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"Talvez ndo tenhamos conseguido fazer

o melhor, mas lufamos para que o

melhor fosse feito.

(...) NGO somos 0 que deveriamos ser, Nndo somos © que
iremos ser, mas, gracas a Deus ndo somos O que éramos'.
(Martin Luther King)
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"A parte verdadeiramente interessante da pesquisa € a que
n&o se pode prever (...) Em pesquisa bdsica, se ndo hd no
inicio uma boa dose de incerteza sobre os resultados de um
experimento, ndo hd possibilidade de que se trate de um

assunto interessante
(Frangois Jacob, 1998)
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A0s meus pais, Dedico.
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1. RESUMO

O presente trabalho apresenta os resultados da avaliacdo da qualidade da 4dgua do rio
Paraiba do Sul, através de testes de mutagenicidade e genotoxicidade. A drea estudada
sofre influéncia de uma refinaria de petrdleo, localizada no municipio de Sdo José dos
Campos-SP. O ensaio do cometa e o teste do micronticleo e de anormalidades nucleares
foram aplicados em eritrécitos de Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae)
expostos em laboratdrio, as amostras de dgua oriundas do rio. Essas amostras foram
coletadas em trés pontos distintos: montante do despejo do efluente (ponto 1), no local
do despejo (ponto 2) e a jusante do mesmo (ponto 3). Agua de poco artesiano foi
utilizada como controle. As coletas ocorreram nos meses de maio e agosto de 2004
(estacdo seca) e em novembro de 2004 e janeiro de 2005 (estagdo chuvosa), totalizando
12 amostras. Foram montados bioensaios com 4 aqudrios contendo 5 espécimens de
peixes cada um, os quais permaneceram por 72h nas amostras de d4gua. As amostras de
sangue foram obtidas por punc¢do cardiaca e os testes foram realizados. Para a avalia¢do
dos resultados foi utilizado o teste estatistico do x°. Através do teste do microntcleo e
de anormalidades nucleares foi possivel detectar a presenca de substincias com
potencial clastogénico e/ou aneugénico e substdncias com potencial citotdxico,
principalmente no local correspondente ao despejo do efluente da refinaria de petrdleo.
Entretanto, resultados significativos foram obtidos apenas em maio e agosto.
Provavelmente, a menor incidéncia de chuvas nesse periodo do ano, provocou uma
maior concentracdo de poluentes no rio Paraiba do Sul; enquanto isso, nos meses de
novembro e janeiro de 2005, maiores indices pluviométricos possivelmente causaram a
diluicdo dos poluentes presentes na dgua do rio. A partir do ensaio do cometa
verificamos que em todos os meses de coleta, as freqiiéncias de nucledides pertencentes
as classes 2 e 3 foram significativas em relacdo ao controle para os pontos
correspondentes ao local do despejo do efluente da refinaria e a jusante do mesmo.
Apenas no més de agosto, a freqiiéncia de cometas pertencentes a classe 1 também
diferiu do controle na montante, indicando a possivel presenca de outra fonte de
poluicdo neste local, além da refinaria de petréleo. Provavelmente, a detec¢do desses
poluentes através da mensuracdo de quebras no DNA de O. niloticus, no més de agosto
também tenha sido decorrente de fatores sazonais. Diante do exposto, concluimos que

as dguas do rio Paraiba do Sul apresentam-se comprometidas na drea influenciada pela
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refinaria de petréleo. Concluimos também que o ensaio do cometa e o teste do
microntcleo e de anormalidades nucleares poderiam ser rotineiramente requeridos pelos
orgdos governamentais para detec¢do de agentes potencialmente poluidores, que sdo

lancados no meio aquético.



2. ABSTRACT

The present work analyses the quality of Paraiba do Sul River using mutagenic and
genotoxic tests. This area is under the influence of a petroleum refinery located in Sdo
José dos Campos, Sao Paulo, Brazil. The comet assay and the micronucleus test,
associated to other nuclear abnormalities test, were performed on Oreochromis niloticus
(Perciformes, Cichlidae) erythrocytes. Water samples from Paraiba do Sul River were
collected at three sites: 500m above the discharge of the treated petroleum refinery
effluent in the river (site 1), in the local of the discharge (site 2) and 500m below the
discharge (site 3). Samplings were carried out in May, August (dry season) and
November 2004 and in January 2005 (rainy season). Bioassays with the water samples
were assembled in the laboratory for 72 hours and five specimens were analyzed for
each treatment. Simultaneously artesian well water was used as negative control. A total
of 80 fishes were used for the experiments. Peripheral blood samples were obtained
from cardiac punction and the tests were realized. Qui-quadrado test was designed to
verify the significance of the experiments. The micronucleus test and other nuclear
abnormalities detected the presence of substances with citotoxic and clastogenic and/or
aneugenic potential, mainly at site 2. However, significant results were obtained only in
May and August 2004. Probably, a deficit of rainwater caused the concentration of
pollutants in Paraiba do Sul River in this period. In November 2004 and in January
2005 we observed a decreased of mutagenic activity, possibly the rainwater surplus
caused the dilution of pollutants presents in the river. The comet assay showed
statistically higher values for DNA migration in all months of the collects at sites 2 and
3. Only in August, DNA damage was detected in site 1; this fact indicates the possible
presence of other source pollutants upstream and maybe the influence of seasonal
factors. In conclusion the waters of Paraiba do Sul River are compromised at the
petroleum refinery influence area; and genetic assays could be routinely applied to

monitor the aquatic environment.



3. INTRODUCAOQO

O crescimento populacional nos centros urbanos, acompanhado da falta de infra-
estrutura em alguns municipios, tem gerado sérias preocupagdes, principalmente,
referentes ao destino final dos despejos domésticos e industriais (MORAES, 2000a).

O ambiente aqudtico tem sido, ao longo dos anos, um depdsito de diferentes
tipos de descargas antropogé€nicas. A 4gua, por ser um solvente universal versatil, é
constantemente utilizada para transportar produtos residuais para longe do local de
producdo e descarga. Infelizmente, a presenca dos produtos residuais transportados pode
degradar seriamente o ambiente do rio, lago ou riacho receptor (WHITE &
RASMUSSEN, 1998).

Estudos recentes t€m relatado a presenca de substancias toxicas, genotdxicas,
mutagénicas e carcinogé€nicas em dguas de rios, oriundas principalmente de atividades
domésticas, industriais e agricolas (LERDA & PROSPERI, 1995; WATANABE et al.,
2002). Conseqiientemente, a poluicdo dos corpos d’dgua pode ser um sério problema
para a saide e bem estar da populacdo que vive em torno dessas dguas poluidas, bem
como para a biota associada a esse ecossistema (OHE et al., 2003).

Com o intuito de minimizar o risco de polui¢do e evitar maiores problemas, a
qualidade da 4gua de rios tem sido assegurada através de programas de monitoramento
ambiental. Devido a complexidade e variabilidade de compostos orgéanicos e
inorginicos que podem estar presentes num mesmo efluente ou corpo hidrico, é
recomenddvel que a caracterizacdo dessas dguas seja complementada com ensaios
biol6gicos. Nesse sentido, associados ao controle e prevencdo da polui¢do das aguas,
tém sido utilizados testes citogenéticos em diferentes organismos (ZAGATTO &
GOLDSTEIN, 1991). Segundo Moraes (2000a), esses testes sdo indispensaveis para a
avaliacdo de reacdes de organismos vivos frente a poluicdo ambiental complexa e para
uma indicagdo dos efeitos sinergisticos potenciais de varios poluentes.

Efluentes de refinarias de petréleo sdo diariamente langados no meio aqudtico e
podem conter substincias potencialmente perigosas para os seres vivos, incluindo o ser
humano. Embora raramente provoquem letalidade, respostas subletais em organismos
expostos a esses efluentes, com implicacdes ecoldgicas ainda desconhecidas, t€m sido
reportadas em bactérias, invertebrados, plantas e peixes (ROWE et al., 1983 a, b;

WESTLAKE, et al., 1983 a, b, c; CHAPMAN et al., 1994; SHERRY et al., 1994, 1997).
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Neste contexto, a partir da coleta sazonal de dgua de trés pontos do rio Paraiba
do Sul, o presente trabalho visou avaliar os possiveis danos que suas dguas, numa drea
sob influéncia do despejo do efluente de uma refinaria de petréleo, localizada em Sao
José dos Campos — SP, poderiam causar ao material genético de peixes pertencentes a
espécie Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae), através do teste do microntdcleo

associado com anormalidades nucleares e por meio do ensaio do cometa.



4. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como principais objetivos:
Avaliar o potencial genotoxico, através do teste do cometa, das dguas do rio Paraiba
do Sul, municipio de S@o José dos Campos, apds o recebimento de efluente de
refinaria de petréleo;
Avaliar o potencial mutagénico, através do teste do micronicleo e de outras
anormalidades nucleares, das dguas do rio Paraiba do Sul, municipio de Sdo José
dos Campos, apds o recebimento de efluente de refinaria de petrdleo;
Identificar e determinar as freqiiéncias dos principais tipos de alteragcdes nucleares
encontradas em eritrécitos de Oreochromis niloticus, apds exposicdo as dguas do rio
Paraiba do Sul;
Avaliar a influéncia da sazonalidade sobre os resultados das avaliacdes genotdxica e

mutagénica;



5. REVISAO DE LITERATURA

5.1. Genética Toxicolégica e sua utilizacdo no biomonitoramento do meio
aquatico

Num esforco para protecdo do ambiente aqudtico, agéncias governamentais, em
diversos paises, tém adotado legislagdo que visa reduzir ou mesmo eliminar descargas
industriais téxicas (WHITE, et al., 1996).

As metodologias tradicionais de classificacdo de 4guas, baseadas em
caracteristicas fisicas, quimicas e bacterioldgicas, ndo sdo suficientes para atender os
usos mudltiplos da dgua. Isso pode ser atingido através de uma andlise integrada da
qualidade da 4gua, ou seja, considerando ndo apenas as metodologias tradicionais de
avalia¢do, mas aspectos bioldgicos do sistema (ROSENBERG & RESH, 1993).

A protecd@o dos ecossistemas depende da capacidade de distinguir os efeitos das
acOes humanas das variagdes naturais, buscando categorizar a influéncia antrépica sobre
os sistemas biolégicos (CAIRNS et al.,, 1993). Neste contexto, a definicio de
biomonitoramento mais aceita € o uso sistemdtico das respostas de organismos vivos,
seja ele como um todo ou, através de um determinado tecido, para avaliar mudancgas
ocorridas no ambiente, geralmente causadas por acdes humanas (MATTHEWS et al.,
1982; SILVA et al., 2003). Os programas de biomonitoramento sdo, em geral, utilizados
na deteccdo do problema e posterior controle do mesmo.

Segundo Metcalfe (1989), a utilizagdo de respostas bioldgicas como indicadoras
de degradagdo ambiental é vantajoso em relagdo as medidas fisicas e quimicas da dgua,
pois estas registram apenas o momento em que foram coletadas, necessitando assim de
um grande nimero de andlises para a realizagdo de um monitoramento temporal eficiente.
Outra desvantagem é que, se forem realizadas longe da fonte poluente, as medicdes
quimicas ndo serdo capazes de detectar perturbacdes sutis sobre o ecossistema (PRATT
& COLER, 1976).

Critérios biolégicos s@o, conforme Karr (1981), valiosos na investigacdo de
alteracdes dos recursos hidricos porque medem diretamente a condi¢do de risco do
recurso, detectam problemas que outros métodos podem subestimar ou ndo diagnosticar
e fornecem um processo sistemdtico para a avaliacdo progressiva resultante da

implementa¢do de programas de qualidade de d4gua. Segundo o autor, os critérios
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biolégicos ndo substituem métodos quimicos e fisicos, mas aumentam a probabilidade
de um programa de avaliacdo, detectar degradacdo devido influéncias antropogénicas.

Neste contexto, diversos testes citogenéticos de curta duracdo t€m sido utilizados
para a avaliagdo do potencial genotdxico e mutagénico de rios que recebem algum tipo
de descarga possivelmente poluidora.

Segundo Pilot & Dragan (1996) e Midio & Martins (2000), agentes genotdxicos
interagem quimicamente com o material genético, formando adutos, alteragdo oxidativa
ou mesmo quebras na molécula de DNA. Na grande maioria dos casos a lesdao é
reparada pelo préprio organismo ou a célula é eliminada. Caso essa lesdo seja fixada,
provocando alteracdes hereditdrias (mutagdes), que podem se perpetuar nas células
filhas durante o processo de replicacdo, o agente é denominado mutagénico.

Houk (1992) comenta a existéncia de trés classes de mutagdes:

e Mutacdo génica: referente a muta¢des no gene (ou de ponto), que causam alteragdes
na seqiiéncia de DNA dentro do gene;

e Mutacdo cromossOmica estrutural: referente a alteragdes na estrutura cromossdmica,
usualmente resultando em ganho ou perda, ou rearranjo de pecas cromossOmicas
(delecdes, translocagdes);

® Mutacdo cromossdmica numérica (aneuploidia e poliploidia): referente a ganho ou
perda de cromossomos intactos.

Embora ocorram muta¢des espontianeas, a maioria delas € induzida por agentes
fisicos, quimicos ou biolégicos, aos quais o0 homem pode ser exposto (MATSUMOTO,
2004). Desta maneira, a detec¢do e o entendimento das propriedades desses agentes
permitem avaliar os efeitos hereditarios deletérios, ou mesmo letais, para os organismos
(ARNAIZ, 1995).

Houk (1992) descreveu a importancia dos testes genotoxicos e mutagénicos nos
estudos de monitoramento ambiental e para a saide humana. Estes, utilizam diversos
organismos, como por exemplo, microrganismos, insetos, plantas e animais. Os testes
podem ser divididos em grupos, com base no sistema bioldgico empregado e na
localizacdo genética detectada. Bioensaios em procariotos detectam agentes que
induzem mutagdes gé€nicas e danos primdrios no DNA. Incluida nesta categoria estd a
andlise de mutagenicidade em Salmonella, ou teste de Ames. Andlises em eucariotos
detectam uma amplitude maior de danos, incluindo mutagdes génicas, danos e reparo do

DNA, danos cromossomicos e aneuploidias.
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Em 1983, Athanasiou & Kyrtopoulos determinaram o potencial mutagénico de
produtos organoclorados em 4guas de um rio de Atenas, utilizando o sistema da
reversdo de his+ em Salmonella typhimurium (teste de Ames) e trocas entre cromatides
irmds e aberracdes cromossOmicas em células de ovario de hamster chinés (CHO).
Monarca et al. (1985) e Filipic (1995) também encontraram resultados positivos quanto
a formacdo de substincias mutagénicas em dgua de consumo, utilizando o teste de
Ames.

Umbuzeiro et al. (2004) aplicaram o teste de Ames em amostras de 4gua e
sedimento do Ribeirdo dos Cristais-SP. Os autores também aplicaram o teste
diretamente no efluente de duas industrias localizadas nas proximidades do rio.
Concluiram que o teste de Ames foi bastante util para a identificacdo das fontes de
poluicdo e identificacdo das classes de compostos quimicos responsaveis pela atividade
mutagénica encontrada no rio analisado.

Segundo Rabello-Gay et al. (1991), embora os testes de mutagenicidade em
muitos microrganismos apresentem boa correlagdo com seu potencial carcinogénico em
animais superiores e oferecam vantagens quanto ao custo e rapidez, essa associacdo
falha em certos casos. H4 vdrias explicagdes para esses resultados negativos, tais como
a simplicidade da estrutura e da capacidade metabdlica do sistema. Assim, em geral, sdo
mais relevantes os ensaios feitos in vitro e in vivo, utilizando plantas, invertebrados e
vertebrados.

Dentre os testes realizados com eucariotos, destacam-se o teste de aberracdes
cromossdmicas, quantificacdo de adutos de DNA, troca entre cromatides irmas, o ensaio
do cometa e o teste do microntcleo.

Bombail et al. (2001) aplicaram o ensaio do cometa e o teste do micronticleo em
eritrécitos de peixes (Pholis gunnellus) coletados em 4areas contaminadas e ndo
contaminadas de uma regido estuarina da Inglaterra. Esta regido sofre influéncia de
industrias petroquimicas desde 1924, bem como de numerosas inddstrias que despejam
na dgua efluentes contendo metais, hidrocarbonetos e organoclorados (ELLIOTT &
GRIFFITHS, 1987).

Resultados significativos para essas técnicas predizem instabilidade genética,
que pode representar os passos iniciais para o processo carcinogénico (PILOT &

DRAGAN, 1996; MIDIO & MARTINS, 2000; FENECH, 2002; RIBEIRO, 2003;
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RIBEIRO & MARQUES, 2003). Além disso, os testes citogenéticos constituem uma

ferramenta importante para a avaliagdo da qualidade do meio aquatico.

5.2. Ensaio do cometa

Nas duas ultimas décadas, novas metodologias para avaliacdo de danos no DNA
ttm sido desenvolvidas. Uma das técnicas mais utilizadas para deteccio de
genotoxicidade tem sido o ensaio do cometa. Esta técnica ndo € utilizada para detectar
muta¢des, mas sim lesdes gendmicas, que apds serem processadas, podem resultar em
mutagdo. Diferente das mutacdes, as lesdes detectadas com o teste do cometa sdo
passiveis de correcio (GONTIJO & TICE, 2003), constituindo, portanto, lesdes pré-
mutagénicas (KAMMANN et al.,, 2001). Por ser considerado sensivel, rdpido e
econdmico (MITCHELMORE & CHIPMAN, 1998; SASAKI et al.,, 1997; KOSZ-
VNENCHAK & ROKOSZ, 1997), o ensaio do cometa tem sido indicado como um
método capaz de detectar mudancas muito pequenas na estrutura do DNA (KOPPEN et
al., 1999).

Ostling & Johanson (1984) foram os primeiros a desenvolver uma técnica de
eletroforese em gel para detectar danos no DNA em células unicas. Esta técnica levou
em consideragdo o comportamento do DNA em células individualizadas e sua
organizacdo dentro do nucleo. Sabe-se que para ser compactado, apds o seu
enovelamento com proteinas histonicas, o DNA forma algas de 5-200 Kpb, as quais sdo
aderidas a uma rede protéica (matriz nuclear). Deste modo, células embebidas em
agarose foram colocadas em uma lamina de microscopia, tiveram suas membranas
lisadas por detergentes e suas proteinas nucleares (incluindo as histonas) foram
extraidas com altas concentragdes de sais. O DNA, maior e mais pesado que o restante
dos componentes, ocupou o espago do gel anteriormente preenchido por toda a célula,
permanecendo retido numa estrutura residual semelhante a um nicleo, designada
nucledide (COOK & BRAZELL, 1976). Dentre as poucas proteinas que resistiram a
essa extragdo estdo as protefnas da matriz nuclear (OLIVE & BANATH, 1995).

Por defini¢do, o nucledide é uma série de alcas superenoveladas de DNA,
desprovido de histonas, aderidas a matriz nuclear residual, do tamanho do nicleo da
célula. Caso existam quebras na molécula de DNA a estrutura do nucledide sofre
mudangas, visto que as alcas de DNA se desenovelam formando um halo (COOK &

BRAZELL, 1976, 1978; VOGELSTEIN et al., 1980).
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As laminas foram submetidas a eletroforese sob condi¢des neutras. As células
com alta freqiiéncia de quebras no DNA mostraram uma migragdo crescente de DNA
em direcdo ao anodo, devido sua carga negativa, dando a aparéncia da cauda de um
cometa. As células sem, ou com pouco, dano no material genético ndo apresentaram
cauda. A migracdo de DNA foi quantificada por coloracdo fluorescente especifico para
DNA. As condicdes neutras utilizadas permitiam a detec¢do de quebras de fita dupla e
ligagdes cruzadas (OSTLING & JOHANSON, 1984).

Mais tarde, Singh et al. (1988), desenvolveram o ensaio do cometa ou SCGE —
Single-Cell Gel Eletrophoresis, sob condi¢des alcalinas (pH > 13), aumentando a
eficiéncia da técnica. Sob essas condi¢des, o ensaio do cometa permite a deteccdo de
quebras de fita simples, quebras de dupla-fita, sitios dlcali-ldbeis, sitios abdsicos,
excisdo de sitios incompletos de reparo e ligacdes cruzadas (ROJAS et al., 1999; TICE
et al. 2000). Esse aumento de sensibilidade do ensaio foi atribuido ao fato da dupla fita
de DNA, uma vez exposta a pH extremamente alcalino, sofrer desnaturacio, isto é,
separar-se em fitas simples de DNA (GONTIO & TICE, 2003).

Os protocolos para o ensaio do cometa variam entre laboratérios, porém
recentemente, Mcnamee et al. (2000) propuseram modifica¢des nos métodos ortodoxos
de célula unica, fazendo com que vdrias células fossem processadas de uma s6 vez,
aumentando a eficiéncia da técnica, sem comprometer a sua confiabilidade. Os
resultados obtidos por eles mostraram-se similares aqueles previamente reportados
quando o ensaio do cometa convencional foi utilizado.

O ensaio do cometa tem sido descrito como vantajoso por vdrios fatores: a
avalia¢do do dano € realizada em células individuais, um pequeno nimero de células é
requerido para a realizacdo do teste, toda célula eucaridtica poder ser utilizada e pelo
fato do teste detectar lesdes no DNA em células vidveis, mesmo que ndo estejam em
proliferacdo (ROJAS et al., 1999).

Monteith & Vanstone (1995) compararam o potencial do ensaio do cometa como
teste genotoxico, com outras técnicas in vitro (aberragdes cromossdmicas e mutacdes,
utilizando células pulmonares V79 de hamsteres chineses) e in vivo (micronicleos de
medula 6ssea em camundongos e reparo de DNA em ratos), demonstrando que o
cometa tem a habilidade de detectar danos no DNA, tanto quanto as demais técnicas.

Durante a altima década, o ensaio do cometa foi extensivamente utilizado como

uma ferramenta bdsica em muitas dreas de pesquisa, incluindo biomonitoramento
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ambiental, genética toxicoldgica, radiacdo bioldgica, processos de reparo de DNA e
ecotoxicologia genética (GONTIJO & TICE, 2003).

Dentre as intimeras aplica¢des do ensaio do cometa, a efici€ncia da técnica para
a deteccdo do potencial genotoxico de contaminantes aqudticos tem sido descrita por
muitos autores (KOSZ-VNENCHAK & ROKOSZ, 1997, SASAKI et al.,1997;
AVISHALI et al., 2002, MATSUMOTO et al., 2004). O potencial de aplicacdo do ensaio
do cometa para biomonitoramento ambiental é quase ilimitado, com vérios organismos
aquéticos sendo utilizados para este fim (ROJAS et al., 1999; TICE, et al., 1995,
HAMOUTENE, et al., 2002; KLOBUCAR, et al., 2003). Porém, Gontijo & Tice (2003)
advertiram que este teste € essencialmente um ensaio comparativo, de forma que sdo de
extrema importancia controles experimentais. Ainda ressaltaram que se deve ter em
mente que ndo existem células sem dano no DNA, visto que o préprio metabolismo
celular pode gerar em torno 1000 lesdes didrias no DNA/célula.

O ensaio do cometa tem sido aplicado com sucesso em eritrocitos de varias
espécies de peixes, sendo destacada a sensibilidade das células sangiiineas destes
animais aos efeitos genotéxicos (MITCHELMORE & CHIPMAN, 1998; NACCI et al.,
1996; BELPAEME et al.,1996). Em peixes, a técnica também tem sido aplicada em
outros tipos celulares, tais como hepatdcitos, células da branquia, células renais e
células intestinais (NACCI et al., 1996; BELPAEME et al., 1998; ABD-ALLAH et al.,
1999).

Esta técnica tem sido uma ferramenta bastante util na avaliacio do potencial
genotodxico de dreas impactadas com petrdleo e seus derivados. Hamoutene et al. (2002)
e Taban et al. (2004) aplicaram a técnica em invertebrados, expostos a dguas
contaminadas com uma mistura complexa de hidrocarbonetos. Os resultados obtidos
demonstraram que baixos niveis de hidrocarbonetos foram capazes de gerar lesdes no

DNA dos organismos testados.

5.3. Teste do microniicleo e teste do micronticleos pisceo

O teste do microndcleo é um teste mutagénico, que tem sido aplicado com
sucesso na deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) € na
detec¢do de agentes aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacdo

cromossdmica anormal) (MAcGREGOR et al., 1987; HAYASHI et al., 1994).
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Os micronicleos aparecem nas células filhas em decorréncia de danos, nio
reparados ou reparados erroneamente, induzidos nas células parentais (RIBEIRO,
2003). Apresentam estrutura similar ao nicleo principal, tendo também o seu DNA
recoberto pelo envoltério nuclear (WALKER et al., 1996). Sua origem se da durante a
divisdo celular, devido a quebra cromossomica ou atraso cromossdmico na andfase
(FRIEAUFF et al., 1998).

No primeiro caso, os fragmentos cromossdmicos, resultantes de quebras, podem
ndo ser incorporados no nicleo principal das células filhas apds a mitose. Um envoltdrio
nuclear se forma em torno do fragmento, o qual é visivel como um pequeno nicleo
separado do nucleo principal da célula (RIBEIRO, 2003). Danos cromossdmicos
estruturais estdo relacionados com exposicdo direta do agente mutagénico com o DNA
e/ou com defeitos intracelulares na replicacdo do DNA, recombinag@o ou mecanismo de
reparo (FENECH, 2000; SAUNDERS et al., 2000).

No segundo caso, os microntdcleos sdo formados a partir de um cromossomo
inteiro, quando ocorre falha na segregacdo cromossomica durante a divisdo celular
(FENECH, 2000). Compostos quimicos que induzem aneuploidia sdo chamados
aneugénicos e caracterizam-se pela interacdo com mais de um alvo (CREBELLI &
CARERE, 1993), tais como moléculas envolvidas na unido e separacio das cromdtides
(condensacdo cromossOmica, crossing-over, cinetécoro, proteinas de ligacdo
cromatidicas), moléculas que sdo parte essenciais de estruturas contidas no DNA
(centrdmeros e teldmeros), moléculas envolvidas no controle do ciclo celular (ciclinas,
cdks, p53) e APC (complexos promotores da andfase), moléculas que fazem parte do
aparato mitdético (tubulina, centriolos) e moléculas envolvidas indiretamente no controle
do ciclo celular (calmodulina e as moléculas da membrana celular ou nuclear)
(KIRSCH-VOLDERS et al., 2002).

Uma alteragdo mitdtica extremamente rara em células normais, porém descrita em
células cancerosas de mamiferos, refletindo provavelmente anoxia e degeneragdo
tecidual, é a mitose C, assim denominada devido a agdo da droga colchicina. Os
cromossomos comportam-se normalmente durante toda a préfase até a metafase, porém,
ou o fuso celular mostra-se defeituoso ou estd ausente, de modo que 0s cromossomos nao
se reinem na placa metafdsica. Conseqiientemente, os cromossomos se dispersam na

célula, se dividem e posteriormente se reinem em um nucleo de constitui¢do tetrapléide
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ou formam micronicleos de tamanhos variados (THERMAN & SUSMAN, 1996;
KIRSCH-VOLDERS et al. 2002).

Microntcleos também podem ter origem durante a meiose, como conseqii€ncia de
aberracdes cromossomicas. Além disso, deve ser considerado o efeito do quiasma durante
0 qual ocorre uma inversdo paracéntrica que pode gerar além de um cromossomo
dicéntrico, um fragmento acéntrico, que por sua vez, poderd formar um micronicleo
(HEDDLE et al., 1991).

A utilizacdo de técnicas moleculares, como sondas especificas para a regido
centromérica do cromossomo ou anticorpos anticinetécoro, permite distinguir
microndcleos originados de fragmentos acéntricos de micronucleos formados a partir de
cromossomos inteiros que ndo foram incluidos no nicleo principal da célula (RIBEIRO,
2003). Além disso, o teste do micronicleo combinado com a técnica de hibridizagdo
fluorescente in situ (FISH) é bastante confidvel para os estudos de indugdo de
aneuploidia: perda cromossdmica e ndo disjungdo cromossdmica (KIRSCH-VOLDERS
et al., 1997). Deste modo, a detec¢do dos sinais de FISH para uma seqiiéncia
cromossdmica especifica no macronicleo e no micronicleo indica perda cromossdmica,
enquanto que a presenca de sinais adicionais de FISH no macroniticleo € indicativo de
nao-disjun¢do cromossdmica (KIRSCH-VOLDERS et al., 1996).

Durante a andlise de microntcleos, alguns pesquisadores t€ém observado a
existéncia de outras anormalidades nucleares, sugerindo que estas devem ser contadas
concomitantemente a andlise convencional de micronticleos (SCHOROEDER, 1970;
TOLBERT et al., 1991, 1992, FENECH et al., 1999). Essas anomalias estdo relacionadas
aos erros que ocorrem durante a divisdo celular, com os processos de morte celular -
necrose e apoptose, € com genotoxicidade e/ou mutagenicidade (NAKANO & OKA,
1991; CORMAK, 1991; TOLBERT et al., 1992; FENECH, 2000).

Além de células apoptoticas e necroticas, Fenech et al. (1999) e Fenech (2000)
recomendaram, nos testes in vitro, a contagem de células com pontes nucleoplasmaticas e
de brotos nucleares, juntamente com o microniicleo. As pontes expressam-se COmo
ligacdes continuas entre os niucleos das células binucleadas e parecem ser o resultado de
rearranjos cromossOmicos envolvendo mais de um centrdmero (Cromossomos
dicéntricos) ou de croméatides que migram para p6los opostos da célula durante a anafase.
Segundo Serrano-Garcia & Montero-Montaya (2001) e Kirsch-Volders et al. (2002), os

brotos nucleares, assim como os broken-eggs constituem um dos passos para a expulsao
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do micronicleo do nicleo principal da célula. De acordo com Tolbert et al. (1992), os
broken-eggs foram descrito por Sarto (1988) e correspondem a estruturas semelhantes ao
micronicleo, mas que permanecem conectados ao nicleo principal por uma haste
Feulgen-positiva.

Virios autores t€m discutido o significado da formagdo do microntcleo para a
célula e o destino do mesmo depois de sua formagdo. Altas freqiiéncias de micronicleos
tém sido correlacionadas com o desenvolvimento de cincer. A inclusao de um gene
supressor de tumor no micronicleo e a subseqiiente perda do mesmo somados com um
acimulo de mutacdes poderia gerar neoplasia e, portanto ser um passo para a
carcinogénese (CAI, 1988, BENNER et al., 1993; STOPPER & MULLER, 1997). O
microndcleo, gerado a partir de um cromossomo interio, pode ainda ser reincorporado no
nucleo principal da célula, se a sintese de DNA no microntcleo for sincronica com a
sintese de DNA no niticleo principal. Se essa reintegracio for bem sucedida, pode resultar
numa célula normal, sem dano (GUSTAVINO et al., 1994; STOPPER & MULLER,
1997). Além disso, o micronucleo pode ser retido dentro do citoplasma celular (LEACH
& JACKSON-COOK, 2004) ou pode ser expulso da célula, constituindo um passo para a
eliminagdo de material genético excedente, formando o microcito (STOPPER &
MULLER, 1997; SHIMIZU et al., 1998).

Inicialmente, o teste do microntcleo in vivo, em sistema teste animal, foi proposto
independentemente por Schmid (1975) e Heddle (1973) em eritrdcitos policrométicos da
medula dssea de camundongo. Mais tarde foi estendido a eritrécitos circulantes
(MAcGREGOR et al.,1980). Consiste no teste de toxicidade genética mais utilizado para
a avaliagd@o do perigo de agentes quimicos (RIBEIRO, 2003).

Os tecidos relacionados a hematopoese, em funcdo da necessidade da reposi¢do
constante das células sangiiineas, apresentam elevada freqii€ncia de divisdes celulares,
portanto, as células oriundas deste tecido sdo mais indicadas para a observagdo de efeitos
relacionados aos processos de divisdo celular ou ao DNA (GRASSI, 2002). Deste modo
sdo também indicadas para a aplicacdo do teste do microntcleo in vivo (AL-SABTI &
METCALEFE, 1995).

O teste in vivo pode ser aplicado em qualquer populagdo celular em proliferagio,
sem que seja necessdrio o conhecimento prévio de seu caridtipo, além de considerar o
mecanismo de absorcdo, acumulag@o, eliminacdo e interacdes com compostos que

podem levar a mecanismos sinergisticos ou antagdnicos.
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O teste do micronucleo tem sido aplicado ainda em estudos de antimutagenicidade
(RIBEIRO, 2003), na avaliag@o e registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos
que entram anualmente no mercado mundial (CHOY, 2001), em estudos de
biomonitoramento em humanos (BENNER et al., 1993; FENECH, 1993) e em estudos
ecotoxicolégicos (TOMA et al., 1994; MINISSI et al., 1996; GRISOLIA & STARLING,
2001), detectando e identificando agentes que alteram o DNA, presentes no ar, dgua e
solo (GRISOLIA & CORDEIRO, 2000).

Atualmente uma grande variedade de organismos, como invertebrados aquéticos,
anfibios (BEKAERT et al., 1999) e peixes (BAHARI et al., 1994; SANCHEZ-GALAN et
al., 1999; AYLLON & GARCIA-VAZQUEZ, 2000; BOMBAIL et al., 2001; CAVAS &
ERGENE-GOZUKARA, 2003; FERRARO et al., 2004) tém sido utilizados no teste do
microntcleo in vivo.

O teste do micronticleo foi modificado por Hooftman & de Raat (1982) para
aplicacdo em peixes. Esta modificagdo ¢ comumente denominada teste do microntcleo
pisceo.

Virias espécies de peixes de dgua doce tém sido reportadas como bons
bioindicadores para biomonitoramento de rios e lagos, utilizando o teste do microntcleo
como indicador de mutagenicidade.

Por apresentarem cromossomos pequenos, em grande quantidade, irregulares e
com baixo indice mitético, a aplicagio do teste do microntcleo na maioria das espécies
de peixes, tornou-se extremamente vantajosa quando comparada a outros biomarcadores
de mutagenicidade, tais como a troca entre cromatides irmas e o teste de aberra¢des
cromossémicas (HOOFTMAN & VINK, 1981; KLIGERMAN, 1982; HAYASHI et al.
1998; AYLLON & GARCIA-VAZQUEZ, 2000).

Assim como em roedores, eritrocitos sdo comumente utilizados no teste do
microndcleo pisceo. Os eritrécitos de peixes sdo ovais, de citoplasma acidéfilo
abundante, com nicleo central acompanhando o formato das células e cromatina densa,
nao sendo observados nucléolos (RANZANI-PAIVA, 1993).

Al-Sabti & Metcalfe (1995) afirmaram que eritrécitos de peixes sdo bastante
adequados para este teste, especialmente porque microniicleos podem ser contados
facilmente neste tipo celular. Em peixes, o sangue periférico é de facil obtencdo, o que
torna a técnica de micronidcleo bastante simples e rdpida (GRASSI, 2002). Vérios estudos

tém demonstrado que eritrécitos periféricos de peixes apresentam um alto indice de
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microndcleos apds exposicdo a diferentes poluentes sobre condi¢des de campo ou de
laboratério (HOOFTMAN & de RAAT. 1982; HOSE et al., 1983; UEDA et al., 1992;
ANITHA et al., 2000; BOMBAIL et al, 2001; CAVAS & ERGENE-GOZUKARA,
2003).

Brunetti et al. (1988) utilizaram o teste do micronticleo em eritrécitos de peixes
para monitorarem um ambiente marinho quanto a presenga de substancias mutagénicas.

Al-Sabti et al. (1994) investigaram os efeitos mutagénicos causados pelo Cromo
(tri e hexavalente) em carpas da Pruassia (Carassius auratus gibelio), empregando o teste
do microndcleo. Os autores observaram que, em laboratério € no campo, a exposi¢ao
dos animais a varios niveis de concentracio deste metal pesado causou um aumento na
freqii€éncia de micronucleos, comparado ao grupo controle.

O teste do microntcleo foi aplicado por Minissi et al. (1996) para a detecgio de
mutiagenos em dois rios localizados na Itdlia, um poluido (rio Tiber) e outro ndo poluido
(rio Mignone). A presencga de agentes mutagé€nicos no rio Tiber foi evidenciada pela alta
freqiiéncia de micronticleos encontrada nos eritrocitos de Barbus plebejus. Por outro
lado, a freqii€ncia de micronicleos observada no rio Mignone foi extremamente baixa.

Devaux et al. (1998) demostraram que os niveis de dano no DNA foram maiores
em eritrécitos de Leuciscus cephalus coletados em d4guas poluidas do rio Rhone
(Franga), comparados com os peixes coletados em dreas de referéncia.

Em 2001, Grisolia & Starling utilizaram o teste do microntdcleo em eritrdcitos de
tildpia, para monitorar o Lago Paranoé (Brasil), apds descarga de esgosto doméstico.

Grassi (2002), analisando eritrécitos de diversas espécies de peixes da Bacia do
rio Piracicaba (SP), identificou a ocorréncia de micronicleos como danos genéticos
decorrentes das condi¢cdes ambientais. Do total de animais amostrados (116) foi
constatada a formacdo de microntcleos em 82%.

Diversos estudos concluiram que a indug¢do de micronicleos em eritrocitos
periféricos de peixes depende do tempo de exposicio dos mesmos as substincias
testadas. Manna et al. (1985) e Das & Nanda (1986) reportaram um aumento dose-
dependente e tempo-dependente da inducdo de micronticleos em Oreochromis
mossambicus e em Heteropneustes fossilis.

Uma alternativa possivel a utilizagdo de eritrocitos do sangue periférico, tem
sido utilizar células do rim (responsdvel pela metabolizacdo de xenobidticos), branquias

e figado (AL-SABTI & METCALFE, 1995). Em 1986, Manna & Sadhukhan



18
desenvolveram um método de andlise de microndcleos em branquias de tildpias
(Oreochromis mossambicus) tratadas com raios-X e dois produtos quimicos e
constataram que as branquias apresentam maior sensibilidade a exposi¢do de agentes
mutagénicos quando comparadas a outros tecidos.

Recentemente, Hayashi et al. (1998), em estudo sobre o desenvolvimento e
avaliacdo de sistemas de monitoramento empregando organismos aquaticos,
compararam a freqii€éncia de microntcleos nos eritrécitos e em células branquiais de
diversas espécies de peixes, verificando que a freqiiéncia era maior em células
branquiais, atribuindo o fato a exposicdo direta sofrida pelas branquias aos
contaminantes ambientais. Resultados similares tiveram Ueda et al. (1992) quando
aplicaram o teste em Oreochromis mossambicus e Cavas & Ergene-Goziikara (2003),
aplicando o teste em Oreochromis niloticus.

O teste do microndcleo pode também ser realizado em larvas de peixes através
de esmagamento e esfregaco de figado (HOSE et al., 1984), que € o o6rgdo
hematopoiético durante os estagios larvais.

Williams & Metcalfe (1992) desenvolveram o teste do microntcleo in vivo em
células hepaticas de Oncrhynchus mykiss. O teste teve resposta positiva para as
substancias testadas (EMS-etilmetanosulfonado, MMC-mitomicina C e DEN-
dietilnitrosamina). Os autores comentaram que hepatdcitos sdo bastante sensiveis aos
clastégenos, possivelmente devido & grande exposi¢do dessas células aos xenobidticos.
Entretanto, uma das desvantagens de se utilizar o figado como tecido-alvo seria o fato
dos hepatdcitos ndo se dividirem continuamente e uma injuiria nesse 6rgdo deve ser
induzida para estimular a proliferagdo regenerativa para que os efeitos clastogénicos
possam ser visualizados.

O teste do microntcleo, aplicado em qualquer tipo de célula, é dependente do
ciclo celular, visto que os danos induzidos no primeiro ciclo serdo visiveis como
microntcleo no citoplasma durante o segundo ou subseqiiente ciclo celular (TATES et
al., 1980). Em geral o comprimento do ciclo celular nos organismos depende do tempo
necessario para a replicacdo do DNA e da divisdo nuclear. Em mamiferos, a duracio
desse ciclo em vdrios tecidos ja estd bem documentada, porém, hd poucos dados a
respeito da duracdo do ciclo celular em tecidos de espécies de peixes teledsteos,

principalmente porque o ciclo varia de acordo com a temperatura. Em geral, a indugao
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maxima de microndcleos em espécies de peixes ocorre dentro de 1 a 5 dias apds
exposicao ao agente estudado (AL-SABTI & METCALFE, 1995).

Grisolia & Cordeiro (2000) fizeram uma avaliacdo da inducdo de micronticleos
em eritrcitos de sangue periférico de trés espécies de peixes, Tilapia rendalli,
Oreochromis niloticus e Cyprinus carpio. O tratamento com citocalasina B teve como
objetivo analisar a propor¢do de células binucleadas/mononucleadas em diferentes
periodos de tratamento para a comparagdo com os picos de micronticleos entre as
diferentes espécies. Os autores concluiram que o pico de ocorréncia de microntcleos
ocorreu do 2° ao 7° dia.

Virios métodos tém sido utilizados para a deteccdo de micronticleos em peixes
expostos a clastogenos. Ayllon & Garcia-Vazquez (2000) afirmaram que a injecdo
intraperitoneal de substancias téxicas € o método mais comum de exposicdo a que os
peixes sdo submetidos quando os efeitos de substancias mutagénicas sdo testadas em
condicdes de laboratorio.

Em mamiferos, o estresse provocado pela injecdo intraperitoneal de substancias
quimicas pode induzir adutos de DNA, aberracdes cromossOmicas e micronticleos
(INGEL et al., 1993). Segundo Ayllén & Garcia-Vazquez (2000) este método poderia
também influenciar os resultados dos ensaios mutagénicos em peixes, alterando, por
exemplo, o ciclo celular desses organismos. Entretanto, os mesmos autores avaliaram o
papel do estresse provocado pela injecdo intraperitoneal na indu¢do de micronicleos em
Phoxinus phoxinus e Poecilia latipinna e demonstraram que este método nao interfere
de forma significativa a freqiiéncia de micronucleos e de outras anormalidades
nucleares. Porém, dados na literatura indicam que para outras espécies de peixes,
condicdes de estresse causam mudangas hormonais e metabdlicas, podendo influenciar
a resposta dos animais tratados a agentes genotéxicos (HARREL et al.,, 1992;
HONTELLA et al,, 1995). Recentemente, o método de inje¢do intraperitoneal da
substincia a ser avaliada foi questionado, uma vez que no campo, os poluentes sdo
dissolvidos ou suspendidos na 4dgua, portanto a aplicagdo direta desses resultados
experimentais nos ecossistemas de dgua doce teria que ser revista, segundo Rodriguez-
Cea et al., 2003.

Nos dltimos anos a aplicagdo do teste do micronicleo em peixes tem sido
bastante discutida e alguns problemas metodolégicos tém sido descritos (AYLLON &

GARCIA-VAZQUEZ, 2000). Um deles € a falta de sensibilidade demonstrada por
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algumas espécies. Hose et al. (1987) utilizaram o teste do micronicleo em eritrdcitos de
peixes (Genyonemus lineatus e Paralabras clathratus) de um rio do sul da Califérnia,
porém os autores mostraram que a presenca de DDT e PCB no ambiente, ndo resultou
em um aumento significativo na freqii€éncia de microntcleos. Além disso, Phoxinus
phoxinus mostrou-se pouco sensivel a diferentes produtos, tais como metais pesados
(SANCHEZ-GALAN et al, 1998) e Genyonemus lineatus apresentou baixa
sensibilidade a poluentes ambientais (CARRASCO et al, 1990). De acordo com os
dados disponiveis na literatura, Williams & Metcalfe (1992) afirmaram que a formagéo
de microntcleos espontidneos em peixes parece ser menos freqiiente do que em roedores
e que essa freqiiéncia depende da metodologia utilizada. Em laboratério, muitas
condi¢des interferem na inducdo de micronticleos nestes organismos, tais como a
espécie testada, o protocolo experimental (que pode variar entre os laboratdrios), a
temperatura da 4gua, etc. (AL-SABTI & METCALFE, 1995).

Outro problema é a falta de consenso sobre o tipo de irregularidades da
morfologia nuclear que podem ser consideradas como andlogas ao micronticleo, isto €,
resultado da acdo de um agente mutag€nico, pois os mecanismos da formacdo de tais
lesdes ainda ndo estdo totalmente esclarecidas (AYLLON & GARCIA-VAZQUEZ
2000; 2001; CAVAS & ERGENE-GOZUKARA , 2003).

Alteracdes da morfologia nuclear em eritrécitos de peixes foram fotografadas e
descritas por Carrasco et al. (1990) como: “blebbed nuclei”, que corresponde a um
nicleo com uma pequena evaginacdo do envelope nuclear, aparentando conter
eucromatina ou, algumas vezes, heterecromatina. Os “blebs” podem estar unidos ao
nucleo da célula por uma estrutura nucleoplasmatica; “lobed nuclei”, correspondendo a
nicleos com evaginacdes maiores que os “blebs”, mas sem a mesma delimitagdo.
Alteracdes morfoldgicas do nicleo foram incluidas nesta categoria, como por exemplo,
simples aumento da superficie nuclear, formando multiplos 16bulos, constituindo um
nucleo disforme; “notched nuclei”, descrito como uma invaginagdo da membrana
nuclear. Segundo Carrasco et al. (1990), nucleos “notches”, parecem ndo conter
material nuclear no local invaginado. No experimento conduzido por estes autores, a
largura desta lesdo parecia similar ao didmetro de vacuiolos nucleares observados em
eritrécitos de Genyonemus lineatus. Em algumas células, vaciolos pareciam estar

presentes em regides mais internas do “notch”.
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No trabalho acima citado, nao foram encontradas correlagcdes significativas entre
as alteragdes encontradas, incluindo o microntcleo e as dreas poluidas estudadas. Os
autores concluiram que o teste do micronticleo pisceo ¢ altamente questiondvel em
estudos bioldgicos in situ e que as lesdes nucleares observadas durante o estudo ndo
possuiam origem mutagénica como resultado da exposi¢do a contaminantes.
Ao contrdrio do proposto por Carrasco et al. (1990), De Flora et al. (1991a, b,
1993) indicou a utilizag@o do teste do microntcleo pisceo como biomarcador precoce de
poluicdo ambiental. Deste modo, a freqiiéncia das alteracdoes da morfologia nuclear e
de microntcleos, t€ém sido utilizadas por vérios autores com esta finalidade (BOMBAIL
et al,, 2001; PACHECO & SANTOS, 1998; AYLLON & GARCIA-VAZQUEZ, 2000;
CAVAS & ERGENE-GOZUKARA , 2003).
Ayllén & Garcia-Vazquez (2001) estudaram a possivel inducdo de micronticleos
e de outras anormalidades nucleares em eritrocitos do rim de Oncorhynchus mykiss
utilizando varios compostos de diferentes efeitos. Os autores encontraram resposta
positiva para os quimicos testados e concluiram que as anormalidades encontradas
deveriam ser incluidas nos testes de rotina, quando peixes sdo empregados como

espécies experimentais.

5.4. Peixes como organismos-teste e consideracoes sobre Oreochromis
niloticus

Nos ecossistemas marinhos e de &dgua doce, uma grande variedade de
organismos, tais como peixes (HAYASHI et al., 1998) e anfibios (BEKAERT et al.,
1999), tem sido largamente empregados como bioindicadores para monitorar dreas com
diferentes niveis de poluigdo.

Dentre os organismos utilizados como bioindicadores, os peixes reunem
caracteristicas que os tornam excelentes modelos experimentais para estudos de
Toxicologia Aqudtica, em que sdo particularmente utilizdveis, pois alertam sobre o
potencial perigo de novas substincias quimicas ou para a possibilidade de poluicio
ambiental (POWERS, 1989).

De acordo com Harshbarger & Clark (1990), os peixes sdo expostos a
substancias toxicas de maneira similar a outros vertebrados, podendo ser utilizados para
a avaliagdo da presenca de substincias que tenham o potencial de causar efeitos

teratogénicos e carcinogénicos em humanos.
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Além disso, peixes desempenham diferentes papéis na cadeia tréfica, sendo
capazes de bioacumular, de forma direta, contaminantes dissolvidos na d4gua.
Acumulam também contaminantes de forma indireta, quando estes sdo incorporados por
ingestdo de outros organismos contaminados, viventes no mesmo ambiente (MINISSI et
al., 1996).

Os alimentos constituem a principal rota para exposi¢do humana a substincias
téxicas e peixes t€m sido reconhecidos como os principais vetores de tais substincias
para humanos (AL-SABIT & METCALFE, 1995).

De acordo com Kligerman (1982), Tsoi (1970, 1974) e Tsoi et al. (1975) foram
os primeiros pesquisadores a investigarem os efeitos de agentes mutagénicos quimicos
no material genético de peixes e Longwell (1976) realizou um trabalho pioneiro
analisando danos cromossdmicos em peixes coletados em ambientes poluidos.

Segundo Sanchez-Galan et al. (1998), teoricamente, uma espécie de peixe ideal
para estudos de genotoxicidade e mutagenicidade é aquela que apresenta os seguintes
critérios: (1) é largamente distribuida em varios ecossistemas; (2) sensivel o bastante
para detectar poluentes, mesmo em baixas concentragdes; (3) é adequada para trabalhos
em laboratério; (4) em populacdes naturais permite a captura de individuos sem
detrimento para a conservacao da espécie.

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

Oreochromis niloticus (Perciforme, Chilidae) é um peixe de dgua doce, onivoro
(STARLING, 1998), de origem africana, que foi introduzido no Brasil pelo Centro de
Pesquisas Ictioldgicas do Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (D.N.O.C.
S.), em 1971, em alguns acudes do Nordeste. Em 1982, esta espécie foi introduzida na
regido Sudeste do pais (TANAKA, 2001).

Oreochomis niloticus é uma espécie de peixe comercialmente importante no
Brasil, particularmente no estado de Sdo Paulo, constituindo importante fonte de

proteina (TAVARES-DIAS & MORAES, 2003). Esta espécie é também comumente
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encontrada em estuarios de todo o mundo, sendo também encontrada no rio Paraiba do

Sul (HILSDORF & PETRERE JR, 2002).

5.5. Caracteristicas da area de estudo

O Vale do Paraiba constitui importante regido no cendrio nacional, devido ao seu
passado histdrico e pela sua posi¢do de destaque na vida econdmica, social e politica do
pais.

A cidade de Sdo José dos Campos estd localizada as margens da rodovia
Presidente Dutra, na regido do Vale do Paraiba. Com uma populacdo de 532.717
habitantes, caracteriza-se por ser uma cidade de cunho industrial. As principais
atividades econdmicas sdo as industrias, a refinaria de petréleo, o comércio e a pecudria
leiteira. Entre os anos de 1985 a 2001, Sao José dos Campos obteve o maior indice de
crescimento populacional representativo para a regido do Vale do Paraiba e do Estado
de Sdo Paulo, atingindo importante posicdo entre as cidades em desenvolvimento
tecnoldgico e um acumulo de grande potencial industrial para atender a oferta de mao
de obra no Vale do Paraiba (PASIN, 2001).

O principal rio que abastece a cidade de Sdo José dos Campos é o Paraiba do
Sul, formado pela confluéncia dos rios Paraitinga e Paraibuna (Figura 1). A Bacia do rio
Paraiba do Sul abrange trés estados da Regido Sudeste: Sao Paulo (na regido conhecida
como Vale do Paraiba), metade do Estado do Rio de Janeiro e Minas Gerais (na regiao
denominada Zona da Mata Mineira). Em toda essa extensdo hd atualmente 180
municipios, 36 dos quais estdo inseridos parcialmente na Bacia (CEIVAP - Comité para
Integracdo da Bacia Hidrografica do rio Paraiba do Sul, 2001).

A populagdo urbana total da Bacia, segundo o Censo 2000, do IBGE, ¢é de
4.922.779 habitantes, sendo que desses, 2.142.397 vivem no Estado do Rio de Janeiro,
1.632.670 em Minas Gerais e 1.147.712 em Sao Paulo.

A parte paulista da Bacia esté localizada entre as coordenadas 22°24" e 23°39' de
latitude Sul e 44°10' e 46°26' de longitude Oeste, abrangendo uma édrea de drenagem de
13.605 km* (PASIN, 2001).

De acordo com o CEIVAP (2001), de maneira geral, a Bacia do rio Paraiba do
Sul apresenta clima tropical com temperatura média anual que oscila entre 18°C e 24°C.
O regime de chuvas € caracterizado por um periodo seco, que se estende de junho a

setembro, e um periodo muito chuvoso, que abrange os meses de novembro a janeiro,
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quando ocorrem as grandes cheias do rio Paraiba do Sul. Especificamente na regido que
abrange o municipio de Sdo José dos Campos, o tipo climético predominante, segundo
Setzer (1966) é Cwa (sistema Koppen), caracterizado por clima de inverno seco e verao
chuvoso, cuja temperatura do més mais frio € inferior a 18°C e a do més mais quente
nao ultrapassa os 22°C. O indice pluviométrico varia entre 1.100mm a 1.700mm anuais.

Segundo Amorim (1998), o maior problema que aflige as dreas urbanas do Vale
do Paraiba é constituido pela contamina¢do das dguas do rio Paraiba do Sul, pelos
esgotos sanitdrios e disposi¢do inadequada de residuos industriais. Cerca de 1 bilhdo de
litros de esgotos sanitdrios, praticamente sem tratamento, sdo lancados por dia, nos rios
da Bacia do rio Paraiba do Sul, além dos efluentes industriais, muitas vezes toxicos, € de
toda a espécie de lixo que a prépria populacdo atira em suas dguas. Tais problemas
ambientais agravam a qualidade das dguas, contribuindo para a degradacio da qualidade
da Bacia, que é de extrema importincia para o desenvolvimento da regido do Vale do
Paraiba.

Dos 34 municipios presentes na porcdo paulista da Bacia do Paraiba, apenas 13
tem algum tipo de tratamento de efluentes domésticos: Sao José dos Campos, Lorena,
Roseira, Pindamonhangaba, Cagapava, Igaratd, Redengdo da Serra, Natividade da Serra,
Lagoinha, Bananal, Silveiras, Jambeiro e Monteiro Lobato. Com relacdo a poluicdo
hidrica de origem industrial, apenas 18 do total de inddstrias presentes na Bacia do rio
Paraiba do Sul, concentradas principalmente ao longo do trecho da Rodovia Presidente
Dutra, entre Jacarei e Guaratinguetd, sdo responsdveis por 85% dos despejos lancados

nas dguas dos rios (AMORIM, 1998).

5.6. Padroes de qualidade de agua para a satde publica, classificacdo das
aguas (segundo resolucio CONAMA 20/1986) e o rio Paraiba do Sul

De acordo com a origem, caracteristicas, componentes, destino e uso das dguas
de ambientes Idticos, foram estabelecidos padrdes para a classificagdo das dguas. A
resolucio CONAMA (Conselho Nacional de Meio Ambiente) n° 20 de 18 de junho de
1986, estabeleceu, para o territorio nacional, os seguintes critérios de classificacdo de

dguas doces, salinas e salobras:

¢ C(lasse especial: dguas destinadas ao abastecimento doméstico em estado natural,

sem prévia ou simples desinfec¢do, preservando o equilibrio natural das
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comunidades aqudticas, com restricdes a presenca de coliformes e qualquer outro tipo

de rejeitos;

o C(lasse 1: dguas destinadas ao abastecimento doméstico apds tratamento simples de
desinfeccdo, a protecdo de comunidades aquéticas, a recreacdo de contato primario,
a irrigacdo de hortalicas e de frutas cultivadas rente ao solo e consumidas cruas e a
aqiiicultura de espécies destinadas a alimentacdo humana, com padrdes de qualidade
que restringem substincias lipidicas, microrganismos patogénicos, como
coliformes, substincias orginicas e inorgénicas, cancerigenas ou téxicas como
metais pesados, biocidas, organoclorados e fosforados, carbamatos, além de
substancias que eliminem odor, formem depoésitos e flutuem. Esses padrdes sdo

também estendidos as dguas de classes 2 e 3;

e C(lasse 2: 4guas destinadas ao abastecimento doméstico, apds tratamento
convencional, a protecio das comunidades aqudticas, a recreagdo de contato
primério (natacdo, esqui-aqudtico e mergulho), & irrigacdo de hortaligas e plantas

frutiferas e a aqiiicultura;

e C(lasse 3: dguas destinadas ao abastecimento doméstico apds tratamento
convencional, a irrigacdo de culturas arbdreas, cerealiferas e forrageiras e a

dessedentacdo de animais;

e C(lasse 4: dguas destinadas a navegacdo, a harmonia paisagistica e a outros usos
menos exigentes, com padrio de qualidade que restringe apenas os materiais

sedimentaveis, flutuantes e algumas substincias quimicas;
e (lasse 5 e 6: 4guas salinas (alto teor de cloreto de s6dio — marinha);

e C(lasses 7 e 8: dguas salobras (acentuado teor de sais como bicarbonatos, cloretos,
nitratos de célcio e magnésio), sendo diferenciadas pelo tipo de uso a que se

destinam.

De acordo com esta classificacdo o trecho do rio Paraiba do Sul, foco de estudo

desse trabalho, pertence a classe 2 (Figura 1).
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Localizacho da Bacia do e
Paratha do Sul

Fio Paraiha do 3l — Classe 2
Fio Parattinga - Classe 1
== Rio Paralbuna - Classe 1
= Mancha whana
7 Limte dos nmmicipios

i)
Figura 1. A. Localizagdo da Pacia do Rio Parafha do 5ul, gque shrange os Estados de 580 Paunlo, Iinas Gersis ¢ Fio de Janeio.

Dietalhe ern verroelho: porgio panlista da Bacla. B, Porglo panlista da Bacia e classificacfio das denas do rio Paratba do Sl e de sens
forrnadores: rio Paratbuna e vio Paraitinga, segqundo Resolugio COMNAN A 20086,
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5.7. Efluentes industriais e efluentes de refinaria de petréleo

Despejos brutos ou efluentes sdao definidos como misturas complexas de
centenas ou milhares de diferentes compostos, cada um manifestando diversidade
quimica, fisica e propriedades toxicoldgicas (HOUK, 1992).

A grande diversidade de processos e materiais utilizados nas atividades
industriais € responsavel pela variedade de produtos que podem contaminar o ambiente
(RISER & ROBERTS, 1992).

Os contaminantes ambientais podem ser separados em dois grandes grupos:
inorginicos e orginicos. Dentre os compostos inorginicos, os metais pesados e seus
derivados, cianetos e sulfetos representam papel preponderante (WIECZOREK, 2003).
Compostos organicos como pesticidas, bifenilpoliclorados (PCBs), solventes organicos
clorados, entre outros, representam também importante papel na contaminacdo. A
producdo mundial de substincias orgénicas sintéticas estd estimada em 300 milhdes de
toneladas/ano. Um estudo conduzido pela EPA (Environmental Protection Agency)
indica que os compostos organicos sdo 0s contaminantes mais comuns encontrados no
ambiente (RISER & ROBERTS, 1992).

Dentre os compostos orginicos, o petrdleo e seus derivados ocupam lugar de
destaque, devido ao enorme aumento verificado nos ultimos anos na producdo e
industrializacdo (WIECZOREK, 2003). O petréleo bruto ¢ uma mistura complexa de
hidrocarbonetos, que apresenta contaminagdes variadas de enxofre, nitrogénio, oxigénio
e metais. A composi¢cdo exata dessa mistura varia significativamente em funcio do seu
reservatorio de origem. No seu estado bruto, o petréleo tem pouquissimas aplicacdes,
servindo quase que somente como 6leo combustivel. Para que o potencial energético do
petréleo seja aproveitado ao méaximo, ele deve ser submetido a uma série de processos,
a fim de se desdobrar nos seus diversos derivados. Esses processos constituem o refino
do petrdleo (MARIANO, 2001).

Os produtos derivados do refino do petréleo sdo de grande interesse comercial.
O refino engloba etapas fisicas e quimicas de separacdo, que originam as grandes
fracdes de destilacdo. Estas fracdes sdo entdo processadas através de uma outra série de
etapas de separacdo e conversao que fornecem os derivados finais do petréleo. Refinar
petréleo é, portanto, separar as fragdes desejadas, processa-las e lhes dar acabamento, de

modo a se obterem produtos vendaveis (NEIVA, 1983).
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A importancia do refino dentro de toda a cadeia produtiva do petréleo ndo se
resume apenas ao ponto de vista estratégico. Do ponto de vista ambiental, as refinarias
sdo grandes geradoras de poluicdo. Elas consomem grandes quantidades de dgua e de
energia, produzem grandes quantidades de despejos liquidos, liberam diversos gases
nocivos para a atmosfera e produzem residuos s6lidos de dificil tratamento e disposicao
(MARIANO, 2001).

Em decorréncia de tais fatos, a indistria de refino de petréleo, pode ser, e muitas
vezes é, uma grande degradadora do meio ambiente, pois tem potencial para afetd-lo em
todos os niveis: ar, dgua, solo e, conseqiientemente, a todos os seres vivos que habitam
nosso planeta.

Os efluentes liquidos gerados sdo tratados em estacdes de tratamento de
efluentes situadas nas préprias refinarias. Apds o tratamento, os efluentes sdo entdo,
lancados em estacdes de tratamento publicas ou em corpos aquéaticos receptores, desde
que atendam a legislacio ambiental concernente. Cada etapa do processo pode
acrescentar ao efluente final, complexas misturas de substincias quimicas
(NEMEROW, 1971; BRITO, 1996; WIECZOREK, 2003).

Muitas refinarias liberam hidrocarbonetos liquidos no solo ou mesmo em 4guas
superficiais. Em algumas refinarias, a contaminacéo do solo migra, escoando para dguas
superficiais proximas. Tal problema, dependendo dos volumes liberados, é grave e
representa um substancial risco para o meio ambiente e para a saide humana
(MARIANO, 2001).

Brito (1996) destacou que as substincias encontradas com mais freqiiéncia nos
efluentes de todas as refinarias de petréleo sdo as substincias cdusticas residuais,
sulfidricas, fendlicas, amoniacais e de hidrocarbonetos. Moraes (2000b) e Braile &
Cavalcanti (1993) citaram também sdlidos em suspensdo e dissolvidos, sais, metais
pesados, cloretos, cianetos e fosfatos.

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas do efluente de refinaria de petrdleo,
enquanto a Tabela 2 fornece a relacdo dos compostos toxicos normalmente encontrados
nos efluentes de refinaria de petrdleo, assim como as respectivas concentra¢des na qual

eles se tornam téxicos para peixes.
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Tabela 1. Caracteristicas do efluente de refinaria.

Parametro Limite minimo  Limite maximo
Temperatura 22 41
pH 6,2 10,6
DBO (mg/L) 17 280
DQO (mg/L) 140 3340
Sulfatos 0 182
Cloretos 19 1080
NH3 (mg/L) 0 120
Fosforo (mg/L) 0 97
Oleo (mg/L) 23 200
Alcalinidade (mg/L) 77 356
Dureza 139 510

Fonte: Braile & Cavalcanti (1993).

Tabela 2. Compostos téxicos normalmente encontrados nos despejos de refinarias de
petréleo e limite de toxicidade a peixes.

Composto téxico Concentragdo Limite de toxicidade a peixes
média (mg/L) (mg/L)

Cadmio 0,04 0,10

Cromo 0,28 0,70
Cobre 0,07 0,15

Chumbo 0,23 2,50

Niquel 0,11 1,50
Fenol 154 40

Sulfetos 24 4
Zinco 0,17 1

Fonte: Braile &Cavalcanti (1993).

White et al. (1996) investigaram o efluente de 42 industrias, dentre as quais
refinarias de petréleo, detectando altas concentracdes de substincias genotdxicas.

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs), presentes no efluente de
refinarias, sdo descritos como os principais componentes capazes de causar danos no
DNA (HAMOUTENE et al.,, 2002), pois possuem propriedades mutagé€nicas e
carcinogénicas.

Citotoxicidade de efluentes de refinaria tem sido descrita como causa da acdo de
compostos hidrofébicos, tais como fendis substituidos e PAHs, contaminantes potencias

de efluentes de refinaria (FENT & HUNN, 1996; SCHIRMER et al., 1998).
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Schirmer et al. (2001) verificaram que o efluente de uma refinaria de petréleo do
Canad4 foi capaz de induzir citotoxicidade em linhagens de cultura de células de peixe
(Oncorhynchus mykiss).

Odeigah et al. (1997) realizaram experimentos especificamente com efluente de
industria petrolifera na Nigéria, utilizando o teste de Allium cepa. Os resultados obtidos
apontaram citotoxicidade geral, estimada pela inibicdo do crescimento das raizes,
citotoxicidade, indicada pela reducdo da atividade proliferativa e genotoxicidade,
constatada pelas altas freqiiéncias de aberracdes cromossdmicas.

Lubianca et al. (2003) avaliaram o Arroio Bom Jardim, afluente do rio Cai em
Triunfo/RS, que sofre influéncia do P6lo Petroquimico do Sul, através do ensaio do
cometa e do teste do microniicleo em Loricariichthys anus (cascudo). Os resultados
obtidos pelos autores apontaram comprometimento da qualidade do rio, resultante das

atividades da industria petroquimica.

6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Material bioldogico

O organismo teste utilizado neste trabalho foi Oreochromis niloticus
(Perciformes, Cichlidae), popularmente conhecido como tildpia do Nilo. No total foram
utilizados 80 individuos com tamanho médio de 15cm, para evitar diferencgas intra-
especificas relacionadas ao tamanho e idade dos peixes. Os espécimens, oriundos de
piscicultura (UNESP - Campus de S3o José do Rio Preto), foram trazidos ao
Departamento de Bioquimica da UNESP — Campus de Rio Claro, onde foram
aclimatados por uma semana em tanque, a temperatura média de 23°C, com sistema de

filtragem e aeracdo.

6.2. Localizacao da area de estudo e coleta das amostras de agua

A agua utilizada no presente trabalho foi coletada em maio, agosto e novembro
de 2004 e em janeiro de 2005, no rio Paraiba do Sul (Figura 2A), numa area
influenciada por uma refinaria de petréleo, localizada no municipio de Sdo José dos
Campos — SP (Figura 2B). As amostras de agua foram coletadas de barco, numa

profundidade de 30 cm e transportadas em frasco ambar até o Laboratério de
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Toxicidade de Aguas da UNESP — Campus de Rio Claro, onde foram mantidas a 4°C

até o inicio dos experimentos. Trés pontos de coleta foram estabelecidos:

Ponto 1- Montante do despejo do efluente da refinaria de petrdleo
Localizagdo: 23K0410312
UTM7441024
Ponto 2 — Local de despejo do efluente da refinaria de petréleo
Localizagao: 23K0314313

UTM7441303
Ponto 3 - Jusante do despejo do efluente da refinaria de petrdleo
Localizagao: 23K0413995

UTM7441523



B Privcipais imvdistrias de SEo0 José dos Carpos; RP:Fefitaria de petroleo
B MlaTha wrbana B Porfmetrowmbane @ Estradac e caminhos

Fonde: Adaptade do Bt drio Digital & modelos Historiograficos para Arquitebora e ﬂ
Thbaricrwe . Sdeanir Pereira dos Sados — 1999 - FATIIISP. Escala sprosinada de 1:215000,

Figura 2, A. Fio Paratha do 5ul e localizagdo dos pontos de coleta de dgua. PL:
montante do despejo; F2: local do despejo do efluente da refinaria de petrdleo; P35
jusante do despejo. B. Wiurdcipio de 330 Jozé dog Carapeos e localizagio de suas
principais indidstrias. BRP: Refinatia de petralea.
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6.3. Bioensaio
Para o bioensaio foram utilizados 4 aqudrios. Em um deles, foi realizado o teste
controle com dgua de pogo artesiano. Nos 3 aqudrios restantes foram colocadas as
amostras de dgua oriundas das coletas realizadas. Cada aqudrio recebeu 12 litros de
dgua, que permaneceu aerando por 48 horas. Apds esse periodo, 5 peixes foram
colocados aleatoriamente em cada aqudrio, onde permaneceram por 72 horas, para
serem assim estimados os efeitos dos possiveis contaminantes das dguas do rio Paraiba

do Sul.

6.4. Preparacao das laminas para ensaio do cometa

A metodologia utilizada foi para o ensaio do cometa foi a técnica alcalina
descrita por Singh et al. (1988), com algumas modificagdes. Primeiramente, laminas
foram mergulhadas em agarose normal (ponto de fusdo normal) 1,5% a 60°C, secas e
armazenadas em geladeira. Apds puncgdo cardiaca com seringas heparinizadas, uma
amostra de 5 pl do sangue dos peixes foi diluida em 1.000 pl de soro bovino fetal. As
laminas pré-gelatinizadas foram montadas com 10 pl da suspensdo celular + 120 pl de
agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%), a 37° C. Uma laminula foi adicionada sobre
cada lamina e a seguir as mesmas permaneceram na geladeira por 20 minutos para
solidificacdo do gel. Apds este periodo, as laminulas foram removidas e as laminas
foram mantidas em solugéo de lise gelada e recém preparada (1ml de triton X-100, 10
ml de DMSO e 89ml de solucido de lise estoque, pH 10,0 — solucdo estoque: NaCl 2,5M,
EDTA 100mM, Tris 10mM, 8,0g de NaOH sdlido, 10g de lauryl sarcosinato sédico
para l1litro), em geladeira, por no minimo 1 hora, sob protecdo da luz. A solucdo de lise
¢ uma solu¢do detergente contendo altas concentracdes de sais, que promovem a
desintegracdo das membranas celulares. Apds a lise, as 1aminas foram transferidas para
uma cuba horizontal de eletroforese contendo tampdo alcalino (NaOH 300mM + EDTA
ImM, pH ~13) a 4°C. A cuba foi disposta num banho de gelo e a corrida de eletroforese
foi realizada com voltagem constante (25V) e amperagem de 280-300mA, por 20
minutos. Durante o tratamento alcalino, ocorre o relaxamento e a desespiralizacdo dos
sitios de rompimento da molécula de DNA. As laminas foram, a seguir, neutralizadas
com tampdo (Tris 0,4M-HCIl, pH 7,5) por 15 minutos para a remocdo de sais e

detergentes, secas a temperatura ambiente e fixadas em etanol 100% por 10 minutos
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para precipitar o DNA e secar a agarose. Todos os passos acima foram realizados na
auséncia de luz.

As laminas foram secas a temperatura ambiente e estocadas. A coloragdo foi
realizada com solucdo aquosa de brometo de etidio (0.02 mg/ml) no momento da
andlise. O brometo de etidio € um agente intercalante de DNA que emite fluorescéncia
quando exposto a radiacdo UV. Para cada peixe foram analisados aleatoriamente 100
nucledides, num total de 500 por ponto de coleta mais o tratamento controle. Foi
utilizado microscépio de fluorescéncia, filtro B — 34 (excitagdo: i=420n-490nM,
barreira: I= 520 nM), em objetiva de 40x.

Para a quantificacdo de migracdo e andlise de distribuicdo dos cometas, dois
parametros de genotoxicidade foram utilizados: classificagdo visual dos
cometas/nucledides segundo Kobayashi et al. (1995) e score do dano.

De acordo com a migracdo dos fragmentos de DNA, os nucledides foram
classificados em:

¢ classe 0: nenhum dano, ou seja, nucledides que ndo apresentaram cauda;

* classe 1: pequeno dano, ou seja, nucledides apresentando um tamanho de

cauda inferior ao didmetro da cabega;

¢ classe 2: dano médio, ou seja, com nucledides apresentando um tamanho de

cauda equivalente a uma ou duas vezes o tamanho do didmetro da cabega;

¢ classe 3: dano grande, ou seja, com nucledides apresentando o tamanho da

cauda superior a duas vezes o didmetro da cabeca.

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). Os
nucledides totalmente fragmentados ndo foram considerados, pois representam células
em processo de morte celular (HARTMANN & SPEIT, 1997). Para anélise estatistica

foi utilizado o teste do x°.

6.5. Teste do micronucleo

De cada animal foi retirado em torno de 0,3cc de sangue, por meio de puncio
cardiaca, realizada com seringas heparinizadas. Logo apds a pung¢do, a agulha foi limpa
com papel absorvente, para evitar a contaminacdo do sangue com liquido corporal e
muco. A primeira gota foi descartada para evitar contaminag¢io do sangue por fluidos

corpdreos, as gotas posteriores foram utilizadas para confec¢@o das laminas por meio da
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técnica de esfregaco (extensdes sangiiineas). Estas gotas praticamente ndo contém
heparina que, em excesso, pode alterar a permeabilidade da membrana e,
conseqiientemente, prejudicar a coloragdo.

Foram realizadas trés extensdes sangiiineas para cada individuo. O material foi
fixado em metanol absoluto por 10 minutos e depois de 24 horas as laminas foram
submetidas a uma hidrélise em HCI 1N por 11 minutos em banho-maria a 60 °C. Em
seguida as laminas foram lavadas em dgua destilada e colocadas em Reativo de Schiff
por duas horas.

Para cada peixe foram analisados 3.000 eritrécitos, sob objetiva de imersdo
(aumento 1000 X), para a determinagdo da freqiiéncia de células micronucleadas.
Alguns critérios foram adotados para a identificacdo de micronidcleos (HUBER et al.
(1983): boa preservagdo e coloracido do citoplasma e nicleo; micronticleo e o niicleo
principal dentro do mesmo citoplasma; auséncia de conexao entre niicleo e microntcleo,
didametro méaximo do microndcleo ndo deve ultrapassar a metade do nicleo (se for
maior, a célula é considerada binucleada); manutencdo da esfericidade do nucleo e
microndcleo. Durante a andlise citoldgica, muitas preparacdes apresentaram uma
freqiiéncia relativamente alta de eritrécitos em processo de morte celular, células
binucleadas, brotos celulares, broken-eggs e anormalidades da morfolgia nuclear
(CARRASCO et al., 1990). Por este motivo, decidiu-se anotar também suas
freqiiéncias.  As anormalidadadaes descritas por Carrasco et al. (1990) foram
conjuntamente consideradas para a andlise estatistica, pois a origem das mesmas ainda
néo estd totalmente esclarecida (AYLLON & GARCIA-VAZQUEZ, 2001).

O teste estatistico utilizado para comparagdo dos resultados de cada grupo de

tratamento, com o tratamento controle foi o Qui-quadrado (xz).

6.6. Dados meteorologicos da regiao

Dados climatolégicos da Estacdo Metereoldgica de Superficie de Sdo José dos
Campos referentes aos meses de coleta de amostras de dgua do rio Paraiba do Sul,
foram obtidos junto ao Departamento de Controle de Espaco Aéreo — Servigo de
Protecdo ao V6o de Sdo Paulo. Os dados levantados foram: média mensal das
temperaturas minima e maxima, umidade relativa do ar, precipitagdo total e nimero

total de dias chuvosos.
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7. RESULTADOS

Durante a realizacdo desta dissertacdo foram produzidos dois artigos, os quais

estdo em fase de envio para revistas especializadas.

ARTIGO 1.

Ensaio do cometa em eritrocitos de Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae)
para avaliacdo do potencial genotéxico do rio Paraiba do Sul, numa area sob
influéncia de uma refinaria de petréleo.

Tatiana da Silva Souza & Carmem Silvia Fontanetti

ARTIGO 2.

Avaliacao da qualidade da agua do rio Paraiba do Sul, que recebe efluente de
refinaria de petréleo por meio da inducdo de micronticleos e de outras
anormalidades nucleares em eritrocitos de Oreochromis niloticus (Perciformes,
Cichlidae).

Tatiana da Silva Souza e Carmem Silvia Fontanetti
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Ensaio do cometa em eritrocitos de Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae)
para avaliacao do potencial genotéxico do rio Paraiba do Sul, numa area sob

influéncia de uma refinaria de petroleo

Resumo

A contaminagdo de 4guas de rios que recebem efluentes industriais tem sido
avaliada, nos tultimos anos, através de ensaios bioldgicos e da mensuracdo de danos
ocorridos no DNA de organismos expostos as dguas poluidas. O presente trabalho
apresenta os resultados da avaliagdo da qualidade da dgua do rio Paraiba do Sul, numa
area influenciada por uma refinaria de petrdleo. Para tal finalidade, o ensaio do cometa
foi aplicado em eritrécitos de Oreochromis niloticus expostos as amostras de dgua do rio,
coletadas em diferentes épocas do ano. As amostras foram coletadas em trés pontos
distintos: montante do despejo do efluente da refinaria (ponto 1), no local de despejo
(ponto 2) e a jusante do despejo (ponto 3). Agua de poco artesiano foi utilizada como
controle. Em todos os meses de coleta, as freqiiéncias de nucledides pertencentes as
classes 2 e 3 (classificados segundo Kobayashi et al., 1995), foram significativas em
relacdo ao controle para os pontos correspondentes ao local do despejo do efluente da
refinaria e a jusante do mesmo. Os resultados indicaram a presenca de substincias com
potencial genotdxico no rio Paraiba do Sul, na regido influenciada pela refinaria de
petréleo. Concluimos também, que o ensaio do cometa poderia ser rotineiramente
requerido pelos Orgdos governamentais para deteccdo de agentes potencialmente

poluidores, que sdo langados no meio aquético.

Palavras-chave: genotoxicidade, Oreochromis niloticus, biomonitoramento, ensaio do

cometa.
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1. Introducao

A manuten¢do do equilibrio de ecossistemas aqudticos e terrestres depende,
fundamentalmente, da qualidade de seus mananciais de dgua. Por esta razdo, faz-se
necessdrio um bom entendimento do nivel de exposicio e do impacto de agentes
genotdxicos no meio ambiente.

Lesdes no DNA de organismos que habitam ecossistemas aqudticos t€ém sido
associadas com reducdo no crescimento, desenvolvimento anormal e redugdo da
sobrevivéncia de embrides, larvas e adultos (LEE et al., 1999; STEINERT, 1999).

Uma variedade de métodos t€m sido desenvolvidos para a deteccdo de lesdes no
DNA. Uma das técnicas mais recentes € o ensaio do cometa, capaz de detectar quebras no
material genético das células (SINGH et al., 1988). As quebras podem ser introduzidas
diretamente por compostos genotoxicos, através da inducdo de apoptose ou necrose,
secundariamente através da interagdo com espécies reativas de oxigénio ou como
conseqiiéncia da excisdo de enzimas de reparo (PARK et al., 1991; EASTMAN &
BARRY, 1992; SPEIT & HARTMANN, 1995).

Demonstracdes da correlagdo positiva de quebras na fita de DNA, com
propriedades genotdxicas de poluentes ambientais, t€ém permitido a aplicagdo do ensaio
do cometa nos estudos de Genética Toxicoldgica e biomonitoramento de ecossistemas
aquaticos (TICE, 1995; MITCHELMORE & CHIPMAN, 1998). Entretanto, dados
utilizando o ensaio do cometa em peixes t€m sido reportados somente nos dltimos anos
(RUSSO et al., 2004).

Comparado com outros testes de genotoxicidade, a vantagem do ensaio do cometa
consiste na deteccdo de pequenos danos no DNA, no pequeno nimero de células
requeridas para o teste, flexibilidade, baixo custo, facil aplicacdo, habilidade de conduzir
o0 experimento com pequena quantidade da substncia teste e curto periodo de tempo para
a realizag@o do experimento (TICE, 2000).

Este trabalho objetivou aplicar o ensaio do cometa em eritrécitos de Oreochromis
niloticus (tilapia) para avaliacdo da qualidade da 4gua do rio Paraiba do Sul, numa area
influenciada por uma refinaria de petréleo. Além de ser uma espécie de ampla
distribuicdo geogrifica e de ser comercialmente importante, O. niloticus constitui

excelente sistema-teste para ensaios laboratoriais, sendo freqiientemente utilizada para a
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investigacdo da toxicidade de substincias contaminantes de ecossistemas aquaticos
(ALVES-COSTA, 2001, CAVAS & ERGENE-GOZUKARA, 2003).

A avaliagdao da possivel genotoxicidade do rio Paraiba do Sul, provocada pelo
despejo do efluente da refinaria de petrdleo é necessdria, pois este rio é extremamente
importante para a regido do Vale do Paraiba e para os Estados da regido Sudeste do pais,
visto que a populacdo local depende de suas dguas para consumo, para as atividades
econdmicas, de subsisténcia e lazer. Além disso, a manutencdo da qualidade da dgua do
Paraiba do Sul é imprescindivel para os seres vivos componentes da fauna e flora

presentes neste ecossistema.

2. Material e Métodos

2.1. Material biolégico

O organismo teste utilizado neste trabalho foi Oreochromis niloticus
(Perciformes, Cichilidae), popularmente conhecido como tildpia do Nilo. No total foram
utilizados 80 individuos com tamanho médio de 15cm. Os espécimens, oriundos de
piscicultura (UNESP - Campus de S@o José do Rio Preto), foram trazidos ao Laboratério
de Toxicidade de Aguas da UNESP de Rio Claro, onde foram aclimatados por uma

semana em tanque, a temperatura média de 23°C, com sistema de filtragem e aeracao.

2.2. Area de estudo e coleta das amostras de agua

Amostras de dgua foram coletadas ao longo do rio Paraiba do Sul, municipio de
Séo José dos Campos, numa area influenciada por uma refinaria de petrdleo. As coletas
foram sazonais realizadas nos meses de maio, agosto € novembro de 2004 e em janeiro de
2005. Trés pontos de coleta foram estabelecidos: Ponto 1 (P1) - montante do despejo
(localizagdo: 23K0410312, UTM7441024); Ponto 2 (P2) - despejo da refinaria de
petréleo (localizacdo: 23K0314313, UTM7441303) e Ponto 3 (P3) - jusante do despejo
(localizagdo: 23K0413995, UTM7441523). As amostras de 4agua coletadas foram
transportadas em frasco dmbar, no gelo, até o Departamento de Bioquimica da UNESP de
Rio Claro, onde permaneceram a 4°C até o inicio do experimento.

Dados climatolégicos da Estacdo Meteoroldgica de Superficie de Sao José dos
Campos referentes aos meses de coleta de amostras de dgua do rio Paraiba do Sul, foram

obtidos junto ao Departamento de Controle de Espaco Aéreo — Servigo de Protegdo ao
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V6o de Sao Paulo (Tabela 1). Maio e agosto de 2004 corresponderam aos meses com
menor indice pluviométrico, constituindo a estacdo seca, enquanto novembro de 2004 e

janeiro de 2005, a estag¢do chuvosa.

2.3. Bioensaio

Para o bioensaio foram utilizados 4 aqudrios. Em um deles foi realizado o teste
controle com 4dgua de poco artesiano. Nos 3 aqudrios restantes foram colocadas as
amostras de dgua oriundas das coletas realizadas. Cada aquério recebeu 12 L de dgua, que
permaneceu aerando por 48 horas. Apds esse periodo, 5 peixes foram colocados
aleatoriamente em cada aqudrio, onde permaneceram por 72 horas, para serem assim
estimados os efeitos dos possiveis contaminantes das dguas do rio Paraiba do Sul.

Durante o experimento os animais ndo foram alimentados.

2.4. Ensaio do cometa

A metodologia utilizada para o ensaio do cometa foi a descrita por Singh et al.
(1988), apds algumas modificacdes. Primeiramente, ldminas foram mergulhadas em
agarose normal (ponto de fusdo normal) 1,5% a 60°C, secas e armazenadas em geladeira.
Amostras de sangue foram obtidas por pung¢do cardiaca com seringas heparinizadas. Uma
amostra de 5 pl do sangue dos peixes foi diluida em 1.000 pl de soro bovino fetal. As
laminas foram montadas com 10 pl da suspenséo celular + 120 pul de agarose de baixo
ponto de fusdo (0,5%), a 37° C. As laminas foram mantidas em solucdo de lise (1ml de
triton X-100, 10 ml de DMSO e 89ml de solucdo de lise estoque, pH 10,0 — solucdo
estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, ~8,0g de NaOH sdlido, 10g de lauryl
sarcosinato sodico para llitro), em geladeira, por no minimo 1 hora. Apds a lise, as
laminas foram transferidas para cuba de eletroforese contendo tampdo (NaOH 300mM +
EDTA 1mM, pH ~13) 2 4°C, em corrente de 25V, 300mA. As laminas permaneceram 20
minutos na cuba antes da corrida de eletroforese e foram, a seguir, neutralizadas com
tampdo (Tris 0,4M-HCI, pH 7,5) por 15 minutos, secas a temperatura ambiente e fixadas
em etanol 100% por 10 minutos. A coloragdo foi feita com brometo de etidio (0.02
mg/ml). Para cada peixe foram analisados aleatoriamente 100 nucledides. Foi utilizado
microscopio de fluorescéncia, filtro B — 34 (excitacdo: 1=420n-490nM, barreira: I= 520
nM), em objetiva de 40x. Os nucledides foram classificados visualmente de acordo com a

migracdo dos fragmentos em: classe 0: nenhum ou pouco dano; classe 1: pequeno dano;
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classe 2: médio dano; classe 3: grande dano (KOBAYASHI et al., 1995). Também foram
verificados os escores de cada tratamento. O teste do x” foi utilizado para comparar a
freqii€ncia de nucledides com danos, em cada classe de migracdo, de cada ponto de coleta

com o tratamento controle.

3. Resultados

A andlise dos resultados do ensaio do cometa aplicado em eritrécitos de
Oreochromis niloticus, expostos as amostras de agua do rio Paraiba do Sul, em diferentes
épocas do ano, indicou alta genotoxicidade na drea influenciada pela refinaria de
petréleo.

Neste estudo, a freqiiéncia de nucledides em cada classe de migracdo e o escore
do dano foram utilizados como pardmetros de genotoxicidade. Foram observadas todas as
classes de migracdo dos cometas, segundo a classificacdo de Kobayashi et al. (1995)
(Figura 1).

Analisando a distribui¢do dos cometas em cada classe, verificou-se que, em todos
os meses de coleta, a freqii€éncia de nucledides pertencentes as classes 2 e 3 (danos mais
severos ao DNA) foram significativas em relacdo ao controle para os pontos
correspondentes ao local do despejo do efluente da refinaria (ponto 2) e a jusante do
mesmo (ponto 3) (Figura 2A - D, Tabelas 2 - 5); este fato também pdde ser percebido
através da andlise do escore do dano, cujos menores valores foram observados no
controle e na montante e os maiores valores nos pontos 2 e 3 (Tabelas 2 - 5). Entretanto,
em agosto de 2004, as freqiiéncias de nucledides pertencentes as classes 1, 2 e 3 também
diferiram estatisticamente na montante (ponto 1), sendo que, neste ponto de coleta, a

maioria dos cometas pertenceu a classe 1 (Figura 2B, Tabela 3).

4. Discussao

Os resultados positivos para o ensaio do cometa, em todos os meses de coleta,
principalmente nos pontos 2 e 3, sugerem que o efluente final da refinaria de petréleo
lancado neste local, estéd influenciando a qualidade da dgua do rio Paraiba do Sul.

Exposicdes a agentes genotoxicos, presentes no meio aqudtico, podem levar a

perda da integridade do DNA, como demonstrado neste estudo, pelo alto indice de
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quebras, resultando em cometas de classes 2 e 3, encontradas no material genético dos
eritrocitos de Oreochromis niloticus.. Entretanto, o significado biolégico do ensaio do
cometa ainda ndo estd totalmente esclarecido, uma vez que as quebras no DNA
detectadas por esta técnica, podem ser formadas através de varios mecanismos (ROJAS et
al., 1999).

De acordo com Kamman et al. (2001), a fragmentacio ou quebra de fitas de DNA
¢ considerada uma lesdo potencialmente pré-mutagénica, pois tais quebras estdo
correlacionadas com muitas propriedades mutagénicas e carcinogé€nicas de diversos
poluentes ambientais. As quebras que ocorrem na dupla fita de DNA sdo mais relevantes,
pois s@o mais dificeis de serem reparadas, podendo constituir, posteriormente, lesdes
letais ou mutagénicas nos organismos expostos (COLLINS et al., 1997). Pessoas que
venham a beber dgua poluida também correm o risco de sofrer efeito genotdxico similar e
desenvolver varias doengas a longo prazo (DE FLORA et al., 1993; PARANIJPE et al,,
1994)

Geralmente, vérios fatores afetam o grau de polui¢do de um rio, como condicdes
hidrolégicas e climdticas do ecossistema. Variagdes sazonais desses fatores tem um
grande efeito na concentragdo de poluentes no meio aquitico (VEGA et al., 1998,
FERREIRA et al., 1994).

Neste trabalho, diferencas sazonais foram observadas no més de agosto, em que
foi detectada a presenca de agentes genotdxicos na montante do despejo. Provavelmente,
esses agentes, capazes de causar pequenos danos nos eritrécitos de Oreochromis
niloticus, sdo provenientes de uma fonte de poluicdo localizada acima do despejo do
efluente da refinaria de petréleo. No més de agosto, a incidéncia de chuvas é escassa na
regido estudada e, portanto, o volume de dgua do rio tende a diminuir. Provavelmente,
esse fator contribuiu para uma maior concentragdo de poluentes na montante. Nos outros
meses do ano, nao foi observada nenhuma influéncia sazonal.

Embora, ainda sejam escassos os estudos em que o ensaio do cometa in vivo é
aplicado em espécies de peixes, nossos resultados confirmaram a utilizacdo desta técnica
como uma ferramenta bastante sensivel para a deteccdo de genotoxicidade no meio
aquético, corroborando com os resultados obtidos por Pandrangi et al. (1995) e Russo et
al. (2004).

O rio Paraiba do Sul ndo é considerado poluido pela populacdo e autoridades

locais, sendo permitido qualquer tipo de atividade em suas dguas. Contudo, seria
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conveniente que os antigos conceitos de poluicdo fossem revistos, uma vez que, no
presente estudo, ficou evidente o potencial de risco de suas dguas, principalmente no
ponto de despejo da refinaria de petréleo sobre o sistema-teste utilizado. Apesar deste
efluente receber tratamento antes de ser langado no rio, diante dos resultados obtidos
neste trabalho, constatou-se que tal tratamento ndo é eficiente para a eliminacdo de
agentes genotoxicos. A continuidade de estudos bioldgicos, para a deteccdo de
genotoxicidade é de extrema importancia para monitorar os locais mais comprometidos
do rio Paraiba do Sul. Tal monitoramento poderia levantar subsidios para a melhoria da

qualidade do efluente das industrias potencialmente poluidoras.
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Tabela 1. Dados ambientais da cidade de Sdo José dos Campos — SP referentes aos
periodos de coleta das amostras de dgua do rio Paraiba do Sul.

Periodo de Temperatura Temperatura Umidade Precipitacio N° total

coleta maxima (°C) minima (°C) Relativa Total (mm) de
do Ar dias
(%) chuvosos
Maio/2004 24,60 17,92 45,36 3,41 10
Agosto/2004 20,24 12,30 57,35 2,0 2
Novembro/2004 25,00 22,00 73,00 85,0 15
Janeiro/2005 26,00 23,00 84,00 101,0 18

Nota: Os valores acima foram obtidos a partir das médias de medidas didrias.
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Tabela 2. Genotoxicidade das dguas do rio Paraiba do Sul, através do ensaio do cometa aplicado

em eritrocitos de Oreochromis niloticus. Coleta: Maio de 2004.

Ponto de Total de Total de Classe Escores
coleta nucledides nucledides
analisados com cometa
0 1 2 3
100 7 93 3 4 0 11
100 5 95 0 5 0 10
Controle 100 25 75 18 7 0 32
100 15 85 14 1 0 16
100 15 85 11 1 3 22
Total 500 67 433 46 18 3 x = 18,2
100 14 86 5 5 4 27
100 16 84 5 10 1 28
Ponto 1 100 15 85 15 0 0 15
(montante) 100 27 73 14 10 3 43
100 18 82 12 5 1 25
Total 500 90 410 51 30 9 x =27,6
100 90 10 15 35 40 205
100 94 6 18 45 31 201
Ponto 2 100 90 10 15 35 40 205
(despejo) 100 95 5 10 10 75 255
100 98 2 7 35 56 245
Total 500 467 33 65 160%** 242%%  x=222,2
100 98 2 13 20 65 248
100 98 2 15 25 58 239
Ponto 3 100 95 5 10 20 65 224
(jusante) 100 81 19 18 30 33 177
100 95 5 6 14 75 259
Total 500 467 33 62 109%** 296** x=12294

Nota: os valores seguidos de ** diferiram significativamente (p<0,001) em relagdo ao controle.

Classificag@o das classes de migracdo segundo Kobayashi et al. (1995).
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Tabela 3. Genotoxicidade das dguas do rio Paraiba do Sul, através do ensaio do cometa aplicado em
eritrocitos de Oreochromis niloticus. Coleta: Agosto de 2004.

Ponto de Total de Total de Classe Escores
coleta nucledides nucledides com
analisados cometa
0 1 2 3
100 20 80 10 10 0 30
100 7 93 0 0 7 21
Controle 100 29 71 4 10 15 69
100 28 72 18 5 5 43
100 15 85 15 0 0 15
Total 500 99 401 47 25 27 x=35,6
100 70 30 50 20 0 90
100 76 24 33 19 24 143
Ponto 1 100 52 48 27 24 1 78
(montante) 100 46 54 15 7 24 101
100 52 48 11 26 15 108
Total 500 296 204 136%* 96+* 64* x=104
100 84 16 11 35 38 195
100 100 0 1 39 60 259
Ponto 2 100 86 14 29 42 15 158
(despejo) 100 93 7 14 47 32 204
100 99 1 19 14 66 245
Total 500 462 38 74 177%%* 211%*%  x=212,2
100 70 30 0 33 37 177
100 99 1 4 26 69 263
Ponto 3 100 89 11 26 40 23 175
(jusante) 100 74 26 2 20 52 198
100 97 3 30 26 41 205
Total 500 429 71 62 145%* 222%*%  x=203,6

Nota: os valores seguidos de ** diferiram significativamente (p<0,001) em relacdo ao controle. Os valores
seguidos de * diferiram significativamente (p<0,01)em relag@o ao controle.
Classificag@o das classes de migracdo segundo Kobayashi et al. (1995).
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Tabela 4. Genotoxicidade das dguas do rio Paraiba do Sul, através do ensaio do cometa aplicado em
eritrocitos de Oreochromis niloticus. Coleta: Novembro de 2004.

Total de Total de

Ponto de nucledides  nucleodides Classe Escores
coleta .
analisados com cometa
0 1 2 3
100 47 53 17 20 10 87
100 30 70 15 10 5 50
Controle 100 55 45 0 23 32 142
100 25 75 11 7 7 46
100 41 59 10 27 4 76
Total 500 198 302 53 87 58 x=80,2
100 60 50 20 20 10 90
100 37 63 12 25 0 42
Ponto 1 100 41 59 21 10 10 71
(montante) 100 40 60 10 15 15 85
100 45 59 20 15 6 68
Total 500 223 291 83 85 41 x=71,2
100 85 15 18 25 42 194
100 98 2 13 38 47 230
Ponto 2 100 90 10 26 49 15 169
(despejo) 100 97 3 18 32 47 223
100 98 2 20 73 5 211
Total 500 468 32 95+ 217%* 156%** x=205,4
100 97 3 12 21 64 246
100 90 10 10 20 60 230
Ponto 3 100 74 26 27 32 15 136
(jusante) 100 85 15 18 42 25 177
100 90 10 14 35 41 207
Total 500 436 64 81 150% 205%* x=199,2

Nota: os valores seguidos de ** diferiram significativamente (p<0,001) em relacdo ao controle. Os valores
seguidos de * diferiram significativamente (p<0,01)em relacdo ao controle.
Classificag@o das classes de migracdo segundo Kobayashi et al. (1995).
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Tabela 5. Genotoxicidade das dguas do rio Paraiba do Sul, através do ensaio do cometa aplicado em
eritrocitos de Oreochromis niloticus. Coleta: Janeiro de 2005.

Ponto de Total de Total de Classe Escores
coleta nucledides nucledides
analisados com cometa
0 1 2 3
100 14 86 14 0 0 14
100 3 97 0 0 3 3
Controle 100 17 83 14 3 0 20
100 35 65 25 5 5 50
100 35 65 12 23 0 58
Total 500 104 396 65 31 8 x =29
100 31 69 31 0 0 31
100 15 85 5 10 0 25
Ponto 1 100 24 76 24 0 0 24
(montante) 100 35 65 12 20 3 61
100 36 64 22 5 9 59
Total 500 141 359 94 35 12 x =40
100 97 3 58 14 25 161
100 97 3 39 32 26 181
Ponto 2 100 93 7 5 11 77 258
(despejo) 100 99 1 24 43 32 206
100 98 2 19 30 49 177
Total 500 484 16 145%* 130%* 209%* x =196,6
100 93 7 44 44 5 147
100 90 10 20 27 43 203
Ponto 3 100 92 8 8 24 60 236
(jusante) 100 97 3 19 24 54 229
100 81 19 5 50 26 183
Total 500 453 47 96 169+* 188+ x =199,6

Nota: os valores seguidos de ** diferiram significativamente (p<0,001) em relag¢do ao controle.
Classificagdo das classes de migracdo segundo Kobayashi et al. (1995).



Figura 1. Erssio do cometa e eritrdeitos de Oreochrons Laoficus, apos exposigio 4s 4mas do 1o Paratba do Sul A, Classe 0 (DHA

mitacta); B. Classe 1 (DMA corabaim ndvel de dano); C. Classe 2 (DNA com nfvel médio de dano);, D. Classe 3 (DA cora ndvel alta de
dano). Lumento 1000x.

Hota: classificacin dos micledides segundo Eobayashi ot al (1295).
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Avaliacao da qualidade da agua do rio Paraiba do Sul, que recebe efluente de
refinaria de petréleo, por meio do teste do microniicleo e de alteracoes nucleares em

eritrocitos de Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae)

Resumo

O teste do micronicleo e de alteragdes nucleares foi aplicado em eritrécitos de
Oreochromis niloticus, para avaliagdo da qualidade da dgua do rio Paraiba do Sul, numa
area que recebe efluente de uma refinaria de petréleo, localizada no municipio de Sdo José
dos Campos, Brasil - SP. As amostras de 4gua foram coletadas nos meses de maio e agosto
de 2004 (estacdo seca) e em novembro de 2004 e janeiro de 2005 (estacdo chuvosa), em
tr€s pontos distintos, totalizando 12 amostras. Foi possivel detectar a presenga de
substancias com potencial clastogénico e/ou aneugénico e substincias com potencial
citotoxico, principalmente no local correspondente ao despejo do efluente da refinaria de
petréleo. A maior incidéncia de microntcleos e de alteracdes nucleares ocorreu nos meses
de maio e agosto, enquanto os resultados biolégicos obtidos nos meses de novembro e
janeiro ndo foram significativos, a nio ser pela freqiiéncia significativa de células em
processo de morte celular no més de novembro. Provavelmente, este processo contribui

para a eliminacdo de células com lesdes pré- mutagénicas/mutagénicas.

Palavras-chave: Teste do micronucleo, Oreochromis niloticus, mutagenicidade,

biomonitoramento, petréleo.
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1. Introducao

Microntcleos podem ser formados a partir da interacdo de agentes quimicos, fisicos ou
biolégicos com alvos ndo gendmicos, como o fuso mitdtico e o cinetécoro, promovendo distirbios
na maquinaria mitdtica e, conseqiientemente, mal segregacdo dos cromossomos. Esses agentes
podem também atuar diretamente no DNA, gerando quebras cromossOmicas, que podem ser
visualizadas e quantificadas através do teste do microntcleo.

O teste do micronicleo vem sendo aplicado para avaliar a mutagenicidade ambiental
através de bioindicadores da qualidade dos ecossistemas. Conseqiientemente, para a avaliacdo da
qualidade do meio aqudtico, este teste tem sido realizado em diversos organismos, como
mexilhdes [1] e, principalmente peixes [2].

Além de constituir uma ferramenta importante para diagnosticar o meio ambiente, apds
influéncias antrépicas, uma elevacdo da freqiiéncia de micronticleos pode detectar a presenca de
agentes mutagénicos, podendo ainda indicar um aumento na probabilidade da ocorréncia de uma
alteracdo cromossOmica especifica, estrutural ou numérica, que desencadeie a expressdo de um
oncogene relacionado com a transformacao neopldsica [3].

Durante a andlise de micronticleos, alguns pesquisadores t&ém observado a existéncia de
outras anormalidades nucleares, sugerindo que estas devem ser contadas concomitantemente a
andlise convencional de micronticleos [4-7]. Essas anomalias estdo relacionadas aos erros que
ocorrem durante a divisdo celular, com os processos de morte celular - necrose e apoptose, e com
genotoxicidade e/ou mutagenicidade [8-10]. Em peixes, algumas dessas alteragdes nucleares, t€m
sido reportadas, apds a exposi¢cdo a agentes quimicos ou dguas poluidas [11].

A formacdo de alteracdes da morfologia do envoltério nuclear, descritas por Carrasco et al.
[12] como “blebbed”, “lobed” e “notched” também té€m sido reportadas em eritrocitos de peixes,
como conseqiiéncia a exposi¢do de contaminantes ambientais e quimicos com acdo genotoxica,
mutagénica ou carcinogénica conhecida, embora o mecanismo de formacgdo dessas anormalidades
ainda ndo tenha sido esclarecido [13-15].

Neste trabalho, o teste do microndcleo e de anormalidades nucleares em eritrocitos de
Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae) foram utilizados para diagnosticar a qualidade do
rio Paraiba do Sul, numa 4rea onde se localiza uma refinaria de petréleo (Sao José dos Campos-
SP). Esta refinaria lanca seu efluente, apds tratamento, diariamente nas aguas deste rio. O
tratamento € realizado por meio de floculacéo, flotacdo, lagoas aeradas, lodo ativado, biodisco e

lagoas de maturacdo. O diagndstico ambiental desta drea, faz-se necessdrio, pois este efluente pode
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conter substancias deletérias ao material genético dos seres vivos que entrem em contato com
essas aguas, podendo afetar, inclusive, a satide humana.

Além disso, sabendo-se que variacdes sazonais podem ter um grande efeito na
concentracdo de poluentes na dgua de rios, resultantes da combinacdo de condi¢des naturais e
antrdpicas, tais como mudangas no corpo hidrico devido a maior ou menor indice pluviométrico
[16] foi também objetivo deste trabalho avaliar a possivel influéncia da sazonalidade sobre os

resultados bioldgicos obtidos.

2. Material e Métodos

2.1. Material biolégico

O organismo-teste utilizado foi Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae),
popularmente conhecido como tildpia do Nilo. No total foram utilizados 80 individuos com
tamanho médio de 15cm, para evitar diferencas intra-especificas relacionadas ao tamanho e idade
dos peixes. Os espécimens, oriundos de piscicultura (UNESP — Campus de Sdo José do Rio
Preto), foram trazidos ao Laboratério de Toxicidade de Aguas da UNESP — Campus de Rio Claro,
onde foram aclimatados por uma semana em tanque, a temperatura média de 23°C, com sistema de

filtragem e aeracdo.

2.2. Area de estudo e coleta de agua

Amostras de dgua foram coletadas ao longo do rio Paraiba do Sul, municipio de Sdo José
dos Campos, numa darea influenciada por uma refinaria de petréleo (Figura 1). As coletas foram
realizadas nos meses de maio, agosto e novembro de 2004 e em janeiro de 2005. Trés pontos de
coleta, distantes S00m um do outro, foram estabelecidos: Ponto 1 (P1) - montante do despejo;
Ponto 2 (P2) — local de despejo do efluente da refinaria de petréleo e Ponto 3 (P3) - jusante do
despejo. As amostras foram coletadas numa profundidade de 30 cm e transportadas em frasco
ambar, em gelo, até o Laboratério de Toxicidade de Aguas da UNESP - Campus de Rio Claro,
onde permaneceram a 4°C até o inicio do experimento.

Dados climatolégicos da Estacdo Meteoroldgica de Superficie de Sdo José dos Campos,
referentes aos meses de coleta de amostras de dgua do rio Paraiba do Sul, foram obtidos junto ao
Departamento de Controle de Espago Aéreo — Servico de Prote¢do ao Voo de Sao Paulo (Tabela

1). De acordo com esses dados, maio e agosto de 2004 corresponderam aos meses com menor
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indice pluviométrico, constituindo a estagc@o seca, enquanto novembro de 2004 e janeiro de 2005,

constituiram a estacdo chuvosa.

2.3. Bioensaio

Para o bioensaio foram utilizados 4 aquédrios. Em um deles foi realizado o teste controle
negativo com agua de poco artesiano. Nos 3 aqudrios restantes foram colocadas as amostras de

dgua oriundas das coletas realizadas.

Em cada aqudrio, cinco peixes foram aleatoriamente colocados, onde permaneceram
expostos por 72 horas, para serem assim estimados os efeitos dos possiveis contaminantes das

dguas do rio Paraiba do Sul. Durante o experimento os peixes nao foram alimentados.

2.4. Teste do micronucleo

De cada animal foi retirado em torno de 0,3cc de sangue, por meio de puncdo cardiaca,
realizada com seringas heparinizadas. As laminas foram feitas por meio da técnica de esfregaco
(extensdes sangiiineas). Foram realizadas trés extensdes sangiiineas para cada individuo. O
material foi fixado em metanol absoluto por 10 minutos e, depois de 24 horas, as ldminas foram
submetidas a uma hidrélise em HCI IN por 11 minutos em banho-maria a 60 °C. Em seguida, as

laminas foram lavadas em agua destilada e colocadas em Reativo de Schiff por duas horas.

Para cada peixe foram analisados 3.000 eritrdcitos, sob objetiva de imersdo (aumento 1000
X), para a determinagdo da freqiiéncia de células micronucleadas, células binucleadas, broken-
eggs, brotos nucleares, microcitos, células com caracteristicas de morte celular e células com
alteracdes da morfologia nuclear, classificadas segundo Carrasco et al. [12]. Como os mecanismos
de formacao dessas ultimas anormalidades ainda ndo estdo esclarecidos, elas foram conjuntamente

consideradas para a andlise estatistica [17]. O teste estatistico utilizado foi o Qui-quadrado (xz).

3. Resultados

Os resultados obtidos pela andlise de eritrocitos micronucleados (Figura 1A) de
Oreochromis niloticus, ap6s exposi¢do as amostras de dgua do rio Paraiba do Sul encontram-se
reunidos na Tabela 2. Nos meses de maio e agosto de 2004 foram observados valores

significativos de microntcleos (p<0,05) apenas no ponto 2, correspondente ao local de despejo da
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refinaria de petr6leo. O mesmo ndo ocorreu nos meses de novembro de 2004 e janeiro de 2005,
nos quais ndo foram verificados resultados positivos em nenhum dos pontos de amostragem.

Os tipos de alteracdes nucleares encontradas neste trabalho foram: broto nuclear (seta na
Figura 1B), broken-egg (ndo fotografado), microcito (seta na Figura 1C), eritrdcitos com
caracteristicas de morte celular: niicleos vacuolizados (Figura 1D), condensacdo e marginalizacao
da cromatina na periferia do nicleo (seta na Figura 1E), envoltdrio nuclear desintegrado e material
genético fragmentado dentro de um citoplasma intacto (seta na Figura 1F), retragdo nuclear
(Figura 1G), caridlise (Figura 1H) e citoplasma vacuolizado (Figura 1I). Encontramos também
eritrocitos binucleados (seta na Figura 1J), eritrcitos binucleados com micronicleo (Figura 1L),
eritrécitos com mais de um microntcleo (setas na Figura 1M), eritrécitos polinucleados (Figura
IN) e eritrécitos com alteracdes da morfologia nuclear, classificadas como "notched" (seta na
Figura 10), "lobed" (Figuras 1P) e "blebbed" (Figura 1Q) por Carrasco et al. (1990). As
freqiiéncias de cada alteracdo observada, em cada més de coleta, encontram-se nas Tabelas 3-6.

Em maio, as freqiiéncias de eritrécitos binucleados, brotos nucleares, de eritrécitos em
processo de morte celular e das alteracdes descritas por Carrasco et al. [12] foram estatisticamente
significativas (p<0,05) no ponto 2. A freqiiéncia de eritrdcitos em morte celular foi significativa
(p<0,05) também a jusante do despejo (ponto 3) (Tabela 3).

No més de agosto, a freqii€ncia de brotos nucleares, microcitos, eritrécitos em morte
celular e freqiiéncia das células com alteragdes da morfologia nuclear diferiram do controle
(p<0,05) no ponto 2 (Tabela 4).

No més de novembro, apenas os eritrocitos em morte celular diferiram do controle
(p<0,05) no ponto 2 (Tabela 5). Em janeiro de 2005, nenhuma alteracdo nuclear diferiu
estatisticamente do controle (Tabela 6).

Considerando a variacdo temporal dos resultados, os maiores indices de alteracdes
ocorreram na estacio seca (maio e agosto de 2004), indicando alguma influéncia da sazonalidade

sobre os resultados bioldgicos obtidos.

4. Discussao

A maioria das alteracdes citogenéticas encontradas nos eritrécitos de Oreochromis
niloticus, expostos as dguas do rio Paraiba do Sul, foram observadas nas amostras correspondentes
ao local de despejo do efluente da refinaria de petréleo (ponto 2), nos meses de maio e agosto de

2004.
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O teste do micronicleo indicou uma possivel presenca de agentes que estdo
comprometendo a qualidade da agua no trecho estudado do rio Paraiba do Sul, em periodos
especificos do ano. Isto sugere que, exposicdes crOnicas a essas dguas podem afetar a biota

presente neste ecossistema, bem como a satde da populacéo local.

Recentemente, a presenga de anormalidades nucleares, além do micronicleo, tem sido
reportada por diversos autores, tanto em humanos [5-6] quanto em células de peixes [11].

Acreditamos que algumas dessas anormalidades estejam diretamente relacionadas com a
formacdo de microntcleos. Possivelmente, o broto seja a primeira alteragdo nuclear originada,
como resposta a acdo de algum agente. Intensificando essa acdo, haveria a formagdo de um fio
Feulgen-positivo, originando o broken-egg; mais tarde, esse fio seria rompido, formando o
microndcleo.

Fenech & Crott [18] mostraram a inducdo de brotos nucleares em linfécitos humanos sob
deficiéncia de acido félico. Desde que € conhecido que tal deficiéncia causa amplificacio génica e
quebras no DNA, essa alteracdo foi considerada como uma conseqiiéncia de evento mutagénico.
Recentes estudos de Serrano-Garcia & Montero-Montaya [19] demonstraram que o0s brotos
nucleares e os microndcleos possuem a mesma origem, seguindo a exposi¢do de mutidgenos
(clastogénicos e aneugénicos).

De acordo com Shimizu et al. [20-21] a formag@o de brotos nucleares seria um dos passos
para a formacdo de micronicleos e uma das formas de eliminacdo do dano genético do nicleo
principal da célula. Eventualmente, o micronticleo formado poderia ser excluido da célula,
formando um microcito. A durag@o do processo de extrusdo do micronucleo € ainda desconhecida.

Nos meses de maio e agosto, as freqiiéncias de micronucleos e de brotos nucleares foram
estatisticamente positivas no ponto 2, o que nos parece confirmar a relacdo entre essas duas
estruturas. No més de agosto, em que as freqiiéncias dessas anormalidades foram maiores no local
de despejo, comparado com os outros meses de coleta, a incidéncia de microcitos também diferiu
do controle. Este fato pode indicar que a formacdo dessa estrutura seria uma estratégia para a
manuten¢do da integridade celular, através da eliminacdo de microndcleos. Ndo estd esclarecido
na literatura a maneira pela qual os microntcleos sdo expulsos da célula.

Neste trabalho, eritrocitos com caracteristicas de células apoptdticas e necrdticas foram
observadas. Segundo Huppertz et al. [22], a caracterizagdo desses tipos celulares baseia-se na
morfologia celular e na deteccio de fragmentacdo de DNA por técnicas bioquimicas e

histoquimicas. Estudos tém demonstrado que a apoptose e a necrose podem compartilhar
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mecanismos comuns hos primeiros estigios de morte celular. De acordo com Saraste & Pulkki
[23], a falta de critérios uniformes para diferenciar a apoptose da necrose tem levado a
interpretacdes confusas, principalmente nas situagdes em que esses dois processos Sao
coexistentes.

A apoptose € uma forma regulada de morte celular, essencial para o desenvolvimento e
homeostase dos tecidos [24]. A necrose, por sua vez, ocorre quando as células sofrem injuria, sob
condic¢des extremas [25].

Segundo Ramirez & Saldanha [26], o microniicleo pode ser uma das fases do processo
apoptético e necrdtico, uma vez que sdo estruturas nas quais o material genético torna-se
comprometido. Tem sido demonstrado que o gene supressor de tumor TP53, responsavel pela
checagem do ciclo celular e inducdo de apoptose em resposta a um dano genético, pode ser
expresso no micronucleo e que esse fato pode ser importante para a determinagcdo de morte da
célula micronucleada [27]. Decordier et al. [24] afirmou que o micronticleo pode constituir um
sinal para a apoptose. Porém, para elucidar como o microntdcleo pode desencadear apoptose ¢é
preciso informagdes sobre a constituicao especifica e a origem do microntcleo formado.

A morte celular provavelmente constitui um mecanismo para a eliminagéo de células com
lesdes pré-mutagénicas/mutagé€nicas. Elhajouji et al. [28] e Dercodier et al. [24] investigaram a
eliminagcdo, através de apoptose, de células micronucleadas tratadas com inibidores dos
microtibulos e verificaram que a apoptose contribui para a eliminacdo de células aneupléides.

A andlise da freqiiéncia de células em processo de morte celular, realizada neste trabalho,
em conjunto com a contagem de microntcleos, ¢ importante, pois segundo Fenech [10], uma
célula que sofre a a¢do de um agente genotoxico e/ou mutagénico pode expressar essa agressiao
através da formacdo de um micronidcleo ou, pode entrar em processo de morte celular. Desta
maneira, tem-se uma avaliacdo mais completa do impacto do agente em estudo sobre a célula.

No més de maio, a incidéncia de eritrécitos binucleados diferiu do controle no ponto 2,
indicando a presenca de agentes, neste trecho do rio, com potencial aneugénico. De fato, de acordo
com Canevari [29], as células binucleadas originam-se devido a dificuldade de formagéo do fuso
mitético, ocasionada pela acdo aneug€nica de algumas substincias. A formacdo de células
binucleadas €, portanto, representativa de alteracdes citoldgicas. Na binucleacdo, apesar da
interferéncia de eventos tardios a divisdo celular, provavelmente ndo ocorrem intera¢des com o
DNA. As conseqiiéncias dessa alteracdo ainda sdo desconhecidas [6].

Alteracdes da morfologia nuclear em eritrécitos de peixes tém sido observadas por

diversos autores, quando o teste do micronticleo é aplicado [30-31]. Essas alteragdes foram
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descritas por Carrasco et al. [12] como “blebbed”, “lobed” e “notched” No presente estudo,
correlagdes positivas entre a freqii€ncia total de tais anormalidades e o local com maior influéncia
antrépica (ponto 2) foram observadas. De fato, diversos autores tém utilizado as alteragdes da
morfologia nuclear encontradas em eritrécitos de peixes para monitoramento do meio aqudtico ou,
para a identifica¢do de agentes com potencial mutagénico [32-33].

Entretanto, os exatos mecanismos de formacdo dessas células com desestruturacio da
morfologia nuclear, precisam ser esclarecidos através de estudos especificos, para que o teste de
alteracOes nucleares em peixes possa ser padronizado.

Em relagdo a sazonalidade dos resultados, de acordo com o CEIVAP (Comité para
Integracdo da Bacia Hidrografica do rio Paraiba do Sul) [34], o regime de chuvas na Bacia do rio
Paraiba do Sul apresenta dois periodos distintos, caracterizados por um periodo seco (junho a
setembro) e por um periodo com alto indice pluviométrico (novembro a janeiro), quando ocorrem
as grandes cheias.

Um déficit de 4gua na estagdo seca poderia levar a uma maior concentragdo de poluentes,
enquanto que na estagcdo chuvosa poderia ocorrer uma diluicdo dos contaminantes presentes no rio
Paraiba do Sul. De fato, os resultados obtidos neste trabalho, sugerem que a concentracdo de
poluentes é dependente do indice pluviométrico e do balango hidrolégico do rio Paraiba do Sul,
visto que uma maior induc@o de microntcleos e de todas as outras alteracdes encontradas ocorreu
nos meses de outono e inverno (menor fluxo de 4gua no rio), enquanto incidéncias menores foram
observadas na primavera e verdo (maior fluxo de 4gua no rio).

A influéncia do indice pluviométrico também foi reportada na avaliacdo da qualidade do
rio Cai, Rio Grande do Sul, numa &rea influenciada por um Complexo Petroquimico através do
teste do microntdcleo em cultura de linfécitos humanos [35].

De acordo com os dados obtidos no presente trabalho, o tratamento dado pela refinaria ao
seu efluente, minimiza, mas nao soluciona totalmente o problema ambiental gerado pelo despejo
do mesmo, visto que no ponto de descarte no rio Paraiba do Sul, foi detectada a presenca de
agentes capazes de promover citotoxicidade e induzir a formacdo de micronticleos em eritrocitos
de O. niloticus, pelo menos em épocas especificas do ano. Oreochromis niloticus foi considerado
um bom bioindicador nas condi¢des experimentais apresentadas; este fato corrobora com estudos
prévios relatados por Grisolia & Cordeiro [36] Palhares & Grisolia (2002). Concluimos ainda que
peixes sdo particularmente adequados para o estabelecimento de relacdes entre exposicdo a
contaminantes ambientais e danos genéticos. A utilizagdo do teste do microntcleo pisceo poderia

providenciar um maior controle para a emiss@o de efluentes industriais no meio aquatico.
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Tabela 1. Dados ambientais da cidade de Sao José dos Campos — SP referentes aos periodos de coleta
das amostras de dgua do rio Paraiba do Sul.

Periodo de Temperatura Temperatura Umidade Precipitacao Dias
coleta maxima (°C) minima (°C) Relativa do Ar Total (mm) chuvosos
(%)
Maio/2004 24,60 17,92 45,36 3,41 10
Agosto/2004 20,24 12,30 57,35 2,0 2
Novembro/2004 25,00 22,00 73,00 85,0 15
Janeiro/2005 26,00 23,00 84,00 101,0 18

Nota: Os valores acima foram obtidos a partir de médias de medidas didrias.
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Tabela 2. Freqiiéncia (%) de micronicleos (MN) em eritrcitos de Oreochromis niloticus
expostos por 72h as dguas do rio Paraiba do Sul.
Periodo de coleta  Ponto Total de  Numero total Média de MN Freqiiéncia (%)
eritrocitos de MN por peixe e de MN
analisados  observados desvio padrao observados

Controle 15000 1 0,2+0,45 0,0067
Ponto 1 15000 9 1,8+4,02 0,06
Maio/2004 Ponto 2 15000 27 5,4+2.40 0,18*
Ponto 3 15000 7 1,4+2,19 0,04
Controle 15000 3 0,6+0,54 0,02
Ponto 1 15000 10 242,44 0,06
Agosto/2004 Ponto 2 15000 47 9,4+3,64 0,31%*
Ponto 3 15000 19 3,8+4,49 0,13
Controle 15000 4 0,8+0,37 0,027
Ponto 1 15000 2 0,4+0,89 0,013
Novembro/2004  Ponto 2 15000 11 2,2+0,44 0,07
Ponto 3 15000 3 0,6+0,54 0,02
Controle 15000 5 140,70 0,034
Ponto 1 15000 3 0,6+0,54 0,02
Janeiro/2005 Ponto 2 15000 10 240,70 0,06
Ponto 3 15000 2 0,4+0,54 0,013

Nota: valores seguidos por * diferiram significativamente (p<0,05) em relacdo ao tratamento
controle, pelo teste do X%

Ponto 1: montante do despejo; Ponto 2: local do despejo do efluente da refinaria de petréleo no
rio Paraiba do Sul; Ponto 3: jusante do despejo.



Tabela 3. Numero total e freqii€ncia de alteracdes nucleares em eritrécitos de Oreochromis

niloticus, expostos por 72h as dguas do rio Paraiba do Sul. Coleta Maio de 2004.

Alteracoes

Controle

Ponto 2 Ponto 3

Eritrécitos binucleados

Eritrocitos binucleados com

micronucleo

Eritrécitos polinucleados

Broken-egg

Broto nuclear

Microcito

Eritrécitos em processo de

morte celular

Eritrocitos com nucleos
“blebbed” + “lobed” +

“notched”

Numero total de

eritrocitos analisados

1 (0,0067%)

1 (0,0067%)

3 (0,02%)

6 (0,04%)

15000

4 (0,026%)

1 (0,0067%)

2 (0,014%)

13 (0,08%)

68 (0,45%)*

28 (0,186%)* 2 (0,014%)

1 (0,0067%) 0

0 0

3 (0,02%) 0
27 (0,18%)* 5 (0,034%)

0 0

45 (0,30%)* 46 (0,306%)*

40 (0,27%)

15000 15000

70

Nota: valores seguidos por * diferiram significativamente (p<0,05) em relacdo ao tratamento

controle, pelo teste do x>

Ponto 1: montante do despejo; Ponto 2: local do despejo do efluente da refinaria de petréleo no rio

Paraiba do Sul; Ponto 3: jusante do despejo
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Tabela 4. Numero total e freqii€ncia de alteracdes nucleares em eritrécitos de Oreochromis

niloticus, expostos por 72h as dguas do rio Paraiba do Sul. Coleta Agosto de 2004.

Alteracoes Controle Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3

Eritrécitos binucleados 1 (0,0067%) 1 (0,0067%) 7 (0,046%) 2 (0,014%)

Eritrécitos binucleados com 0 0 0 0
microntcleo
Eritrécitos polinucleados 0 0 2 (0,014%) 0
Broken-egg 0 0 0 0
Broto nuclear 3 (0,02%) 9 (0,06%) 45 (0,30%)* 14 (0,09%)
Microcito 1 (0,0067%) 3 (0,02%) 29 (0,19%)* 4 (0,027%)

Eritrécitos em processo de 4 (0,027%) 16 (0,106%) 57 (0,38%)* 24 (0,16%)

morte celular

Eritrécitos com nucleos 6 (0,04%) 11 (0,07%) 67 (0,44%)* 34 (0,22%)
“blebbed” + “lobed” +

“notched”

Numero total de 15000 15000 15000 15000

eritrocitos analisados

Nota: valores seguidos por * diferiram significativamente (p<0,05) em relacdo ao tratamento
controle, pelo teste do x>
Ponto 1: montante do despejo; Ponto 2: local do despejo do efluente da refinaria de petréleo no rio

Paraiba do Sul; Ponto 3: jusante do despejo
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Tabela 5. Numero total e freqiiéncia de alteragdes nucleares em eritrcitos de
Oreochromis niloticus expostos por 72h as dguas do rio Paraiba do Sul. Coleta:
Novembro de 2004.

Alteracoes Controle Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
Eritrécitos binucleados 3(0,02%) 2(0,013%) 10 (0,067%) 5 (0,034%)

Eritrécitos binucleados com 0 0 0 0
microntcleo
Eritrécitos polinucleados 1 (0,0067%) 0 0 2 (0,014%)
Broken-eggs 0 1(0,0067%) 0 0
Broto nuclear 3(0,02%) 3(0,02%) 15(0,10%) 10 (0,067%)
Microcito 0 1 (0,0067%) 0 4 (0,027%)

Eritrécitos em processo de 2 (0,014%) 8 (0,054%) 39 (0,26%)* 25 (0,17%)
morte celular

Eritrécitos com niicleos 12 (0,08%) 8 (0,054%) 35 (0,24%) 15 (0,10%)
“blebbed” + “lobed” +
“notched”

Nuimero total de eritrécitos 15000 15000 15000 15000
analisados

Nota: valores seguidos por * diferiram significativamente (p<0,05) em relacdo ao tratamento
controle, pelo teste do x>

Ponto 1: montante do despejo; Ponto 2: local do despejo do efluente da refinaria de petréleo no rio
Paraiba do Sul; Ponto 3: jusante do despejo.
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Tabela 6. Numero total e freqiiéncia de alteragdes nucleares em eritrcitos de
Oreochromis niloticus expostos por 72h as dguas do rio Paraiba do Sul. Coleta: Janeiro
de 2005.

Alteracoes Controle Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
Eritrécitos binucleados 2 (0,013%) 1 (0,0067%) 7 (0,047%) 3 (0,02%)
Eritrécitos binucleados com 0 0 0 0
micronucleo
Eritrécitos polinucleados 0 0 0 0
Broken-egg 0 0 0 0
Broto nuclear 0 0 0 0
Microcito 0 0 0 0

Eritrécitos em processo de 3(0,02%) 7(0,047%) 15(0,10%) 12 (0,08%)
morte celular

Eritrécitos com niicleos 9 (0,06%) 8 (0,054%) 15(0,10%) 7 (0,047%)
“blebbed” + “lobed” +
“notched”
Numero total de eritrécitos 15000 15000 15000 15000
analisados

Nota: nenhuma alterag¢@o nuclear diferiu significativamente do tratamento controle, pelo
teste do x°.

Ponto 1: montante do despejo; Ponto 2: local do despejo do efluente da refinaria de
petréleo no rio Paraiba do Sul; Ponto 3: jusante do despejo.
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Figura 1. Microniicleo e alteragdes nucleares encontrados em eritrocitos de
Oreochromis niloticus, apos 72h de exposi¢do em amostras de agua do rio Paraiba do
Sul, que recebe efluente de refinaria de petrdleo. A. Eritrécito micronucleado. B.
Eritrocito com broto nuclear (seta). C. Microcito (seta). D. Eritrocito com nucleo
vacuolizado. E. Eritrécito com condensagdo e marginalizacdo da cromatina na
periferia do niicleo (seta). F. Eritrocito com envoltério nuclear desintegrado e material
genético fragmentado dentro do citoplasma (seta). G. Eritrécito com retragdo do
material nuclear. H. Eritrocito com dissolu¢iio do material nuclear (caridlise). 1.
Eritrocitos com citoplasma vacuolizado. J. Eritrécito binucleado (seta). L. Eritrocito
binucleado com micronticleo. M. Eritrécito com mais de um micronticleo (setas). N.
Eritrécito polinucleado. O. Eritrocito com nicleo do tipo “notched”(seta). P.
Eritrécito com ntcleo do tipo “lobed”. Q. Eritrécito com nucleo do tipo “blebbed”
(seta). Aumento 1000x.
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8. DISCUSSAO E CONCLUSOES FINAIS

Neste trabalho foram aplicados dois testes citogenéticos, ensaio do cometa e teste do
micronucleo, em eritrocitos de Oreochromis niloticus para a avaliagdo da qualidade da dgua do rio
Paraiba do Sul, numa drea sob influéncia de uma refinaria de petréleo.

O objetivo deste estudo ndo foi identificar os possiveis contaminantes presentes no efluente
da refinaria, que é lancado diariamente no rio, visto que a identificagdo dessas substincias seria
economicamente invidvel. Assim, optou-se por verificar se tal efluente, mesmo apds tratamento,
poderia estar causando danos genéticos em organismos expostos as dguas que o recebem. Testes
genéticos, utilizando peixes como bioindicadores, sdo bastante tteis para monitorar o meio
aquético, constituindo uma ferramenta complementar as formas tradicionais de avaliagdo, que
utilizam métodos fisico-quimicos.

Através do ensaio do cometa, constatou-se que o local de despejo do efluente da refinaria
de petréleo (ponto 2) e a jusante do mesmo (ponto 3), sdo os locais que apresentaram a qualidade
da 4gua mais comprometida, visto que altas incidéncias de quebras no DNA, com cometas
pertencentes as classes 2 e 3, foram verificadas em eritrécitos de O. niloticus. Em um dos meses
de coleta (agosto de 2004), as amostras de dgua do ponto 1 (montante do despejo) também
apresentaram diferengas significativas em relagdo ao controle, porém com um menor grau de
comprometimento, uma vez que a maioria dos cometas observados pertenciam a classe 1, de
acordo com a classificacdo de Kobayashi et al (1995).

Em relacdo a freqiiéncia de microndcleos e de alteracdes nucleares, apenas em maio e
agosto de 2004, foram encontradas diferengas significativas em eritrocitos de O. niloticus,
principalmente no ponto 2, quando comparada com a freqii€éncia obtida no tratamento controle.
Nos outros meses de coleta, novembro de 2004 e janeiro de 2005, incidéncias menores de
alteracdes foram observadas.

Outro objetivo do presente trabalho foi identificar quais os tipos de alteracdes nucleares,
além do microndcleo, que poderiam ser encontradas nos eritrocitos de Oreochromis niloticus, apos
a aplicacdo do teste do micronticleo pisceo. A partir de nossos resultados foi constatado que o
efluente final da refinaria de petrdleo, presente nas dguas do rio Paraiba do Sul, provocou
clastogenicidade e/ou aneugenicidade, detectadas através da formacdo de micronicleos, broken-
eggs, brotos nucleares, eritrécitos binucleados, eritrécitos binucleados com microntcleos e

eritrécitos polinucleados.
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Foi constatado também o potencial citotéxico das dguas do rio, detectado a partir da
inducdo de eritrdcitos em processo de morte celular. Segundo Duke et al. (1996) um importante
papel da morte celular, independente de ser necrdtica ou apoptética, induzida por agentes
quimicos, fisicos ou bioldgicos é a eliminacdo de células que se tornaram malignas ou que iriam
influenciar, negativamente, a manuten¢do do metabolismo normal do individuo. Os resultados
obtidos através do teste das anormalidades da morfologia nuclear descritas por Carrasco et al.
(1990) corroboraram com os de outros autores, que encontraram freqii€éncias elevadas de tais
anormalidades em peixes que habitam locais poluidos (BOMBAIL et al., 2001), na avaliagdo de
efluentes industriais (CAVAS & ERGENE-GOZUKARA, 2003) ou que sdo expostos a diferentes
quimicos, tanto aneugénicos quanto clastogénicos (PACHECO & SANTOS, 1997; AYLLON &
GARCIA-VAZQUEZ, 2000; FERRARO et al., 2004). Provavelmente, mudangas morfoldgicas da
estrutura do envelope nuclear estejam relacionadas a processos citotoxicos. Entretanto, como a
origem de tais alteracbes € ainda controversa, mais pesquisas sobre este assunto si@o uma
prioridade para a padronizacdo do teste do micronicleo em peixes. Essas pesquisas serdo
importantes também para que se conhecam quais as possiveis conseqiiéncias da formacdo dessas
alteracOes para a célula e conseqiientemente, para o organismo. A inclusdo de outros tipos de
alteracdes nucleares, na contagem de microndcleos, deve ser considerada, uma vez que a
eficiéncia da técnica pode ser elevada.

De maneira geral, os resultados significativos das anomalias observadas neste estudo, tanto
pelo ensaio do cometa, quanto pelo teste do micronicleo, podem, provavelmente, levar a
alteracdes fisioldgicas prejudiciais ou levar a perda da estabilidade gendmica, podendo
desencadear a perda do controle do ciclo celular em organismos expostos as aguas do rio Paraiba
do Sul. Deste modo, ficou constatado que o tratamento dado pela refinaria ao seu efluente nao é
suficientemente eficiente, pelo menos para a minimizar a descarga de compostos genotoxicos,
mutagénicos e citotoxicos detectados nas condi¢des experimentais deste trabalho.

A avaliacdo da qualidade do rio Paraiba do Sul foi feita em diferentes épocas do ano, para
verificar se haveria alguma interferéncia de fatores ambientais sobre os resultados bioldgicos a
serem obtidos. Para tanto, alguns dados metereoldgicos da cidade de Sdo José dos Campos foram
levantados. O tunico fator que parece ter influenciado nossos resultados foi uma menor incidéncia
de chuvas nos meses de maio e agosto de 2004, o que teria provocado uma maior concentragdo de
poluentes no rio e contribuido para os resultados positivos para o ensaio do cometa no ponto 1, em
agosto, e para o teste do microndcleo e de alteragdes nucleares em maio e agosto de 2004, no

ponto 2.
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Em agosto, a deteccdo de quebras no DNA dos eritrdcitos de Oreochromis niloticus,
expostos as amostras de dgua do ponto 1, indicou, provavelmente, a presenga de outra fonte de
poluicdo neste local, além da refinaria de petréleo. Uma maior concentracio de poluentes,
decorrente de uma menor quantidade de chuvas teria influenciado os resultados encontrados nesta
época do ano. Nos outros meses de coleta, maiores incidéncias de chuvas, possivelmente
provocaram uma maior dissolu¢do dos poluentes ou dispersdo dos mesmos para um local mais
distante da fonte poluidora.

Diferentemente do teste do microntcleo, para o ensaio do cometa, as amostras de dguas
dos pontos 2 e 3 mostraram-se comprometidas em todos os meses de coleta. Essa diferenca entre
os dois testes possivelmente seja devido a uma maior sensibilidade do ensaio do cometa, quando
comparado com o teste do micronticleo. De fato, o ensaio do cometa e o teste do micronicleo
possuem naturezas diferentes, cada um com suas vantagens e restricdes e, por isso, t€m sido
aplicados em conjunto para a avaliacdo de danos genéticos. Enquanto o ensaio do cometa detecta
lesdes reversiveis, o teste do microntdcleo detecta lesdes mais persistentes no DNA ou efeitos
aneugénicos que ndo podem ser reparados (HARTMANN et al., 2001); os danos mensurados pelo
ensaio do cometa aparecem mais cedo do que o micronticleo, que requer uma divisdo celular para
ser visualizado (DEVENTER, 1996). Além disso, nem sempre a formacdo de um microntcleo
ocorre na primeira divisdo celular, pois um fragmento acéntrico pode sobreviver, replicar e se
transformar em microndcleo em divisdes subseqiientes (HEDDLE et al., 1991). Por ser uma
técnica bastante sensivel, o ensaio do cometa deve ser aplicado com bastante cuidado para que ndo
sejam realizadas interpretacdes equivocadas dos resultados obtidos.

Oreochromis niloticus foi considerado um bom organismo-teste, nas condi¢des
experimentais apresentadas neste trabalho. E uma espécie comum, abundante em muitos rios, de
facil captura, de facil manutengdo em condi¢des de laboratério e comercialmente importante. O.
niloticus tem sido utilizado em estudos de mutagenicidade, sendo reportada como uma espécie
bastante sensivel a contaminantes ambientais, clastdgenos e substincias aneugénicas (GRISOLIA
& CORDEIRO, 2000; CAVAS & ERGENE-GOZUKARA, 2003).

Vale salientar que a partir dos resultados obtidos no presente estudo, outros bioindicadores,
além de Oreochromis niloticus, e outros testes deveriam ser utilizados em estudos futuros, para a
verificacdo das respostas genéticas de outros organismos frente a situacdo do rio Paraiba do Sul.
Também seria interessante que estudos in situ fossem realizados, uma vez que as respostas dos
organismos que habitam dreas poluidas por bastante tempo podem diferir das respostas

encontradas quando bioensaios sdo montados. Assim, a fauna local pode tornar-se adaptada a
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resistir aos efeitos dos compostos genotéxicos e /ou mutagé€nicos, através, por exemplo, do
aumento da taxa metabdlica e aumento da excre¢do de genotoxinas, bem como através do aumento
da taxa de reparo do DNA e/ou taxa de reposicao celular. Por outro lado, exposi¢des prolongadas
em dreas contaminadas podem resultar num aumento da mortalidade dos individuos mais
sensiveis, ou ainda, aumentar os indices de danos genéticos e fisioldgicos.

O grande desenvolvimento econdmico registrado as voltas do rio Paraiba do Sul, ante a
implantacdo de intimeras industrias e o surgimento de grandes concentra¢cdes humanas - que
utilizam as &4guas desse rio, contribuiu para reduzir a disponibilidade hidrica e degradar a
qualidade das dguas. Dessa forma, é de fundamental importincia o desenvolvimento de estudos
para um diagnéstico atualizado do recurso hidrico, aplicando uma metodologia que permita o
estabelecimento de planos de acdes e de investimentos para atender as metas de qualidade. Assim,
espera-se que este trabalho, utilizando bioindicadores da qualidade ambiental, possa subsidiar
acOes institucionais, na defini¢do de medidas saneadoras para o restabelecimento das condicdes de

desenvolvimento sustentdvel, visando a qualidade de vida da populacio e da biota aquatica.
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