de
Matsumoto et al. (2003, 2005) e concordantes com os aqui descritos, Christofoletti (2008),
estudando um lago que recebe efluentes domésticos e industriais, obteve, pelo ensaio do
cometa, uma maior frequéncia de danos na estacdo chuvosa, uma vez que foram
contabilizados um maior numero de cometas de classe 2 para essa esta¢do. Nossos resultados,
assim como aqueles obtidos por Christofoletti (2008), sugerem que um maior volume de agua
das chuvas, possivelmente aumentou o carreamento de substancias genotoxicas para o leito do
ribeirdo, tendo, como consequéncia, um maior comprometimento das suas aguas por agentes

genotoxicos atuantes no material genético de mamiferos.

5. Concluséao

Ao se avaliar as aguas do ribeirdo Tatu, verificou-se que o ensaio do cometa em
células HTC foi sensivel na deteccdo de agentes genotoxicos presentes neste recurso hidrico.
Foi registrada uma maior genotoxicidade para a estacdo chuvosa do ribeirdo, visto que foi
observada uma maior indugdo de nucledides de classe 1 e 2 nas células expostas as aguas
coletadas neste periodo do ano, indicando a sua potencialidade em promover quebras no

material genético de células de mamiferos.
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Tabela 3. Danos genotdxicos, observados por meio do ensaio do cometa em células HTC
tratadas com as amostras de agua do ribeirdo Tatu, regido de Limeira — SP, coletadas em
novembro de 2008.

Amostras 0 1 Classes 5 3 Escores
100 0 0 0 0
CN 100 0 0 0 0
99 1 0 0 1
MédiaxDP 99,67+0,58 0,33+0,58 0 0 0,33+0,58
0 13 86 1 188
CP 0 15 89 2 199
0 4 89 6 200
MédiaxDP 0 10,67+5,86 88,00+1,73 3,00+2,65 195,67+6,66*
98 1 0 1 4
P1 98 0 2 0 4
99 1 0 0 1
MédiatDP 98,33+0,58 0,67+0,58 0,67+1,15 0,33+0,58 3,00+1,73*
96 4 0 0 4
P2 100 0 0 0 0
100 0 0 0 0
MédiatDP 98,67+2,31 1,33+£2,31 0 0 1,33£2,31
100 0 0 0 0
P3 99 1 0 0 1
100 0 0 0 0
MédiatDP 99,67+0,58 0,33+0,58 0 0 0,33+0,58
100 0 0 0 0
P4 98 2 0 0 2
97 3 0 0 3
MédiatDP 98,33+1,53 1,67+1,53 0 0 1,67+1,53
100 0 0 0 0
P5 97 3 0 0 3
100 0 0 0 0
MédiatDP 99,00+1,73 1,00£1,73 0 0 1,00£1,73

300 nucledides analisados por ensaio.
CN: controle negativo; CP: controle positivo; P1: ponto 1; P2: ponto 2; P3: ponto 3; P4: ponto 4; P5: ponto 5.
*Estatisticamente significativo, quando comparado ao CN (p<0,05), pelo teste estatitico t-Student.
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Tabela 4. Danos genotdxicos, observados por meio do ensaio do cometa em células HTC
tratadas com as amostras de agua do ribeirdo Tatu, regido de Limeira — SP, coletadas em
fevereiro de 2009.

Amostras 0 1 Classes 2 3 Escores
100 0 0 0 0
CN 95 5 1 0 5
100 0 0 0 0
MédiaxDP 96,00+6,93 3,6716,35 0,33+0,58 0 1,67+2,89
0 14 85 1 187
cpP 0 26 72 2 176
0 44 62 0 168
MédiaxDP 0 28,00+15,10 73,00£11,53 1,00£1,00 177,00£9,54*
83 15 2 0 19
P1 74 25 1 0 27
76 21 3 0 27
MédiaxDP 77,67+4,73 20,3345,03 2,00£1,00 0 24,33+4,62*
84 12 4 0 20
P2 84 15 1 0 17
87 12 1 0 14
MédiaxtDP 85,00+1,73 13,00+1,73 2,00+1,73 0 17,00£3,00*
95 4 1 0 6
P3 94 5 0 1 8
92 7 1 1 12
MédiatDP 93, 67+1,53 5,33+1,53 0,67+0,58 0,67+0,58 8,67+3,06*
97 3 0 0 3
P4 84 14 1 1 16
96 3 1 0 5
MédiaxDP 92,33+7,23 6,67+6,35 0,67+0,58 0,33+0,58 8,00+7,00
96 3 1 0 5
P5 91 9 0 0 9
91 7 2 0 11
MédiatDP 92,67+2,89 6,33£3,06 1,00£1,00 0 8,33+3,06*

300 nucledides analisados por ensaio.

CN: controle negativo; CP: controle positivo; P1: ponto 1; P2: ponto 2; P3: ponto 3; P4: ponto 4; P5: ponto 5.

*Estatisticamente significativo, quando comparado ao CN (p<0,05), pelo teste estatitico t-Student.
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Tabela 5. Danos genotdxicos, observados por meio do ensaio do cometa em células HTC
tratadas com as amostras de agua do ribeirdo Tatu, regido de Limeira — SP, coletadas em agosto
de 2009.

Amostras 0 1 Classes 2 3 Escores
100 0 0 0 0
CN 97 3 0 0 3
98 2 0 0 2
MédiaxDP 08,33+1,53 1,67+1,53 0 0 1,67+1,53
0 50 48 2 152
CP 0 52 48 0 148
0 42 48 10 168
MédiaxDP 0 48,00+5,29 48,00+0,00 4,0045,29 156,00+10,58*
99 1 0 0 1
P1 99 1 0 0 1
99 0 1 0 2
Média+DP 99,00+0,00 0,67+0,58 0,33+0,58 0 1,33+0,58
99 1 0 0 1
P2 100 0 0 0 0
100 0 0 0 0
MédiaxDP 99,67+0,58 0,33+0,58 0 0 0,33+0,58
100 0 0 0 0
P3 96 3 1 0 5
100 0 0 0 0
MédiaxDP 98,67+2,31 1,00+1,73 0,33+0,58 0 1,67+2,89
78 18 4 0 26
P4 92 8 0 0 8
94 4 2 0 8
MédiaxDP 88,0048,72 10,00+7,21 2,00+2,00 0 14,00£10,39
74 24 2 0 28
P5 42 58 0 0 58
62 38 0 0 38
MédiaxDP 59,33+16,17 40,00+17,09 0,67+1,15 0 41,33+15,28*

300 nucledides analisados por ensaio.
CN: controle negativo; CP: controle positivo; P1: ponto 1; P2: ponto 2; P3: ponto 3; P4: ponto 4; P5: ponto 5.
*Estatisticamente significativo, quando comparado ao CN (p<0,05), pelo teste estatitico t-Student.
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Figura 1. Mapa de localizacdo dos municipios de Cordeirdpolis e Limeira/SP e dos pontos de
coleta ao longo do ribeirdo Tatu (P1: ponto 1; P2: ponto 2; P3: ponto 3; P4: ponto 4; P5: ponto 5).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que:

» As analises fisico-quimicas mostraram uma grande degradacéo na qualidade da agua do
ribeirdo Tatu, decorrente de descartes de efluentes domesticos, industriais, de
escoamento da agricultura e de aguas pluviais contaminadas;

» Foi observado, para a nascente do rio, um pH muito acido, mostrando um possivel
impacto nesse ponto, provavelmente por agrotoxicos, por ser este local uma area rural
com forte atividade agricola;

» Altos indices de cor aparente da &gua, turbidez, condutividade e sélidos totais
dissolvidos (STD) estdo associados com poluicdo ambiental. Os resultados
encontrados no ribeirdo Tatu, para estes parametros, indicam os sérios impactos
antropogénicos que este recurso hidrico vem sofrendo, decorrentes de descarte de
efluentes domésticos e industriais. Os pontos mais comprometidos do rio foram o P2 e
P5, pontos estes situados apds os descartes dos efluentes das cidades de Cordeiropolis
e Limeira, respectivamente, o que comprova que as atividades desenvolvidas nestas
cidades geram residuos toxicos, que, sem tratamento adequado, acabam
comprometendo e deteriorando as aguas deste rio.

» A grande quantidade de matéria organica presente em um rio pode levar a uma alta
atividade da microbiota desta dgua, incorrendo em uma alta demanda bioldgica de
oxigénio (DBO), decorrente das necessidades de O, para a realizagdo das atividades
bioldgicas. Estas atividades promovem uma conseqiiente reducdo de O, dissolvido na
agua. As aguas do ribeirdo Tatu, exceto para a nascente, apresentaram baixos valores
de O, dissolvido e alta DBO, indicando um comprometimento acentuado deste rio,
decorrente da poluigdo antrdpica que vem recebendo.

» Poluicdo aquéatica por compostos nitrogenados pode comprometer a vida de peixes,
pela sua propria toxicidade, além de provocar um aumento na demanda de oxigénio na
agua, pelo consumo das reacfes de oxidacdo destes compostos. A contaminacao por
nitrogenados pode ser devido a presenca de efluentes industriais, lixiviados de areas
agricolas e drenagem das aguas pluviais. Os altos niveis de amdnia registrados para as
amostras de agua do Ribeirdo Tatu, principalmente para o P2 e P5, indicam a presenca
de poluentes urbanos e industriais neste rio.

» A sazonalidade, representada principalmente pelos periodos de seca e cheia,

influenciou o potencial de inducdo de danos ao material genético dos organismos
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expostos. Para o sistema-teste A. cepa, os periodos de seca, representados pelos meses
de agosto (seco/frio) e novembro (seco/quente), foram os mais criticos, ja que o menor
volume de chuva deve ter elevado a concentracdo dos poluentes e, assim, induzido
maiores danos ao sistema-teste. Por outro lado, a estacdo chuvosa foi a mais
problemética para as células HTC, visto que, com excecdo de um ponto (P4) que ndo
apresentou genotoxicidade estatisticamente significativa, todos os outros causaram
quebras no material genético, sugerindo que um maior volume de &gua das chuvas,
possivelmente aumentou o carreamento de substancias genotdxicas para as aguas do
ribeiréo;

O sistema-teste A. cepa mostrou-se sensivel para as avaliacBes dos potenciais
citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos das aguas do ribeirdo Tatu, representando um
modelo eficiente para detectar contaminacdo por efluentes domésticos e industriais em
aguas de rios. Com o teste de ACs e de MNs pode-se observar um efeito genotdxico e
mutagénico para as aguas coletadas em diversos pontos do ribeirdo, principalmente
relacionado com a maior concentracdo de poluentes, observados em periodos de
estiagem;

O ensaio do cometa em células HTC foi sensivel na deteccdo de agentes genotoxicos

presentes nas aguas do ribeirdo Tatu.
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