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RESUMO

Os ecossistemas aquaticos sdo os ambientes mais comprometidos pela poluicdo
derivada de emissdes de substancias toxicas presentes em efluentes industriais e
domésticos e em residuos agricolas. Essa contaminagédo pode atingir tanto a agua
quanto os sedimentos dos ambientes aquaticos e induzir diversos efeitos adversos
aos organismos vivos expostos. A bacia do rio Corumbatai, localizada no interior do
estado de Sao Paulo (Brasil), apresenta grande importancia econémica e ambiental
para estado. As aguas deste rio sofrem diversos impactos ambientais caracterizados
pelo descarte de efluentes urbanos e industriais das cidades localizadas préximas a
sua margem, bem como da ag¢ao de atividades agricolas, principalmente da cultura
de cana-de-agucar. Sendo assim, este rio recebe uma quantidade consideravel de
substancias potencialmente toxicas, que vém comprometendo a qualidade de suas
aguas e de seus sedimentos. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de amostras de aguas e de
sedimentos do rio Corumbatai — SP, em pontos situados entre as cidades de Rio
Claro e Piracicaba. Foram realizadas duas coletas, uma na estacdo chuvosa e
quente e outra na estacdo seca e fria, em quatro pontos distintos do rio: P1) a
montante da cidade de Rio Claro; P2) a jusante da cidade de Rio Claro; P3) a
jusante de Santa Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo
Claro; P4) a montante da cidade de Piracicaba. As avaliagbes foram realizadas por
meio de bioensaios desenvolvidos com os organismos testes Allium cepa e com
cultura de hepatécitos de truta arco-iris da linhagem RTL-W1. Para os bioensaios
realizados com A. cepa, foram realizados testes de indice mitotico (IM), de
aberragbes cromossOdmicas (AC) e de indugcdo de micronucleos (MN), em células
meristematicas e testes de indugdo de MN em células F1. Para os bioensaios
realizados com cultura de células RTL-W1, foi realizado o teste de citotoxicidade,
pela incorporagao do vermelho neutro, e o teste do MN. Os resultados obtidos neste
trabalho, com os dois bioindicadores testados, sugerem que as aguas e 0s
sedimentos do rio Corumbatai apresentam caracteristicas genotoxicas e
mutagénicas. Os resultados mais expressivos de toxicidade foram registrados para
os pontos P2 e P3, localizados proximos as cidades de Rio Claro e Santa Gertrudes,
respectivamente. Nossos resultados indicaram, ainda, que as amostras coletadas
em P3 apresentam um maior comprometimento, resultados estes, provavelmente,
relacionados ao recebimento de efluentes industriais, da cidade de Santa Gertrudes,
que é considerada o maior polo ceramico da Ameérica.

Palavras- chave: aberragbes cromossdmicas, micronucleos, biomonitoramento
ambiental, rio Corumbatai, efluentes urbanos, efluentes industriais, Allium cepa,
cultura de células.
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ABSTRACT

Aquatic ecosystems are the most affected by pollution from toxic waste emissions of
industrial, domestic and agricultural effluents. This contamination may occur in both
water and sediments of aquatic environments and induce many adverse effects to
the living organisms. The Corumbatai river basin, located within the state of S&o
Paulo (Brazil), has great economic and environmental importance to the state. The
waters of this river suffer from various environmental impacts characterized by the
disposal of municipal and industrial effluents from cities located close to its border.
Thus, this river receives a considerable amount of potentially toxic substances. Due
to its importance for public water supply in the region this study aimed to evaluated
the cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects of water and sediments samples from
this water resource, by means of bioassays. For this study, two sampling campaigns
were performed, one in the warm and rainy season and the other in the cold and dry
season. Samples were collected in Corumbatai River, in four different sites: P1)
upstream the municipality of Rio Claro, P2) downstream the municipality of Rio Claro;
P3) downstream the confluence of Corumbatai River and Ribeirdo Claro; P4)
upstream the municipality of Piracicaba. The evaluations were performed through
bioassay with the Allium cepa test organisms and culture of hepatocytes from
rainbow trout RTL - W1. According to obtained results in this work, it was possible to
observed that water and sediments Corumbatai have genotoxic and mutagenic
characteristics. The most significant results were recorded for the points P2 and P3,
located near the cities of Rio Claro and Santa Gertrudes. Our results also indicated
that samples collected at P3 were more affected, probably due to influence of
discharges of industrial and domestic effluents from the city of St. Gertrudes , which
is considered the largest ceramic hub of America.

Keywords: chromosomal aberrations, micronuclei, biomonitoring, Corumbatai,
effluents, industrial effluents, Allium cepa, cell culture
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1. INTRODUGAO

O estilo de vida das populagbes humanas vem sofrendo grandes alteragdes
ao longo da historia, como resposta das crescentes necessidades humanas, do
avancgo tecnologico e do desenvolvimento socioecondmico. Essas transformacgdes,
contudo, ndo afetam s6 a populacdo humana, mas também o ambiente como um
todo.

Os eventos como a Revolugdo Agricola e a Revolugdo Industrial foram
determinantes para a modificagdo do modo de vida da humanidade, tanto pela
pratica e desenvolvimento de novas tecnologias para a produ¢do de alimentos,
como pelos processos de manipulacdo de matéria prima.

Apesar do grande avangco econdmico e social vivenciado nas ultimas
décadas, decorrentes do uso das novas tecnologias, houve um correspondente
agravamento da poluicdo, que vem interferindo diretamente nos ecossistemas
naturais e consequentemente na biota endémica do local contaminado. Dentre os
ecossistemas afetados pela poluicao, os mais comprometidos sao os ecossistemas
aquaticos, tanto por receberem descartes diretos, como por ser o destino final de
todo poluente despejado nos diversos ambientes fisicos. Como a agua é o
constituinte basico de todos os organismos, os ambientes aquaticos acabam
também sendo responsaveis pela manutencdo da vida no planeta. A agua, por sua
vez, também é de extrema importancia para o desenvolvimento das mais diversas
atividades humanas.

A depreciagdo dos ambientes aquaticos como os de agua doce, que vem
ocorrendo em escala mundial, tem gerado uma grande preocupagdo ambiental. No
Brasil, muitas cidades crescem e se desenvolvem proximas aos recursos hidricos,
pela facilidade de abastecimento das cidades. Porém, estes recursos hidricos
também recebem efluentes contendo contaminantes decorrentes da prépria
urbanizagao destes locais.

Desta forma, € de especial importancia que sejam avaliados o grau de
comprometimento dos ambientes aquaticos, para se estimar os reais prejuizos que a
poluicdo possa causar sobre as comunidades biolégica e humana da regido
impactada e servir de alerta para as instituicbes ambientais, quanto ao
comprometimento que nossos recursos hidricos veem sofrendo, em decorréncia das

intensas atividades humanas n&o adequadas.
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2. OBJETIVOS

Considerando que existe uma potencialidade de contaminacdo dos cursos
d’agua e dos sedimentos da bacia do Corumbatai, cuja agua serve para o
abastecimento de varias cidades do interior do estado de Sao Paulo, este estudo
teve como objetivo:

- Avaliar os possiveis contaminantes quimicos presentes nas amostras de
agua e de sedimentos do rio Corumbatai por meio de analises quimicas;

- Avaliar os efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de amostras de
aguas e de sedimentos coletadas em pontos de possiveis impactos do rio
Corumbatai, por meio de bioensaios de indices mitdticos, de aberracdes
cromossOmicas e de indugdo de micronucleo, antes e apds periodo de recuperacgao,
por 48 horas em agua ultra pura, em células meristematicas e F1 do organismo teste
Allium cepa,;

- Concentrar o conjunto de possiveis contaminantes presentes neste recurso
hidrico, por meio de extragdes especificas, tanto de amostras de agua (Extracao de
Fase Sdlida), como de amostras de sedimentos (Extracdo Cetbnica), coletadas em
pontos de possiveis impactos do rio Corumbatai;

- Avaliar os efeitos citotoxicos dos extratos de amostras de sedimentos,
coletadas em pontos de possiveis impactos do rio Corumbatai, por meio do Ensaio
de Incorporacao do Vermelho Neutro em células RTL-W1,;

- Avaliar os efeitos mutagénicos dos extratos de amostras de agua e do
sedimento, coletadas em pontos de possiveis impactos do rio Corumbatai, por meio
de bioensaios de indugao de micronucleos em células RTL-W1,;

- Correlacionar os dados obtidos nas analises quimicas com os resultados
das analises bioldgicas, para estabelecer uma possivel relagcdo de causa e efeito
dos contaminantes presentes nas amostras com os efeitos bioldgicos observados;

- Avaliar o efeito da sazonalidade nas amostras, por meio de coletas

realizadas em duas estagdes climaticas distintas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Poluigcao ambiental

Atualmente as atividades humanas promovem diversos impactos no meio
ambiente. Tais atividades incluem as industriais, as agricolas e o intenso processo
de urbanizagdo, que sao caracterizados, principalmente, pelo lancamento de
efluentes industriais e domésticos, que podem contaminar o ar, a agua e o solo
(CHASIN; PEDROZO, 2003).

A contaminagao ambiental pode ocorrer tanto em areas rurais como em areas
urbanas; por disposicdes continuas ou eventuais; por fontes localizadas ou por
transportes a longas distancias. Desta forma, os impactos podem promover severas
alteragcbes nos ecossistemas e danos graves aos organismos vivos, como por
exemplo: acumulo de poluentes orgénicos nos tecidos dos organismos de locais
muito distantes da fonte poluidora, contaminacdo de corpos d’agua superficiais e
subterraneos ou ainda contaminacao de solos florestais por poluentes langados nas
regides industrializadas (EUGRIS, 2013).

E importante salientar que a poluicdo ambiental pode ter diversas origens,
como quimicas, fisicas ou biolégicas. Assim, € de extrema importancia se investir no
desenvolvimento de estudos que avaliem os efeitos que a poluicdo pode causar
sobre os ecossistemas (PEREIRA, 2004).

Segundo Viana (2010), os efeitos adversos que a poluicdo pode causar nos
ecossistemas estdo relacionados a: (1) Contaminagdo quimica; onde se deve
considerar os aspectos toxicoldgicos da substancia em questéo e as suas possiveis
interacbes com 0s organismos vivos expostos; (2) Contaminacao bioldgica; que se
caracteriza, geralmente, pela acdo de organismos patogénicos, pragas ou vetores;
(3) Perda de patrimbénio genético dado pelo desaparecimento de espécies,
caracterizada, em sua maioria, por extincdes resultantes das atividades humanas
como predagao excessiva e langamento de poluentes ao meio; (4) Degradacgao dos
solos, por meio de exploragdo agricola ou por contaminagbes diversas; (5)
Alteragcbes das caracteristicas fisico-quimicas do meio aquatico, que pode gerar
mortalidade macica dos organismos, ocasionando desequilibrios nos recursos
hidricos; (6) Langcamentos de poluentes na atmosfera, causando problemas de
ordem respiratoria em seres vivos; (7) Deposigcao excessiva de lixo em diversas

regides, contaminando solos/corpos d’agua da regido, além de atrair vetores de
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doencas; (8) Contaminagéo por elementos com propriedades radioativas, que gera

grande preocupacao pelos efeitos danosos e persistentes em longo prazo.

3.2. Contaminagao das aguas e dos sedimentos aquaticos

Os ecossistemas aquaticos sao os que mais sofrem os impactos das acdes
humana, pois estes recebem grandes quantidades de poluentes que contaminam
aguas subterraneas e corpos d’agua.

Dentre os principais poluentes quimicos langados no meio aquatico estao os
agrotéxicos (TREPOS et al., 2012), os fertilizantes (MIRLEAN et al. 2002), os
quimicos industriais (HENDRYX et al., 2012), os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) (CELINO et al. 2010), os metais (VENKATRAMREDDY et al.,
2009) e os efluentes urbanos (CHEN et al 2013), sendo que muitos desses
contaminantes atingem o ambiente aquatico por meio de langamento de efluentes
que ndo recebem o tratamento adequado, antes de serem langcados nos corpos
hidricos (KNIE; LOPES, 2004).

Quando os poluentes atingem os corpos d’agua, eles estao sujeitos a agao de
diversas variantes ambientais, tanto fisicas quanto biologicas, como: fator diluicdo
(que pode provocar um aumento ou uma diminuicdo dos poluentes no meio); agao
hidrodindmica (que pode promover o transporte desses poluentes); agdo da
gravidade (que pode auxiliar na sedimentacao dos poluentes); e agao da luz, da
temperatura e de microorganismos (que podem promover degradacdo das
moléculas dos poluentes) (PEREIRA, 2004).

A contaminacdo dos ambientes aquaticos é dificil de controlar, pois, na
maioria das vezes, ela ocorre a partir de fontes ndo pontuais, ou também chamadas
de difusas, que sao aquelas fontes que nao permitem a identificagdo do ponto de
langamento dos contaminantes (MOZETO; ZAGATTO, 2006). As cargas poluidoras
difusas se devem ao escoamento rural e urbano, distribuido ao longo das bacias
hidrograficas. Essa poluicdo pode ainda ser de origem organica ou inorganica,
sendo que as organicas tém origem nos restos e dejetos humanos e animais e na
matéria organica vegetal e as inorganicas no uso de produtos quimicos, nos
efluentes industriais ndo pontuais e na lavagem pelo escoamento de superficies
contaminadas como as areas urbanas (TUCCI, 2001).

O langamento de poluentes no meio aquatico pode depreciar a qualidade das

aguas, comprometendo a quantidade de agua disponivel para o consumo humano.
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Este fato vem ocorrendo em escala mundial e, por isso, chama a atencdo da
comunidade cientifica, visto que o ser humano ainda néo dispde de ferramentas
suficientes para a completa reversdo destes poluentes. Segundo Lima (2001), mais
de 97% da agua do planeta esta concentrada nos oceanos e mares e menos de 3%
pertencem as reservas de agua doce. A principio, apenas a agua doce é adequada
para o consumo humano, embora apenas uma pequena parcela dessa porcentagem
seja viavel para este consumo.

Pela prépria propriedade da agua ser um solvente considerado universal, o
ambiente aquatico possui uma alta capacidade de solubilizagdo de compostos
organicos e inorganicos, que ficam dispersos na coluna d’agua, sujeitos a diversos
tipos de reagbes quimicas. Tais reagbes ocorrem a partir da formacdo de um
gradiente vertical, entre as regides mais superficiais e as regides mais profundas do
meio aquatico, onde existe uma distribuicdo desigual na quantidade de luz,
nutrientes, temperatura e dos gases do meio aquatico (ESTEVES, 1998).

As regides profundas do meio aquatico sao caracterizadas por acumulo de
sedimentos, originados a partir de processos de erosdo, que podem ser
transportados pelos rios, tendo, desta maneira, um papel importante na qualidade
d’agua destes ambientes (WALLING, 2009).

Os sedimentos aquaticos sao formados por uma matriz complexa composta
por uma mistura da argila, areia, sais minerais e matéria organica, depositada logo
abaixo da coluna d’agua dos recursos hidricos (ARAUJO et al., 2006), sendo
considerados os locais mais importantes para a acumulacdo e transformacido da
matéria organica presente no meio aquatico (CANFIELD et al., 1993; WAINRIGHT et
al., 1992; VILLAR et al., 1999). Os sedimentos desempenham um papel importante
no meio aquatico, pois mediam trocas quimicas entre a fase particulada e a fase
biolégica do meio aquatico (PELUSO et al., 2013).

A depreciagdo dos corpos d’agua por poluentes pode levar também a
contaminagao dos sedimentos aquaticos. Uma vez que os poluentes atinjam os
sedimentos, eles podem ficar retidos nestes compartimentos, que passam a servir,
entdo, como reservatorios dos poluentes langcados na coluna da agua (SANZ-
LAZARO; MARIN, 2009; MIRELES et al., 2011, WETZEL et al., 2013). Os
contaminantes presentes nos sedimentos podem permanecer ligados a estes,
apresentando concentragdes muitas vezes mais altas que as concentragcoes

originalmente presentes na coluna d’agua (CHAPMAN et al., 1989; YI et al., 2008).
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Contudo, esses contaminantes podem retornar a coluna d’agua, por meios de
processos como bioturbagdo e/ou ressuspensédo dos sedimentos (FILGUEIRAS et
al., 2002; SPROVIERI et al., 2007), caracterizando-se, assim, em fontes secundarias
de poluigéo (LEE et al., 2000; BURTON; LANDRUM, 2003).

As mudancas ambientais derivadas das a¢des humanas, que nao incluem o
langamento direto de agentes quimicos ao ambiente, também podem impactar o
meio aquatico. Algumas atividades humanas como, por exemplo, as navegacgoes e
as dragagens podem também promover a remobilizagdo dos sedimentos nos rios,
redisponibilizando os poluentes para a coluna d’agua (WETZEL et al., 2013). Outras
condigbes, como as tempestades (KUUSISTO-HJORT; HJORT, 2013) e enchentes,
também podem promover o retorno desses poluentes a fase dissolvida na coluna
d’agua (DENNIS et al., 2003; HOLLERT et al., 2003; SCHWARTZ et al., 2006;
WALLING, 2009; BELLAS et al., 2011; WETZEL et al., 2013).

A maioria dos contaminantes adsorvidos nos sedimentos € persistente e pode
induzir diversos efeitos adversos nos organismos expostos, mesmo quando 0s
niveis de contaminantes da coluna da agua sao baixos (CHAPMAN, 1989, WETZEL
et al., 2013). Desta maneira, os organismos aquaticos podem ser contaminados pela
agua, pelos sedimentos ou pela alimentagdo, dependendo do tipo contaminante
considerado e da ecologia desses organismos (WANG et al., 2004). Deve-se levar
em consideracdo que, mesmo que 0s contaminantes estejam restritos aos
sedimentos e nao disponibilizados na coluna d’agua, a comunidade bentdnica estara
associada a esta contaminacdo. Uma vez que esta comunidade serve de base para
a alimentagdo de outras comunidades, essa contaminacdo pode comprometer a
qualidade de todo o ecossistema, tanto por via direta quanto por via tréfica (Yl et al.,
2008). Desta maneira, a contaminagao dos sedimentos pode levar a processos de
bioacumulagdo e biomagnificagdo (BURTON, 2002), que se caracteriza em um
perigo para os organismos aquaticos que tendem a bioacumular poluentes orgéanicos
persistentes em seus tecidos, quanto para os seres humanos que podem se

alimentar desses organismos (BARON et al., 2013).

3.3. Mutagénese ambiental
Além do alto grau de toxicidade dos produtos quimicos lancados nos
ambientes, esses também podem apresentar caracteristicas genotoxicas e

mutagénicas e que podem induzir alteragbes nas sequéncias de bases do DNA,
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aumentando o surgimento de mutagbes que, quando acumuladas, podem
desencadear o aparecimento de doengas degenerativas e de processos neoplasicos
nos organismos expostos (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

As alteragbes que ocorrem na molécula de DNA podem ser passiveis ou nao
de correcao pelo sistema de reparo celular. Quando sdo passiveis de correcéo, o
agente promotor é chamado de agente genotdxico, mas quando tais alteragdes nao
sao corrigidas pelo sistema de reparo da célula, o agente promotor € chamado de
mutagénico. Desta forma, as alteracbes no DNA resultantes de erros ocasionais,
ocorridos durante a divisdo celular, podem resultar no aparecimento de mutagdes
(RIBEIRO; MARQUES, 2003).

As mutagdes ocorrem ao longo da vida de todos os organismos vivos, sendo
um evento fundamental para a evolugdo e, consequentemente, um processo
importante para o aumento da diversidade biologica do planeta. Muitas mutacdes
passam despercebidas, por ndo acarretarem danos aos organismos. Entretanto,
embora a ocorréncia de mutagdes seja um processo natural e necessario para a
vida, em determinadas situagdes, elas podem resultar em alteragdes danosas ao
organismo (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

Um agente mutagénico tem a capacidade de promover uma alteragdo no
material genético de uma célula, a partir de diversos modos de agéo. Tal agente
pode promover a adi¢do, substituicdo ou delecdo de bases no DNA nuclear, que
podem alterar a sequéncia de codificagcdo de aminoacidos, caracterizando, assim,
uma mutagao génica; pode promover também alteragdes na estrutura ou no numero
de cromossomos de uma determinada célula, o que caracteriza as mutacgdes
conhecidas como cromossémicas. As mutagdes cromossdmicas se dividem ainda
em: estruturais, que podem promover duplicagao, translocagao, inversao e delegao
de fragmentos cromossdmicos; e numéricas, que, por sua vez, alteram o numero de
cromossomos presentes nas células, a partir da ocorréncia de aneuploidias e
poliploidias cromossémicas (BURNS; BOTTINO, 1991). A ocorréncia de quaisquer
destas mutacbes podem alterar os ciclos mitéticos e/ou meidticos das células,
levando a uma divisdo celular incorreta (MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004;
MATSUMOTO et al.,2006), que podem levar a instabilidade celular e ao
desenvolvimento de processos carcinogénicos (FERNANDES, 2005).

Assim, a certificacdo da potencialidade mutagénica de um dado agente ou de

uma mistura complexa é baseada na observacdo da ocorréncia de aberracdes
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cromossOmicas estruturais ou numéricas; na formacdo de micronucleos; na
ocorréncia de trocas entre cromatides-irmas; e na avaliacido da ocorréncia de danos
no DNA. Os danos relacionados ao DNA podem ser caracterizados como mutacgoes
de ponto; alteragbes no gene; danos clastogénicos (alteracbes na estrutura
cromossOmica, que podem resultar em quebras cromossdmicas); danos
aneugénicos (como por exemplo, os derivados de alteragbes nos microtubulos)
(FERNANDES, 2005) e aneuploidias (ganho ou perda de cromossomos) (HOUK,
1992).

Desta forma, as respostas apresentadas pelos organismos expostos,
comparadas com as de um grupo controle, permitem avaliar, de maneira mais
ampla, rapida e eficaz, o efeito que os contaminantes ambientais tém sobre os
sistemas biolégicos (RIZZO, 2011). E importante salientar que, se os agentes
causam danos diretamente ao DNA de um organismo teste, o potencial genotoxico
deste agente pode, em alguns casos, ser extrapolado para outros tipos celulares
(RAMEL, 1983).

3.4. Bioensaios

A qualidade de um dado ambiente aquatico é dada, de modo geral, a partir de
duas formas de analises, consideradas complementares: as analises quimicas, que
identificam e quantificam as substancias quimicas presentes na agua; e as analises
bioldgicas, que qualificam os efeitos que podem ser induzidos nos organismos vivos
por essas substancias.

A pratica de usar organismos vivos para testar comprometimento ambiental
surgiu no século XIX, ainda com metodologias rudimentares, onde animais e plantas
comecaram a ser usados para avaliagcdo dos efeitos negativos de ambientes
contaminados, especialmente dos ambientes aquaticos. Essas avaliagdes sao
chamadas, atualmente, de bioensaios. Os ensaios biolégicos podem ser
desenvolvidos com varios grupos de organismos vivos, incluindo desde bactérias até
mamiferos (KNIE; LOPES, 2004).

Os bioensaios sao ferramentas importantes para avaliar as possiveis
respostas dos organismos, quando estes estdo expostos a contaminantes
ambientais (RIZZO, 2011). Como ha similaridade da estrutura do DNA e da sintese
proteica entre os organismos, os resultados obtidos em uma espécie podem, muitas

vezes, serem extrapolados para outra espécie. Entretanto, € necessario atentar para
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as diferencas e peculiaridades dos organismos, que podem diferir entre si em
aspectos como sensibilidade, mecanismos de reparo do DNA e atividade metabdlica
(RAMEL, 1983). Assim, os bioensaios sdo extremamente importantes, uma vez que
andlises quimicas podem ser muito limitadas, pois apenas identificam e/ou
quantificam as possiveis substancias toxicas, sem levar em consideracdo seus
efeitos sobre os organismos expostos. Além disso, considerando a imensa
quantidade de compostos quimicos que podem chegar as aguas, torna-se
impossivel a qualificagdo, com exatidao, de todos estes compostos (KNIE; LOPES,
2004). Ademais, as diferentes substancias presentes no meio aquatico, podem
apresentar caracteristicas e efeitos diferentes sobre os organismos, a partir do efeito
combinados dessas substancias (JAGER et al., 2007).

Nesse contexto, o monitoramento ambiental dos ecossistemas aquaticos
representa uma ferramenta importante na analise da qualidade de agua, tendo como
principais objetivos estudar os tipos de contaminagdes (poluentes naturais ou
sintéticos), resultantes das atividades humanas, além de identificar quais os
mecanismos de agao desses poluentes e seus consequentes efeitos sobre o

conjunto de seres vivos que habitam a biosfera (ZAGATTO, 2006).

3.4.1. Allium cepa

Os vegetais superiores vém sendo amplamente recomendados pelo
Programa Ambiental das Nagdes Unidas (UNEP), pelo Programa Internacional de
Seguranga Quimica (IPCS, OMS) e pela Organizagdao Mundial da Saude (OMS),
para avaliar efeitos genotdxicos e mutagénicos de amostras ambientais e de
substancias quimicas (BAGATINI et al., 2007; LAUGHINGHOUSE IV et al., 2012).

Dentre as plantas utilizadas para tais analises, destaca-se a espécie Allium
cepa, pela sua eficiéncia de resposta a diversos agentes ambientais (GRANT, 1994;
1999), sendo, por isso, considerada um modelo eficiente para avaliagdo da
contaminagdao ambiental terrestre e aquatica (LEME; MARIN-MORALES, 2008;
HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009).

Os bioensaios realizados com A. cepa, quando comparados com bioensaios
realizados com animais, sdo considerados mais sensiveis para avaliagdes
ambientais e de mais facil execugéo (LEME; MARIN-MORALES, 2008), uma vez que
a espécie A. cepa possui uma alta taxa de germinagdo e um comportamento

cromossOmico bem conhecido, o que permite a obtengcao de resultados seguros e
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consistentes (ALVIM et al., 2011). Os bioensaios com a espécie A. cepa podem,
ainda, ser realizados em um curto periodo, visto que o tempo, desde o processo de
germinagao até a coleta das raizes, € de cerca de cinco dias. A espécie possui
determinadas caracteristicas que auxiliam no desenvolvimento das analises, como
por exemplo, cromossomos grandes e em pequeno numero (2n=16), podendo ser
facilmente visualizados em microscopia de luz, facilitando também a avaliacdo da
presenca de possiveis aberragdes cromossémicas (GRANT, 1982).

Apesar dos organismos vegetais apresentarem diferencas metabdlicas em
relacdo aos animais, existem ainda muitas similaridades entre esses grupos,
podendo haver uma correlagdo de até 82% entre os ensaios realizados com A. cepa
e com animais (FISKESJO, 1993, 1994; RANK; NIELSEN 1994). Os ensaios com A.
cepa foram também considerados mais sensiveis que o teste de Ames (RANK;
NIELSEN, 1994) e com outros vegetais superiores como, por exemplo, a espécie
Vicia faba (MA et al., 1995; MIGID et al., 2007). Essa espécie pode ser utilizada para
analisar diferentes parametros de avaliacdo (endpoints), como: (1) avaliagdo de
citotoxicidade - obtida a partir de parametros como indice mitético (IM) e parametro
de proliferagéo celular (GADANO et al., 2002); (2) genotoxicidade - obtida a partir da
ocorréncia de aberragdes cromossémicas (AC) e de alteragdes nucleares; e (3)
mutagenicidade — obtida a partir da ocorréncia de micronucleos celulares e
fragmentos cromossémicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

3.4.2. Testes in vitro e cultura de células RTL-W1

O controle do uso de animais como organismos testes tem se tornado cada
vez mais rigoroso, uma vez que os comités de ética do mundo todo tentam minimizar
(ou até mesmo exterminar) o sofrimento de animais utilizados em testes bioldgicos
(ROGERO et al.,, 2003; UBELS; CLOUSING, 2005). Desta maneira, tem sido
necessario o desenvolvimento e a padronizagao de ensaios in vitro, realizados com
diferentes sistemas testes, que apresentem as caracteristicas e as interagbes
celulares dos tecidos originais, para poder, assim, simular as respostas bioldgicas
obtidas em experimentos in vivo (ZUCCO et al., 2004). os bioensaios realizados com
cultura de células sdo uma ferramenta importante para a investigagdo de respostas
biolégicas, em diversas areas, como a imunologia, a virologia, a genética e a
toxicologia (LEWINSKA et al., 2007).
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Muitos pesquisadores tém utilizado, como sistemas teste, células mantidas
em cultura (ROCHA et al., 2009; BOETTCHER et al., 2010; BARON et al., 2012;
KIENZLER et al., 2012; 2013; MALHAO, 2013). Nos ensaios in vitro, essas culturas
sdo expostas a um agente a ser testado, para se verificar possiveis alteragdes
celulares que possam ocorrer nestas células. Tais ensaios apresentam algumas
vantagens em relacao aos testes in vivo, como, por exemplo: (1) a possibilidade de
limitagdo do numero de variaveis experimentais; (2) a maior facilidade de obtengao
de dados significativos; (3) a alta reprodutibilidade; (4) a realizagdo do experimento
em um curto periodo de tempo; (5) a alta sensibilidade em relagéo a outros testes e
(6) aos baixos custos, quando comparados com os testes in vivo (ROGERO et al.,
2003).

As culturas de células que podem ser utilizadas nos bioensaios envolvem,
basicamente, linhagens de cultivos primarios e linhagens de cultivos permanentes. A
obtencdo das linhagens de cultivo primario pode ser dar a partir de células
recentemente isoladas de tecidos, sendo que essas linhagens possuem um tempo
de cultivo limitado (culturas finitas). A obtencéo das linhagens de cultivo permanente,
ou imortais, se da pela transformacdo de células que tem capacidade de
crescimento ilimitado em cultura (culturas infinitas). Alguns exemplos de culturas de
células amplamente utilizadas em bioensaios sdo as Culturas de Fibroblastos 3T3,
células HelLa e Células de Ovario de Hamster chinés (CHO) (SACHANA,;
HARGREAVES, 2007).

Existe um grande numero de tipos celulares que podem ser empregados nos
bioensaios in vitro, sendo que culturas celulares também sao muito utilizadas para a
avaliagao dos efeitos da agdo de xenobiontes presentes nos ambientes.

Os bioensaios in vitro realizados com cultura de células de peixes sdo muito
importantes para o monitoramento ambiental, sendo eficientes para a avaliacdo do
potencial toxico tanto de substancias isoladas quanto de misturas ambientais
complexas, como as amostras de agua e de sedimentos (CHEN; WHITE, 2004).
Estudos indicam que as culturas de células de peixe podem substituir, ou
complementar, os estudos in vivo realizados com animais (BABICH,;
BORENFREUND, 1986; 1987; CASTANO et al., 1994; JHA, 2004; ROCHA et al.,
2009; BOLS et al., 1985).

As culturas de linhagens de hepatocitos de peixes sado, ferramentas

indispensaveis para a avaliagdo tanto da toxicidade de amostras aquaticas
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(KNASMULLER et al., 2004), quanto da avaliagdo da agdo de compostos
xenobiontes (PESONEN; ANDERSSON, 1997; SEGNER, 1998), visto que as células
do figado possuem a capacidade de metabolizagdo e biotransformacédo dos
xenobiontes, sendo indicadas para a avaliagdo dos efeitos da agdo direta dos
contaminantes, bem como da agdo dos seus metabodlitos (LEE et al., 1993;
KNASMULLER et al., 2004).

Dentre as linhagens de culturas de células de peixes, destaca-se a linhagem
RTL-W1 (LEE et al., 1993), que tem sido utilizada em diversos bioensaios para a
avaliacdo de diferentes endpoints. Essa linhagem celular foi obtida a partir do
isolamento de células do figado de um macho adulto de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss). A partir da cultura primaria inicial, algumas células
continuaram a crescer lentamente até que, apdés 5 meses, foi atingida a confluéncia
dessas células. Neste periodo, foram preparadas subculturas destas células, a partir
de procedimentos de tripsinizagao (passagens). Apos 14 meses de cultivo, Lee et al.
(1993) desenvolveram testes com essas linhagens, onde os autores observaram
que, apos 100 passagens destas células (replicagdes celular), o tempo entre as
passagens foi reduzido para um periodo de 7 a 10 dias. As células RTL-W1,
provavelmente, adquiriram uma imortalidade espontanea, mesmo nao sendo células
neoplasicas. Essa linhagem celular é considerada uma linhagem celular normal de
hepatdcitos, pois mantem a sua caracteristica celular, independente do numero de
passagens necessarias para os experimentos (MALHAO et al., 2013).

Culturas de células RTL-W1 apresentam uma alta eficiéncia na detecgao dos
efeitos citotdxicos e genotoxicos dos poluentes presentes no meio aquatico (NEHLS;
SEGNER, 2001; ROCHA et al., 2009; BOETTCHER et al., 2010). No entanto, a
maioria dos estudos realizados com esta linhagem celular se concentra em estudos
que avaliam a atividade enzimatica desta célula, tendo poucos estudos relacionados
com a avaliacdo de amostras ambientais de ecossistemas aquaticos. Dentre os
poucos estudos ambientais realizados com essas células, a maioria se concentra na
avaliagao da genotoxicidade (teste do cometa) e uma pequena parte para avaliar a
mutagenicidade (inducéo de micronucleos) de amostras aquéaticas (MALHAO et al.,
2013).

Boettcher et al. (2010), notificaram que o teste de inducdo de micronucleos
em linhagens de células RTL-W1, se mostrou eficiente na detecgcao do potencial

mutagénico (ensaio do MN) de extratos de amostras de sedimentos de agua doce.
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Esta linhagem celular também se mostrou adequada para a detec¢do do potencial
genotéxicos (ensaio do cometa) de extratos de sedimento (BOETTCHER et al.,
2010; ROCHA et al., 2009). Além disso, Kosmehl et al. (2004) comprovaram que as
células RTL-W1 possuem uma alta capacidade de biotransformag¢do de compostos
quimicos, quando comparadas com outras linhagens de células de peixe, como, por

exemplo, as células RTG-2.

3.4.3. Ensaio de incorporacao do vermelho neutro

Foram desenvolvidos muitos ensaios in vitro, realizados com cultura de
células, para avaliar citoxicidade. Esses testes consistem em verificar, por diferentes
meétodos, entre eles o de incorporagdo de corantes vitais ou pela inibicdo da
formacao de coldnias celulares, a presenga de alteragdes em células expostas a
agentes toxicos. (ROGERO et al., 2003).

O corante vermelho neutro tem sido muito utilizado como um dos indicadores
de citotoxicidade de células mantidas em cultura, dentre elas as de hepatdcitos,
sendo também usado para avaliar viabilidade celular. O ensaio de citotoxicidade
com o vermelho neutro caracteriza-se em um teste de incorporagao do corante por
células viaveis (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006), a partir da sua absorgcdo pela
membrana celular, por difusdo passiva nao idnica. O corante se concentra nos
lisossomos das células, fixando-se nestas estruturas através de ligacdes
eletrostaticas com grupos anibnicos e fosfatos hidrofébicos da matriz lisossomal
(MELO, 2000). Desta maneira, muitas substancias téxicas danificam as membranas
celulares, resultando no decréscimo de captura e ligagcdo do vermelho neutro,
tornando possivel distinguir células vivas das danificadas ou mortas, pela medida de
intensidade de cor da cultura celular (CIAPETTI et al., 1996).

Em testes realizados com extratos organicos de sedimentos para avaliagoes
em culturas de células, o ensaio de incorporacdo do vermelho neutro € também uma
ferramenta muito importante para que se possa estabelecer, com seguranga, as
concentragbes mais altas destes extratos, que serdo utilizadas em outros ensaios,
onde a toxicidade aguda deve ser evitada (ROCHA et al., 2009), como por exemplo

o teste do micronucleo.
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3.4.4. Teste do micronucleo

O teste do micronucleo é frequentemente utilizado na detec¢ao da indugao de
danos nos cromossomos ou no aparato mitético das células. Este teste se baseia na
ocorréncia de fragmentos de cromossomos ou de perdas de cromossomos inteiros,
que nao foram reincorporados ao nucleo principal da célula durante a divisdo celular,
sendo, entdo, transformados em pequenos nucleos (JENSSEN; RAMEL, 1980;
GRISOLIA, 2002; NORPPA; FALCK, 2003). Desta forma, os micronucleos sao
estruturas circulares envolvidas por membrana, semelhantes ao nucleo principal,
mas de tamanho muito menor, equivalentes a 1/3 a 1/16 do tamanho do nucleo
(RODRIGUES et al., 1997; FERETTI et al., 2008), que possuem mesma refringéncia,
sendo facilmente reconhecidos por microscopia de luz (AL SABTI; METCALFE,
1995).

Dentre as vantagens da realizacdo deste teste, incluem-se a facilidade de
analise e a possibilidade de sua aplicacdo em qualquer populacdo celular em
proliferacdo (HAYASHI et al.,1998).

A inducdo de micronucleos pode predizer efeitos clastogénicos e/ou
aneugénicos de diversos agentes. Sendo assim, a formagédo dos micronucleos por
fragmentos cromossOmicos, derivados de quebras cromossémicas, caracteriza uma
agao clastogénica, e a formagdo dos micronucleos por perdas de cromossomos
inteiros, durante a divisdo celular, caracteriza uma agao aneugénica, dos agentes
testados (LEME et al., 2008).

Este teste tem sido um dos métodos mais utilizados na avaliagdo de danos
cromossOmicos (FENECH, 2006; FENECH et al., 2003), sendo considerados
eventos chave no desenvolvimento do cancer e do envelhecimento celular
(FENECH, 2000). Desta forma, o teste do micronucleo tem sido aplicado em
diversas areas biolégicas e da saude, na identificagdo do potencial genotdxico de
novos produtos farmacéuticos, agrotoxicos, agentes fisicos em geral e amostras
ambientais (KIRSCH-VOLDERS, 1997). O teste do micronucleo tem também sido
muito utilizado, tanto para avaliagdes in situ (ROCHA et al., 2009), quanto para
avaliagbes in vitro de contaminantes presentes em amostras ambientais
(PANTALEAO, 2006), fornecendo respostas bioldgicas relacionadas com o
potencial de mutagénicidade de agentes presentes no ambiente (SOUZA;
FONTANETTI, 2006).
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3.5. Classificagao das aguas

O rio Corumbatai constitui uma sub-bacia da bacia do rio Piracicaba, que
pertence a Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos das Bacias do
Piracicaba, Capivari e Jundiai — UGRHI PCJ. Este corpo hidrico nasce no municipio
de Analandia, passando pelos municipios de Corumbatai, Itirapina, Ajapi, Rio Claro,
Santa Gertrudes, Ipeuna, Charqueada e Piracicaba, todos localizados no interior do
estado de Sao Paulo. Sua bacia compreende uma area de 1.679,19 Km?, totalizando
13,4 % da area da sua bacia principal (IRRIGART, 2005) e recebe os afluentes:

ribeirdo Claro, o ribeirdo Passa Cinco, o rio Cabega e o cérrego da Servidao.

Sub-bacia do

Corumbatai I;B’ia:gicai :aoba

Estado de Sao Paulo

Figura 1: Esquema ilustrativo da localizagao geografica da sub-bacia do rio Corumbatai (SP).

O uso das aguas da bacia do Corumbatai é dividido, basicamente, em 54%
para o abastecimento da populacédo urbana, dentre elas as cidades de Rio Claro e
Piracicaba, 22% para abastecimento industrial e 14% para irrigagao agricola, sendo
uma sub-bacia de grande interesse econémico e ambiental (PALMA-SILVA, 1999;
CARMONA et al., 2004).

Esta regidao possui diversos problemas ambientais, decorrentes da falta de
planejamento de ocupagéo, com grandes areas ocupadas por monocultura de cana-
de-agucar e por pastagens, além de ter um alto desenvolvimento industrial e uma
concentragdo urbana intensa, atividades estas consideradas potencialmente
poluidoras (FREDERICE et al., 2010).

A bacia do rio Corumbatai, ao longo de seu curso, recebe efluentes de origem
doméstica e industrial das cidades de Analandia, Corumbatai, Rio Claro, Santa

Gertrudes e Piracicaba, o que acaba levando a um aumento gradativo da sua carga
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poluidora e um consequente aumento dos custos dos tratamentos de agua das
cidades que fazem uso deste recurso hidrico para abastecimento (CETESB, 2009).

As areas da bacia do Corumbatai destinadas ao plantio de cana-de-agucar
estdo proximas as margens do rio, fator este bastante preocupante, pois os
agrotoxicos e outros produtos agricolas podem ser facilmente carregados pelas
aguas da chuva para a calha do rio (CELLA, 2009).

Desta forma, de acordo com Palma-Silva (1999), os principais problemas
ambientais que podem ser encontrados na regido da Bacia do Rio Corumbatai
podem ser resumidos em:

- Langamento de esgotos domésticos e de efluentes industriais;

- Disposigao inadequada de residuos solidos;

- Crescimento desordenado das areas urbanas;

- Eroséo e assoreamento do rio, devido ao desmatamento das matas ciliares;

- Degradacao da paisagem para extragdo mineral,

- Realizacdo de queimadas, aplicagdo de vinhacga, herbicidas e fertilizantes
nas atividades agricolas realizadas no entorno da bacia;

- Pilhas de rejeitos de lixo préximos aos rios.

O rio Corumbatai € classificado, de acordo com a resolugdo CONAMA, como
de Classe 2 (MESSIAS et al.,2008). As aguas de rios com esta classificagdo séo
destinadas: (1) ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento
convencional; (2) a protecdo das comunidades aquaticas; (3) a recreacao; (4) a
irrigacdo de hortalicas, plantas frutiferas, parques, jardins que possam vir a ter
contato direto com o publico e (5) a aquicultura e pesca.

As condi¢gdes dos mananciais, de acordo com Tucci (2001) e definidas na
Resolugdo CONAMA 357/05, dispbe que os requisitos minimos para as aguas de
Classe 2 proibe, nestas bacias, atividades como as relacionadas a: (1) Industrias:
incluindo as atividades de industrias sucroalcooleiras, metalurgicas, de
galvanoplastia, quimicas em geral, matadouros, de artefatos de amianto e
processadoras de material radioativo; (2) Hospitais, sanatoérios e leprosarios; (3)
Depdsitos de lixo; (4) Parcelamento do solo de alta densidade: lotes,
desmembramento e conjuntos habitacionais.

Os relatoérios de qualidade dos recursos hidricos da bacia do rio Corumbatai,
realizados pelo comité PCJ, que considera determinados pontos deste rio, sao

baseados nos indice de Qualidade da Agua Bruta para fins de Abastecimento
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Publico (IAP), que reflete a contaminagdo dos corpos hidricos por atividades
urbanas e industriais e indice de Qualidade das Aguas para a Protecdo da Vida
Aquatica (IVA), que reflete a qualidade das aguas para fins de protegcéo da fauna e
flora em geral. Tais indices possuem classificagcbes que variam de: 6tima, boa,
regular, ruim e péssima.

Os dados obtidos pelo comité PCJ, em seu relatério mais recente, para os

IAP e IVA de alguns pontos do Rio Corumbatai estao representados no quadro 1:

Quadro 1: Dados da avaliagdo da qualidade da agua do Rio Corumbatai pelo comité
PCJ.

AREA DE AVALIAGAO IAP IVA
TRECHO A MONTANTE DE RIO CLARO REGULAR REGULAR
TRECHO A JUSANTE DE RIO CLARO BOA OTIMA
TRECHO A JUSANTE DE SANTA GERTRUDES BOA PESSIMA
TRECHO A MONTANTE DE PIRACICABA RUIM REGULAR

Estes dados mostram que o Rio Corumbatai ndo possui uma uniformidade,
quanto a qualidade de suas aguas, o que pde em discussao a classificagdo sugerida
pelo CONAMA (resolugdo 357/2005), que enquadra esse rio em sua totalidade,
como de Classe 2.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais bioldgicos

Neste estudo, foram utilizadas, para o desenvolvimento de bioensaios os,
sistemas testes A. cepa (variedade Baia-Periforme), células RTL-W1 mantidas em
cultura (LEE et al., 1993), derivadas do figado de truta arco-iris (Oreochromis

mykiss).

4.2. Area de estudo e pontos de coleta

As coletas das amostras de agua e sedimentos do rio Corumbatai foram
realizadas em quatro pontos distintos, localizados no Médio e no Baixo Corumbatai,
proximos as cidades de Rio Claro, Santa Gertrudes e Piracicaba, como segue na
figura 1 e tabela 1:

(P1) ponto a@ montante do municipio de Rio Claro;

(P2) ponto a jusante de municipio de Rio Claro;

(P3) ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da confluéncia do rio
Corumbatai com o ribeirdo Claro;

(P4) ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o rio Piracicaba.

.CORUMBATAl
ITIRAPINA
L ]
]
Sub-bacia do ) .R.o &
Corumbatai Bacia do 5
Piracicaba 1
STA. GERTRUDES
53
Estado de Sao Paulo m:w

Figura 1: Esquema ilustrativo dos quatro pontos de coleta. (1) P1 - ponto a montante do municipio de
Rio Claro; (2) P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; (3) P3 - ponto a jusante do municipio de
Santa Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdao Claro; (4) P4 - ponto a montante
da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.
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Tabela 1: Coordenadas geograficas dos pontos de coleta.

PONTOS DE COLETA LATITUDE (S) LONGITUDE (W)
P1 22°23.20%5’ 47°32.753'
P2 22°25.343’ 47°35.614’
P3 22°29.076’ 47°35.600°
P4 22°30.917 47°37.467

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3
- ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo
Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

4.3. Coleta das amostras

Foram realizadas duas coletas durante o estudo, sendo uma durante a
estacdo chuvosa e quente (fevereiro de 2013) e outra durante a estagéo seca e fria
(julho de 2013). Estas coletas procuraram englobar as estagdes climaticas que
melhor determinam o clima da regiao de estudo.

Para cada ponto amostrado do rio Corumbatai foram coletadas amostras de
agua e de sedimento. As amostras de agua foram coletadas com o auxilio de baldes
de aco inoxidavel e frascos de vidro, enquanto que as amostras dos sedimentos
foram realizadas com o auxilio de uma draga de Ekman-birge (coleta da camada de
sedimento mais superficial).

Tanto as amostras de agua quanto as de sedimentos foram homogeneizadas
para a retirada de uma amostra composta, cujo volume final foi de 4 L para a agua e
de 2 Kg, para o sedimento. Os volumes finais de agua e sedimento foram
acondicionado em frasco escuro, mantido sob refrigeracdo, para serem,
posteriormente, transportado para o laboratério, onde as amostras foram mantidas a

4°C, até serem utilizadas nos bioensaios.

4.3.1. Dados térmicos e pluviométricos dos meses das coletas

Os dados térmicos e pluviométricos da regido em estudo, para os periodos
considerados, foram obtidos junto Centro de Andlise de Planejamento Ambiental
(CEAPLA) do Instituto de Geociéncias da UNESP de Rio Claro.

4.4. Preparo das amostras
Os ensaios realizados com a espécie A. cepa nao necessitaram de um

preparo prévio das amostras (agua e de sedimentos), sendo as mesmas utilizadas in
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natura. No entanto, para a realizagdo dos ensaios com culturas de células RTL-W1,
as amostras de agua e de sedimento dos pontos amostrados (P1, P2, P3 e P4), para

as duas coletas realizadas, passaram por um processo de extragdo organica.

4.4.1. Extragao de fase soélida e eluicao dos extratos de agua

O procedimento de extracdo de fase sélida foi realizado conforme o estudo
desenvolvido por Silva (2013), e consistiu, basicamente, em passar as amostras de
agua por cartuchos poliméricos capazes de reter os contaminantes presentes nas
amostras. Assim, para a realizacdo da extracdo de fase sodlida, neste estudo,
primeiramente, as amostras de agua foram filtradas, por duas vezes, em sistema de
filtracdo a vacuo, com filtros de fibra de vidro de 47 mm (Sartorius Stedim Biotech®).
Posteriormente, para o procedimento de extragao, foram preparados cartuchos com
resinas poliméricas Strata-X 200 mg/3 mL (Phenomenex®), adicionando-se 6 mL de
metanol em cada cartucho, para a abertura de suas cadeias poliméricas. Em
seguida foram adicionados 6 ml de agua ultra pura para a retirada dos residuos de
metanol.

Apos a preparacado dos cartuchos, estes foram conectados a um sistema de
filtracdo a hidrovacuo, por onde foi passado 1 L de amostra, em cada cartucho, no
seguinte sentido: (1) colunas de vidro; (2) mangueiras de silicone; (3) manifold
conectado a uma bomba de hidrovacuo. Desta maneira, os contaminantes presentes
nas amostras ficaram todos retidos nos polimeros dos cartuchos e o restante de
agua, isenta de contaminantes, foi descartada no recipiente de descarte do
manifold. Posteriormente, os cartuchos foram conectados diretamente ao manifold,
para secagem, e depois armazenados em freezer a -20 °C, até a sua utilizacdo nos
ensaios.

Para a eluicdo dos cartuchos, foi adicionado 10 mL de metanol em cada
cartucho. O extrato obtido (metanol + contaminantes que estavam retidos nos
cartuchos) foi seco em nitrogénio gasoso, até obter um volume de 1 mL de extrato,
ou extratos mil vezes concentrado (1 mL de extrato/1 L de amostra). Os extratos

obtidos foram mantidos a 4°C, até a sua utilizagao nos ensaios.

4.4.2. Preparacgao dos extratos de sedimentos
Os extratos das amostras de sedimentos foram obtidos conforme o estudo
realizado por Boettcher et al. (2010), a partir da extracdo cetdnica, no aparelho
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extrator Soxhlet. Primeiramente, as amostras de sedimentos (previamente
congeladas a - 80°C), foram liofilizadas, até a retirada total do conteudo aquoso, por
reacao de sublimacdo da agua. Posteriormente, foram colocados em filtros de
celulose 20 g de cada amostra, sendo um filtro para cada amostra. Os filtros,
contendo as amostras de sedimentos foram colocados em colunas de extracédo
(Soxhlet), sendo uma para cada amostra. As colunas foram conectadas, em uma de
suas extremidades, a um condensador de refluxo (contendo agua gelada), e na
outra extremidade, a um baldo volumétrico (aquecido por uma fonte de calor),
contendo 100 mL de acetona — P.A. (solvente organico).

Desta forma, formou-se um sistema fechado, onde o solvente foi aquecido até
a sua evaporacgao. O vapor deste solvente foi condensado na coluna de extragao, ao
entrar em contato com o condensador de refluxo, gotejando, assim, na coluna de
extracdo, até preencher toda a coluna. Ao encher a coluna de extracido e entrar em
contato com as amostras de sedimento, o solvente retornou ao baldo volumétrico
por sifonacéo e o processo de refluxo se repetiu automaticamente. Este processo foi
realizado durante 16 horas, extraindo os possiveis contaminantes do sedimento,
transferindo-os para o solvente organico. Os extratos de sedimentos foram
concentrados no proprio aparelho de Soxhlet, eliminando-se o solvente, antes do
seu retorno ao baldo volumétrico.

Posteriormente, os extratos foram secos em nitrogénio gasoso, e
redissolvidos em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO), obtendo-se um extrato
equivalente a 20 g de sedimento em 1 mL de DMSO (20 g SEQ/mL DMSO).

4.5. Andlises fisico-quimicas e quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas com o auxilio do equipamento
Horiba®, considerando os parametros: pH, temperatura, salinidade, condutividade,
turbidez e oxigénio dissolvido.

Foram realizadas analises quimicas das amostras de agua, para avaliar a
presenca e a concentracdo de metais e de compostos inorganicos, além da
concentracédo de carbono. Tais analises foram realizadas no Laboratério de Estudo
de Bacias (LEBAC), do Departamento de Geologia Aplicada do Instituto de
Geociéncias e Ciéncias Exatas — UNESP - Rio Claro, em convénio com o UFZ -
Helmholtz Centre for Environmental Research GmbH, Leipzig, Alemanha.
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4.6. Ensaios

4.6.1. Ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em Allium
cepa

As sementes de A. cepa foram submetidas a germinagdo em dois tipos de
ensaios: um em amostras de agua e o outro em amostras de sedimento coletados
no rio Corumbatai. O controle positivo foi realizado com sementes expostas a
germinacdo em metil-metanosulfonato (MMS — 4 x 10 M) e o controle negativo em
agua ultra pura. Todos os ensaios foram realizados em estufa a 20 °C.

Para todos os ensaios realizados com A. cepa, foram feitos testes de
recuperacao, colocando as raizes previamente expostas nas amostras de agua e de
sedimento, em agua ultra pura por 48 horas, para avaliar a persisténcia da agéo dos
contaminantes presentes nas amostras (agua e sedimento) do rio Corumbatai.

Apos a germinacédo das sementes, as raizes foram coletadas e fixadas em
Carnoy 3:1 (etanol: acido acético - v/v), por 6 a 18 horas, em duas situagdes: apods
120 horas de exposi¢cao as amostras de agua e de sedimento, e apds o periodo de
recuperacgao de 48 horas em agua ultra pura.

Para a realizacdo das analises de indice mitético (IM), aberracdes (AC)
cromossOmicas e de micronucleo (MN), as raizes, previamente fixadas, foram
submetidas a uma hidrélise acida (HCI 1N a 60° C) por 8-9 minutos, seguido de tripla
lavagem em agua destilada. Apds a hidrdlise, as raizes foram submetidas a reagao
de Feulgen, utilizando o reativo de Schiff por 2 horas em local escuro. Apos lavagem
das raizes, até a total retirada do corante, foram confeccionadas laminas pela
técnica de esmagamento suave, utilizando tanto as regides meristematicas como as
F1 das raizes (1 mm acima da regiao meristematica). As laminulas foram retiradas
em nitrogénio liquido e, apds secagem por 24 horas, as laminas foram montadas em
resina Enthellan®. As laminas foram analisadas em microscopia de luz, aumento de
400 vezes.

Para as analises de citotoxicidade, realizada para todos os ensaios, foi

avaliado o indice de divisdo celular, segundo a férmula a seguir:

. . N2 de células em divisao x 100
Indice mitético (IM) =

N? total de células observadas
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Para as analises de genotoxicidade, foi avaliada a ocorréncia de aberracdes
cromossOmicas, por meio da contabilizacdo das células que apresentaram
anormalidades celulares do tipo aderéncias cromossOmicas, C-metafase, pontes
cromossOmicas, anafases multipolares e perdas cromossOmicas, segundo a formula

a seqguir:

N@ de células alteradas x 100

indice de alteracdes cromossémicas (IAC) =
¢ ( ) N? total de células observadas

Para as analises de mutagenicidade em células meristematicas, foi avaliada a
ocorréncia de micronucleos e de quebras cromossémicas, pela contabilizagado das
células que apresentaram tais anormalidades celulares. Para as analises de
mutagenicidade em células F4, foi avaliada a ocorréncia de micronucleos, pela

contabilizagdo das anormalidades nessas células, conforme as férmulas a seguir:

N@ de células alteradas x 100

ndice de mutagenicidade (IMt) N@ total de células observadas

N2 de células F; alteradas x 100

Indice d t icidade F; (IMt Fy) =
ndice de mutagenicidade F, ( v N® total de células F; observadas

Para todos os tratamentos, foram realizadas 3 réplicas, sendo analisadas 5
laminas por réplica, contabilizando 2.500 células por réplica, totalizando 7.500
células por tratamento. As comparacgdes estatisticas foram feitas entre os resultados
dos testes e os resultados do controle negativo (CN) e entre as amostras de agua e
sedimento de um mesmo ponto. Foi aplicado o teste estatistico ndao paramétrico de
Kruskal-Wallis (p<0,05).

4.6.2. Ensaios com células RTL-W1

4.6.2.1. Manutengao das culturas de células

As células foram mantidas em frascos de cultura de 25 cm? (TPP®), contendo
10 mL de meio Leibowitz (L15) (Cultilab®), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Cultilab®) e 1% de antibidtico/antimicético (penicilina/estreptomicina)
(Sigma®) a 21°C.
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Para a realizagdo das passagens, as células foram lavadas duas vezes com 5
mL de PBS (Phosphate Buffered Saline), depois tripsinizadas com 1 mL de tripsina
0,5%, durante 1 minuto. Posteriormente, a tripsina foi neutralizada com 5 mL de
meio L15 suplementado e a suspenséo celular foi resuspendida, para a obtengao de
células isoladas. Foi adicionado mais meio aos frascos e a suspensao celular foi

entdo aliquotada em novos frascos, sendo 10 mL para cada frasco.

4.6.2.2. Ensaio de incorporagao do vermelho neutro

O ensaio de incorporagdo do vermelho neutro foi utilizado para avaliar o
potencial citotéxico dos extratos de sedimentos (toxicidade aguda), assim como para
determinar os volumes de extratos de sedimentos que continham as concentragdes
mais elevadas e nao toxicas de sedimentos, que foram utilizadas nos experimentos
in vitro, em endpoints especificos.

Para a realizacao deste ensaio, os extratos de sedimentos foram diluidos em
meio L15, a uma concentracgao inicial de 200 mg de extrato por mL de meio. Foram
adicionados 100 uL dos extratos em pogos de placas de 96 pogos (TPP®), onde
foram realizadas as diluicbes em série a partir destes volumes (1:1 a 1:64),
totalizando 6 réplicas por placa. Em seguida, foram adicionados 200 pL de
suspensdo celular em cada poco. O controle positivo foi realizado com 3,5-
Diclorofenol, a uma concentragcao de 80mg/L de meio, e o controle negativo apenas
com meio L15 suplementado. A exposicao foi realizada por 48 horas, a 20 °C.

Apos a exposicao, os extratos foram descartados e as células foram
incubadas com o corante vermelho neutro (2-metil-3-amino-7-dimetilaminofenazona)
a 1% por 3 horas. Apds esse periodo o corante foi descartado e as células foram
expostas a uma solugdo de extracdo (490 mL de etanol 99%, 10 mL de acido
acético, 500 mL de agua destilada), por 30 minutos, para serem posteriormente
observadas em espectrofotdmetro.

Para a determinagao de citotoxicidade, a incorporagao de vermelho neutro foi
medida a 540 nm, com um comprimento de onda de referéncia de 690 nm. A
viabilidade das células foi expressa em porcentagem e os dados foram avaliados
com o software Prism 4.0 (GraphPad®).

O potencial citotoxico dos extratos foi calculado como NRgs e, desta forma, os

volumes de extrato que continham as concentragdes mais elevadas de sedimentos,


https://www.google.com.br/search?client=firefox-a&rls=org.mozilla:pt-BR:official&biw=1093&bih=488&q=2-metil-3-amino-7-dimetilaminofenazona&spell=1&sa=X&ei=tHSqUv6UFISqkQeUtIHADg&ved=0CCkQvwUoAA
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utilizadas nos ensaios, foram aqueles que induziram 15% de mortalidade das

células, apos 48 horas de exposicao.

4.6.2.3. Teste do micronucleo

Para os testes realizados com os extratos das amostras de agua, as células
RTL-W1 foram expostas a 5 mL dos extratos diluidos (1:1000) em meio L15, em
frascos de 25 cm? (TPP®), sendo um frasco para cada amostra, totalizando 2
réplicas por frasco.

Para os testes realizados com os extratos das amostras de sedimentos,
primeiramente, as células foram incubadas em placas de 6 pocgos (TPP®) e depois
expostas a 2 mL de diluicbes seriadas de extratos (1:1, 1:2, 1:4 e 1:8) em meio L 15,
a partir dos volumes de extratos que continham as concentragcbes maximas de
sedimentos, definidas pelos valores de NRgs, para os extratos de cada ponto, como

segue:

Quadro 2: Volume dos extratos de sedimentos utilizadas nos ensaios do MN.

PONTOS FEVEREIRO/2013 JULHO/2013
P1 5,5 uL DE EXTRATO 3,25 yL DE EXTRATO
P2 2,50 yL DE EXTRATO 2,50 yL DE EXTRATO
P3 1,25 yL DE EXTRATO 0,95 uL DE EXTRATO
P4 2,20 yL DE EXTRATO 6,70 yL DE EXTRATO

Para todos os tratamentos, o controle positivo foi realizado com metil-
metanosulfonato (MMS — 2 x 10 M) e o controle negativo foi realizado com o meio
L15 suplementado.

As exposi¢des aos tratamentos foram realizadas por 48 horas (para todos os
extratos) a 20 °C. Apds esse periodo, 0 meio com os extratos foi descartado e
substituido por um novo meio suplementado, por mais 72 horas, para permitir a
proliferacdo celular. Apds esse periodo, as células foram lavadas duas vezes com
PBS, tripsinizadas (tripsina 0,5%) e neutralizadas com meio L 15 suplementado.

As suspensbes celulares foram transferidas para tubos falcon (TPP®) e
centrifugadas por 10 minutos a 1500 RPM. Apés a centrifugagcao, o meio foi

descartado e as células resuspendidas. Foram adicionados aos tubos 2 mL de
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fixador Carnoy 3:1 (metanol: acido acético - v/v), diluido em PBS (1:1), para a
primeira etapa de fixagdo. Apds esse procedimento, as células foram centrifugadas
novamente por 10 minutos a 1500 RPM. O primeiro fixador foi descartado, as células
foram resuspendidas, sendo adicionada uma nova solugado de fixador Carnoy 3:1
(metanol: acido acético - v/v) aos tubos (2 mL em cada tubo falcon). As células
fixadas foram armazenadas a -20 °C, até sua posterior utilizagao.

Para a confeccéo das laminas, as células foram centrifugadas por 10 minutos
a 1500 RPM, formando um pellet celular. A solugéo de fixagao foi descartada e 0,5
mL de uma nova solucéo de fixagédo foi adicionada em cada tubo. Em seguida, as
células (pellet) foram ressuspendidas. Esta suspensao foi gotejada em laminas
previamente lavadas, cobertas com um filme de agua ultra pura, e mantidas a 4 °C.

Posteriormente, as laminas foram submetidas a uma hidrélise acida (HCI 1N a
60° C) por 5 minutos, seguida de lavagem em agua destilada. Apds a hidrdlise, as
laminas foram submetidas a reagao de Feulgen, utilizando o reativo de Schiff por 2
horas em local escuro. Em seguida, as laminas foram contracoradas com Giemsa a
0,2% por 5 minutos.

Para os testes realizados com extratos de agua (CN), foram contabilizadas
2.000 células por frasco, com 2 réplicas, totalizando 4.000 células por tratamento.

Para os testes realizados com extratos de sedimentos foram contabilizadas
1.000 células por lamina, onde foram analisadas 2 laminas, totalizando 2.000 células
por diluicdo.

As avaliagbes estatisticas foram realizadas comparando os resultados obtidos
com as amostras testadas e os obtidos com o controle negativo (CN), por meio do

teste do qui-quadrado, com modificacdes de Yates (p<0,001).
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5. RESULTADOS
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RESUMO

As substancias potencialmente téxicas que sao lancadas no meio ambiente sdo o
principal fator de contaminagao dos corpos d’agua. Tais substancias podem interagir
com a coluna d’agua, acumular e contaminar também os sedimentos. Tal
contaminagao pode causar efeitos nocivos a organismos expostos e representar um
perigo, ndo sé para organismos aquaticos, mas para o ecossistema como um todo.
A bacia do rio Corumbatai € de grande importancia econémica para o interior do
estado de S&o Paulo-Brasil, pois suas aguas sao utilizadas no abastecimento de
varias cidades. Entretanto, este rio recebe uma quantidade significativa de descartes
de efluentes urbanos, industriais e residuos agricolas, que vém comprometendo a
qualidade de suas aguas. Dentre os vegetais superiores, a espécie Allium cepa tem
sido muito utilizada em avaliagbes do potencial téxico de amostras ambientais,
principalmente de ambientes aquaticos. Devido a grande importancia do rio
Corumbatai para o abastecimento publico da regido, o presente estudo avaliou os
efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de amostras de agua e de
sedimentos deste recurso hidrico, por meio de bioensaios de indice mitético,
aberragdes cromossémicas e micronucleos, tanto em células meristematicas como
F1 de A. cepa. Também foi avaliada a persisténcia dos efeitos dos contaminantes
das aguas e sedimentos sobre o organismo teste, apdés um periodo de recuperagao
de 48 horas em agua ultra pura. Foram realizadas duas coletas, sendo uma na
estacdo chuvosa e quente e outra na estacdo seca e fria. As amostras foram
coletadas em quatro pontos distintos do rio Corumbatai: P1) a montante da cidade
de Rio Claro; P2) a jusante da cidade de Rio Claro; P3) a jusante do municipio de
Santa Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4) a
montante da cidade de Piracicaba. Foi observado que as sementes expostas as
amostras de agua in natura tiveram a inibigdo quase completa de germinacéo e de
crescimento das raizes, evidenciando a alta toxicidade das amostras. Todavia, as
amostras de agua diluidas na proporcao 1:2 (v:v, amostra de agua/agua ultra pura,
respectivamente) ndo apresentaram alteracbes para os testes de germinagdo. O
mesmo ocorreu para as amostras de sedimento, onde as sementes somente
germinaram quando essas amostras foram misturadas com areia de silica na
proporcao 1:1. Para as andlises com a agua, foram observados resultados
significativos de genotoxicidade para as amostras coletadas na estacédo seca, nos
pontos P2, P3 e P4. Para as amostras de sedimentos, foram evidenciados
resultados significativos de genotoxicidade e mutagenicidade para as amostras
coletadas na estagdao chuvosa, nos pontos P2 e P3. Os resultados sugerem que
existe um comprometimento da agua do rio a partir das cidades de Rio Claro e
Santa Gertrudes, provavelmente ao fato do P2 e P3 se localizarem proximos a
langamentos de efluentes industriais e domésticos destas cidades.

Palavras-chave: aberragdes cromossémicas, micronucleos, biomonitoramento
ambiental, efluentes domésticos, efluentes industriais, agrotéxicos
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ABSTRACT

Potentially toxic substances that are released into the environment are the main
factor of contamination in water bodies. Those substances can interact with the water
column, accumulate and also contaminate sediments. Such contamination can cause
adverse effects to the exposed organisms and may represent a danger not only to
the aquatic organisms, but also to the whole ecosystem.The Corumbatai River Basin
plays an important role in the economy of S&o Paulo State (Brazil) since Corumbatai
River serves as a source of water supply for many municipalities. However, this river
receives a significant amount of urban, industrial and agricultural discharges, which
has been compromising the quality of its waters. Among the higher plants, the
species Allium cepa has been widely used to evaluate the toxic potential of
environmental samples, mainly for aquatic environments. Due to its importance for
public water supply in the region, this study aimed to evaluate the cytotoxic,
genotoxic and mutagenic effects of water and sediments samples from this water
resource, by bioassays performed with the test organism A. cepa. This way, mitotic
index, chromosomal aberrations and micronuclei, were investigated for both,
meristematic and F1 cells. The persistence of effects induced by water and
sediments contaminants were also evaluated on this test organism after a recovery
period of 48 hours, in ultra pure water. Two sampling campaigns were performed,
one in the warm and rainy season and the other in the cold and dry season. Samples
were collected in Corumbatai River, in four different sites: P1) upstream the
municipality of Rio Claro, P2) downstream the municipality of Rio Claro; P3)
downstream the confluence of Corumbatai River and Ribeirdo Claro; P4) upstream
the municipality of Piracicaba. According to the obtained results, it was possible to
observe that seeds exposed to raw water samples almost completely inhibited
germination and growth of roots, demonstrating the high toxicity of the samples.
However, water samples diluted in a ratio of 1:2 (v:v, water sample/ultra pure water,
respectively) showed no changes for germination tests. The same was recorded for
sediment samples, where seeds germinated only when these samples were mixed
with silica sand, in a ratio of 1:1. Significant genotoxic effects for water samples
collected in the dry season were observed in points P2, P3 and P4. For sediment
samples collected in the rainy season, genotoxic and mutagenic effects were
recorded for points P2 and P3. Results suggest that there is a major toxic potential of
Corumbatai River waters, nearby Rio Claro and Santa Gertrudes, in points P2 and
P3, probably due to the influence of discharges of industrial and domestic effluents
from these municipalities.

Keywords: chromosomal aberrations, micronuclei, environmental biomonitoring,
domestic sewage, industrial effluents, pesticides.
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1. INTRODUGAO

A poluicdo ambiental, que pode ser de origem quimica, fisica ou bioldgica,
pode promover severas alteragcdbes nos ecossistemas e danos graves aos
organismos vivos. Uma das principais causas da poluicdo ambiental € a polui¢ao por
quimicos que chegam ao ambiente acidentalmente, intencionalmente ou ainda de
forma natural. Esses contaminantes podem ser transportados e/ou concentrados em
diversos compartimentos do ambiente, como ar, aguas superficiais e subterraneas,
sedimentos e solos (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental -
CETESB, 2013). Dentre todos os ecossistemas, os aquaticos sdo 0s que mais
sofrem com os impactos das atividades humanas (MOZETO; ZAGATTO, 2006). Os
poluentes quimicos mais impactantes para esses ambientes sdo os agroquimicos
(MIRLEAN et al., 2002; TREPOS et al., 2012), os quimicos industriais (HENDRYX et
al., 2012), os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (CELINO et al., 2010),
os metais (VENKATRAMREDDY et al., 2009) e os efluentes urbanos (CHEN et al.,
2013).

A agua é a substancia mais importante para a vida, e a agua doce,
particularmente, a mais importante para os organismos dos ecossistemas
continentais (BARON et al., 2002; GLEICK et al., 2008). Este bem natural deve ser
preservado ou, dependendo das suas condi¢cdes, recuperado, para assim,
assegurarmos a qualidade ambiental e, consequentemente, a vida do planeta.

O lancamento de poluentes no meio aquatico pode comprometer tanto a
qualidade como a disponibilidade das aguas para os seres vivos. Por esse motivo, a
contaminagdo dos recursos hidricos vem chamando a atengdo da comunidade
cientifica, pois ainda nao dispomos de ferramentas eficientes para a completa
remogao dos poluentes desses ambientes.

O sedimento aquatico € uma matriz extremamente complexa, formada a partir
de uma mistura da argila, areia, sais minerais e matéria organica depositada logo
abaixo da coluna d’agua dos recursos hidricos (ARAUJO et al., 2006). A
contaminagao dos sedimentos dos ambientes aquaticos ocorre a partir do acumulo
de poluentes nestes compartimentos. Os sedimentos servem de reservatérios de
poluentes que sdo lancados na coluna d’agua (SANZ-LAZARO; MARIN, 2009;
MIRELES et al., 2011, WETZEL et al.,, 2013), sendo considerados fontes
secundarias de contaminacdo do meio aquatico (LEE et al.,, 2000; BURTON;

LANDRUM, 2003). Os contaminantes adsorvidos nos sedimentos podem retornar a
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coluna d’agua e desempenhar um papel muito importante na contaminagdo do
ecossistema aquatico (PELUSO et al., 2013). Além disso, contaminantes presentes
nos sedimentos podem apresentar concentragdes maiores do que as concentragdes
originalmente presentes na coluna d’agua (CHAPMAN et al., 1989, YI et al., 2008).
No entanto, pouca atencéo tem sido dada aos poluentes associados aos sedimentos
(BURTON, 2002), o que torna a maioria das avaliagbes dos recursos hidricos
incompleta. Desta forma, para se obter resultados mais consistentes e seguros
sobre as contaminagbes aquaticas, € necessario que sejam avaliadas ambas as
fases dos sistemas hidricos (agua e sedimentos).

Os contaminantes ambientais, além de induzirem efeitos deletérios gerais,
podem interagir com a molécula de DNA, levando a efeitos adversos, como
alteracdo das vias de reparo, alteragdes cromossémicas e mutagdes, que podem
desencadear, dentre outros efeitos, processos neoplasicos (PRESTON;
HOFFMANN, 2001; PEREIRA et al., 2007).

Os estudos de genética toxicoldgica tém como objetivo prever e monitorar os
efeitos de agentes genotdxicos, mutagénicos e, até carcinogénicos, além de serem
necessarios para o entendimento do modo de acdo desses agentes sob o0s
organismos expostos (OHE et al., 2004). Ja os bioensaios sdo ferramentas
importantes para avaliar as possiveis respostas dos organismos, quando estes estao
expostos a xenobiontes (RIZZO, 2011).

Muitos vegetais superiores sao frequentemente utilizados para o
monitoramento de contaminantes do meio ambiente (CABRERA; RODRIGUEZ,
1999; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; FERNANDES et al., 2009; LEME; MARIN-
MORALES, 2009; 2010; MAZZEO et al, 2010; 2011). Dentre as plantas utilizadas em
analise ambiental, a espécie Allium cepa se destaca pela sua eficiéncia de resposta
a diversos agentes (GRANT, 1994; 1999), sendo, por isso, considerada um modelo
eficiente para avaliacdo de contaminacgédo terrestre e aquatica (LEME; MARIN-
MORALES, 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009).

Apesar dos organismos vegetais apresentarem diferengas metabdlicas, em
relagdo aos animais, pode haver uma correlacido de até 82% entre os ensaios
realizados com A. cepa e com animais (FISKESJO, 1993, 1994; RANK; NIELSEN
1994). Os ensaios com A. cepa, realizados a partir de amostras ambientais, foram
também considerados mais sensiveis que o teste de Ames (RANK; NIELSEN, 1994)
e que Vicia faba (MA et al., 1995; MIGID et al., 2007), e podem ser utilizados para
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avaliar diferentes endpoints como: (1) citotoxicidade - obtida a partir de parametros
como indice mitético (IM) e parametro de proliferagao celular (GADANO et al., 2002);
(2) genotoxicidade - obtida a partir da certificagdo da indugcdo de aberracbes
cromossOmicas (AC) e de alteragdes nucleares; e (3) mutagenicidade — obtida a
partir da analise de indugdo de micronucleos e de fragmentos cromossOémicos.
(LEME; MARIN-MORALES, 2009). Além disso, esses testes podem fornecer um
rapido diagndstico sobre os possiveis efeitos genotoxicos e mutagénicos de
amostras ambientais (GRANT,1982; FISKESJO, 1985, 1988, 1993; GRANT, 1994;
NIELSEN; RANK, 1994; SMAKA-KINCL et al.,, 1996; LEME; MARIN-MORALES,
2008, LEME et al., 2008).

Pela aplicabilidade dos bioensaios de A. cepa, estes testes sdo utilizados,
com sucesso, por muitos autores que realizam biomonitoramento de areas
impactadas (KOVALCHUCK et al., 1998; RANK; NIELSEN, 1998; MASOOD; MALIK,
2003; MATSUMOTO et al., 2005; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME et al.,
2008, 2011; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009; BLAGOJEVIC et al., 2009; LEME;
MARIN-MORALES, 2008; 2009; SOUZA et al., 2009; ALVIM et al., 2011; BIANCHI et
al., 2011; LEME et al., 2012; NETTO et al., 2013; POHREN et al., 2013; SOUZA et
al., 2013; RADIC et al., 2014;).

A sub-bacia do rio Corumbatai representa uma area de grande interesse
econdmico e ambiental do estado de Sao Paulo e ocupa uma posi¢cao de destaque
no abastecimento hidrico publico da regido, abastecendo varias cidades, dentre elas
o municipio de Rio Claro e de Piracicaba (CARMONA et al., 2004). Contudo, essa
regido possui diversos problemas ambientais, decorrentes da falta de planejamento
de ocupacao humana. Nesta bacia, grandes areas sao ocupadas por monocultura
de cana-de-agucar e por pastagens, além de ter um alto desenvolvimento industrial
€ uma concentragao urbana intensa, atividades estas consideradas potencialmente
poluidoras (FREDERICE et al., 2010).

Levando em consideragao a importancia do rio Corumbatai para a regido, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos citotoxicos, genotdxicos e
mutagénicos de amostras de agua e de sedimentos deste rio, por meio de
bioensaios de indice mitético, aberracbes cromossdmicas e de micronucleos tanto
em células meristematicas como na regido F4 de A. cepa. Neste trabalho também foi
investigada a possibilidade de persisténcia dos efeitos dos contaminantes presentes

nas amostras de agua e sedimentos, apds a normalizagdo das condigdes
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ambientais, por meio de ensaios de recuperag¢ao, expondo os organismos testes, por

48 horas, em agua ultra pura.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material biolégico

O material biologico usado nos ensaios foram utilizadas sementes da espécie
A. cepa (variedade Baia-Periforme), por apresentar homogeneidade fisiolégica e
genética (LEME; MARIN-MORALES, 2009) e por serem de facil obtengdo durante o

ano todo.

2.2. Area de estudo e pontos de coleta

A bacia hidrografica do rio Corumbatai € uma das sub-bacias do rio
Piracicaba, localizada na regidao do Médio Tieté, nas latitudes 22°04'46”S e
22°41°28”S e longitudes 47°26'23"W e 47°56'15"W. Esta sub-bacia, que
compreende, parcialmente ou totalmente, os municipios de Analandia, lItirapina,
Corumbatai, Rio Claro, Ipeuna, Santa Gertrudes, Cordeirépolis, Charqueada e
Piracicaba (VALENTE, 2001), € composta por cinco sub-bacias: (1) Passa Cinco; (2)
Baixo Corumbatai; (3) ribeirdo Claro; (4) Alto Corumbatai e (5) Médio Corumbatai
(VALENTE, 2001).

Foram coletadas amostras de agua e sedimentos em quatro pontos distintos
do rio Corumbatai, pontos esses localizados no Médio e no Baixo Corumbatai,
préximos as cidades de Rio Claro, Santa Gertrudes e Piracicaba (Figura 1 e Tabela
1), como segue:

(P1) ponto @ montante do municipio de Rio Claro;

(P2) ponto a jusante de municipio de Rio Claro;

(P3) ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da confluéncia do rio

Corumbatai com o ribeirdo Claro;
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(P4) ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o rio Piracicaba.

DIA N

+

.CORUMBATAI
ITIRAPINA
L ]
]
Sub-bacia do , Sio cLaro
Corumbatai Bacia do 2
Piracicaba °

STA. GERTRUDES

53]

Estado de Sao Paulo PI:ACICABA

Figura 1: Esquema ilustrativo dos quatro pontos de coleta. (1) P1 - ponto a montante do municipio de
Rio Claro; (2) P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; (3) P3 - ponto a jusante do municipio de
Santa Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdao Claro; (4) P4 - ponto a montante

da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

Tabela 1: Coordenadas geograficas dos pontos de coleta.

PONTOS DE COLETA LATITUDE (S) LONGITUDE (W)
P1 22°23.20%’ 47°32.753’
P2 22°25.343’ 47°35.614’
P3 22°29.076’ 47°35.600°
P4 22°30.917 47°37.467

P1 - ponto @ montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3
- ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo
Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.
2.3. Coleta e preparo das amostras

Foram realizadas duas coletas durante o estudo, sendo uma durante a
estacao chuvosa e quente (fevereiro de 2013) e outra durante a estagao seca e fria
(julho de 2013). As coletadas de agua foram realizadas com o auxilio de baldes de
aco inoxidavel e frascos de vidro, enquanto que as amostras dos sedimentos foram
feitas com o auxilio de uma draga de Ekman-birge (para coleta da camada
superficial de sedimento). Tanto as amostras de agua quanto as de sedimentos

foram homogeneizadas para a retirada de uma amostra composta, cujo volume final
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foi de 4 L para a agua e de 2 Kg, para o sedimento. Este volume final, tanto para as
amostras de agua quanto para as amostras de sedimento, foi acondicionado em
frasco escuro e mantido sob-refrigeracéo, para ser posteriormente transportado para
o laboratério, onde as amostras foram mantidas a 4°C, até serem utilizadas nos

bioensaios.

2.3.1 Dados térmicos e pluviométricos dos meses das coletas

Os dados térmicos e pluviométricos da regido em estudo, para os periodos
considerados, foram obtido junto Centro de Analise de Planejamento Ambiental
(CEAPLA) do Instituto de Geociéncias da UNESP de Rio Claro.

2.4. Analises fisico-quimicas e quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas com o auxilio do equipamento
Horiba®, considerando os parametros: pH, temperatura, salinidade, condutividade,
turbidez, oxigénio dissolvido e sdlidos totais dissolvidos.

Foram realizadas analises quimicas das amostras de agua, para avaliar a
presenga e a concentracdo de metais e de compostos inorganicos, além da
concentragcdo de carbono, no Laboratério de Estudo de Bacias (LEBAC),
Departamento de Geologia Aplicada do Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas —
UNESP — Rio Claro, em convénio com o UFZ - Helmholtz Centre for Environmental

Research GmbH, Leipzig, Alemanha.

2.5. Ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em Allium
cepa

As sementes de A. cepa foram submetidas a germinagdo em dois tipos de
ensaios: um em amostras de agua e o outro em amostras do sedimento do rio
Corumbatai. O controle positivo foi realizado com sementes expostas a germinagao
em metil-metanosulfonato (MMS — 4 x 10* M) e o controle negativo foi realizado com
sementes submetidas a germinacdo em agua ultra pura. Todos os ensaios foram
realizados em estufa a 20 °C.

Para todos os ensaios com A. cepa, foram realizados ensaios de
recuperacao, colocando as raizes previamente expostas nas amostras de agua e
sedimento, em agua ultra pura por 48 horas, para avaliar a persisténcia da agao dos

contaminantes presentes nas amostras (agua e sedimento) do rio Corumbatai.
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Apos a germinagcdo das sementes, as raizes foram coletadas e fixadas em
Carnoy 3:1 (etanol: acido acético - v/v), por 6 a 18 horas, em duas situac¢des: apds
120 horas de exposi¢cao as amostras de agua e de sedimento, e apds o periodo de
recuperacao de 48 horas em agua ultra pura.

Para a realizagcdo das analises de indice mitdtico (IM), aberragbes (AC)
cromossOmicas e de micronucleo (MN), as raizes, previamente fixadas, foram
submetidas a uma hidrélise acida (HCI 1N a 60° C) por 8-9 minutos, seguido de tripla
lavagem em agua destilada. Apds a hidrdlise, as raizes foram submetidas a reagao
de Feulgen, utilizando o reativo de Schiff por 2 horas em local escuro. Apos lavagem
das raizes, até a total retirada do corante, foram confeccionadas laminas pela
técnica de esmagamento suave, utilizando tanto as regides meristematicas como as
F1 das raizes (1 mm acima da regiao meristematica). As laminulas foram retiradas
em nitrogénio liquido e, apds secagem por 24 horas, as laminas foram montadas em
resina Enthellan®. As laminas foram analisadas em microscopia de luz, aumento de
400 vezes.

Para as analises de citotoxicidade, foi avaliado o numero de células em
divisdo, para todos os ensaios realizados. Esses dados foram usados para calcular

indice Mitético (IM), conforme segue:

M N2 de células em divisao x 100

- Ne total de células observadas

Para as analises de genotoxicidade, foi avaliada a ocorréncia de aberragdes
cromossOmicas, por meio da contabilizacdo das células que apresentaram
anormalidades celulares do tipo aderéncias cromossOmicas, C-metafase, pontes
cromossOmicas, anafases multipolares e perdas cromossbmicas. Com esses
resultados, foram calculados os indices de Alteragdes Cromossdmicas (IAC),

conforme segue:

N? de células alteradas x 100

IAC =
N? total de células observadas

Para as analises de mutagenicidade, em células meristematicas, foi avaliada

a ocorréncia de micronucleos e de quebras cromossémicas, pela contabilizagao das
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células que apresentaram tais anormalidades celulares. Com esses resultados,
foram calculados os indices de Mutagenicidade — células meristematicas (IMt),

conforme segue:

N de células alteradas x 100

IMt =
N? total de células observadas

Para as analises de mutagenicidade, em células F+, foi avaliada a ocorréncia
de micronucleos, pela contabilizagdo das células que apresentaram tais
anormalidades celulares. Com esses resultados, foram calculados os indices de

Mutagenicidade — células F4 (IMt F¢), conforme segue:

IMtE. — N@ de células F; alteradas x 100
17 N total de células F, observadas

Para todos os tratamentos foram realizadas 3 réplicas, onde foram analisadas
5 laminas por réplica, contabilizando 2.500 células por réplica e totalizando 7.500
células por tratamento. As comparacdes estatisticas foram feitas entre os resultados
dos testes com os do controle negativo (CN) e entre as amostras de agua ou
sedimento de um mesmo ponto. Foi aplicado o teste estatistico ndao paramétrico de
Kruskal-Wallis (p<0,05).

3. RESULTADOS

3.1. Dados térmicos e pluviométricos dos meses das coletas

Quadro 1: Média dos valores de temperatura e precipitagdo para os meses de
coleta das amostras

PARAMETROS FEVEREIRO/2013 JULHO/2013

TEMPERATURA 23,5°C 16,5 °C

PRECIPITACAO 197,4 mm 49,7 mm
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3.2. Andlises fisico-quimicas e quimicas

As tabelas 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 apresentam os resultados das analises quimicas
e fisico-quimicas, realizadas com as amostras de agua coletadas no rio Corumbatai,
nos pontos P1, P2, P3 e P4.

Durante a coleta de julho/2013 (estag&o seca e fria) foi possivel observar que
existe neste ponto a emissao de um efluente clandestino no P2 (Figura 2). Na coleta
de fevereiro/2013 (estagdo chuvosa e quente), contudo, ndo foi observado este
despejo, pois 0s niveis da agua do rio nesta estagdo estavam altos, o que
impossibilitou a visualizagao deste langamento.

Durante ambas as coletas, foi evidenciado um forte odor de matéria em
decomposicdo nas aguas do P3, sendo que este odor foi ainda mais intenso na
coleta realizada na estagao seca (julho/2013). Ainda na estagao seca, foi observada
no P3 a presenca de materiais flutuantes nas aguas do rio como Oleos, graxas e
espumas (Figuras 3A e 3B). E importante salientar que, de acordo com a
classificagdo estabelecida pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA -
resolucao 357/05), este rio é classificado como de Classe 2, classe esta nao
compativel com os contaminantes encontrados nas suas aguas. Neste ponto (P3),
também foi evidenciada a presencga de lixo nas margens do rio (Figuras 3C e 3D).

Os valores de turbidez foram maiores que os maximos permitidos (até 100
UNT), para todos os pontos da coleta de fevereiro/2013 (estacdo chuvosa e quente)
e para P2 e P3 da coleta de julho/2013 (estacado seca e fria) (Tabelas 2 e 5)
(CETESB, 2009).

O oxigénio dissolvido apresentou valores inferiores ao minimo essencial para
a manutengao da vida aquatica (5mg/L resolugao CONAMA 357/05) em P3 e P4 da
coleta de fevereiro/2013 (estagdo chuvosa e quente) e para todos os pontos da
coleta de julho/2013 (estacdo seca e fria) (Tabelas 2 e 5).

Para os parametros quimicos inorganicos (Tabelas 3 e 6) e para a
quantificacdo de metais (Tabelas 4 e 7), nao foram evidenciados valores acima dos
valores maximos estabelecidos pela legislagéo (resolugdo CONAMA 357/05), para
nenhum ponto avaliado do rio Corumbatai.

Os valores de pH, registrados para as amostras de agua coletadas nos
pontos P1, P2 e P4, em julho/2013 (estagao seca e fria), apresentaram-se fora dos
limites estabelecidos para corpos hidricos de agua doce (6,0 a 9,0 - resolugao
CONAMA 357/05) (Tabela 5).
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Os valores de condutividade das amostras de P3, para as duas coletas
realizadas, apresentaram-se acima do valor maximo permitido (100 pS/cm -
CETESB 2009), sendo ainda mais elevado na estagao seca (Tabelas 2 e 5).

Para as analises de Carbono Organico Total (COT), foram evidenciados
valores muito altos para todos os pontos, em todas as coletas realizadas (acima de
500 ppm), embora a resolugdo CONAMA 357/05 nao especifique um valor maximo
permitido para este parametro para as aguas doces. Assim, o valor foi considerado
alto, pois a mesma legislacdo prevé um valor aceitavel para aguas salinas e
salobras da ordem de 2 a 5 ppm de COT (Tabela 8).

3.3. Bioensaio com Allium cepa

A figura 4 ilustra células normais e as alteragcbes cromossdmicas e nucleares
encontradas nos bioensaios realizados com a espécie A. cepa, fatores estes
indicadores de acdo genotdxica e mutagénica das amostras de agua e de

sedimentos avaliados neste trabalho.

3.3.1 Amostras de agua

Os ensaios realizados com as amostras de agua coletadas nos diversos
pontos do rio Corumbatai, para os dois periodos avaliados (fevereiro de 2013 e julho
de 2013), revelaram que essas amostras inibiram a germinacdo das sementes.
Deste modo, para o desenvolvimento dos bioensaios de germinagao, foi necessario
diluir as amostras de agua em agua ultra pura, primeiramente na proporc¢ao de 1:1,
que também ndo se mostrou adequada para a germinagdo das sementes, e depois
na proporgao de 1:2, diluigdo esta que se mostrou adequada para a realizagéo dos
testes de germinacéo.

Para as amostras de agua coletadas em fevereiro/2013 (estagdo chuvosa e
quente), ndo foram observados resultados significativos para os parametros
avaliados (citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade), quando comparados
com o controle negativo (Tabelas 9 e 10). Para as amostras de agua coletadas em
julho/2013 (estagdo seca e fria), foram observados resultados significativos para
genotoxicidade em P2, P3 e P4 (Tabela 11), para os ensaios sem recuperagao.
Apos o periodo de recuperagao de 48 horas em agua ultra pura, o potencial
genotoéxico das amostras de P2 e P3 foi reduzido, enquanto que o de P4 ainda se

manteve alto (Tabela 12). As amostras em P1, que n&o apresentaram resultados
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significativos nos ensaios de exposigao direta nas amostras (Tabela 11), induziram

genotoxicidade, apds o periodo de recuperagado em agua ultra pura (Tabela 12).

3.3.2 Amostras de sedimentos

Para os ensaios de germinagéao realizados com as amostras de sedimento de
todos os pontos avaliados, coletados nos dois periodos de analise (fevereiro de
2013 e julho de 2013), foi também observada uma inibicdo da germinagao das
sementes de cebola. Assim, para o desenvolvimento dos bioensaios, foi necessario
realizar uma mistura das amostras dos sedimentos com areia de silica, na proporcao
1:1, que se mostrou adequada para a realizagao do teste com os sedimentos.

Para as amostras de sedimentos coletadas em fevereiro/2013 (estagao
chuvosa e quente), foram observados resultados significativos para genotoxicidade e
mutagenicidade nos pontos P2 e P3, quando comparados com o controle negativo
(Tabela 9). As sementes que germinaram em P3, apds o periodo de recuperacéo de
48 horas em agua ultra pura, apresentaram um aumento no seu potencial
genotéxico e mutagénico. Contudo, em P2, apés o mesmo periodo de recuperacgao,
houve a manutengcdo do potencial genotdxico e uma diminuicdo do potencial
mutagénico da amostra (Tabela 10).

Para as amostras de sedimentos coletadas em julho/2013 (estacédo seca e
fria), nao foram observados resultados significativos de citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade, quando comparados com os resultados do

controle negativo (Tabelas 11 e 12).

3.3.3 Comparagao dos resultados obtidos entre as amostras de agua e
sedimentos

Para a coleta realizada em fevereiro/2013 (estagdo chuvosa e quente), as
amostras de sedimento em P3 apresentaram diferenga significativa em relagdo a
alguns dos parametros avaliados (genotoxicidade e mutagenicidade), para as
amostras de agua do mesmo ponto (P3), tanto nos ensaios de exposi¢ao direta nas
amostras (sem recuperagao) como nos ensaios de recuperagao (Tabelas 9 e 10).

Para a coleta realizada em julho/2013 (estacdo seca e fria), quando foram
comparados os resultados obtidos com as amostras de agua e as dos sedimentos,
foi observado que as amostras de agua de P2, P3 e P4 apresentaram diferenca

significativa em relagdo as amostras de sedimento, para alguns dos parametros
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avaliados (genotoxicidade e mutagenicidade), para os ensaios de exposi¢cado direta
(sem recuperacao) (Tabela 11). Apos o periodo de recuperagdo, somente foram
mantidas as diferencgas significativas entre os valores de agua e sedimento para P3
e P4 (Tabela 12).

3.3.4 Comparacao da indugao de MN em células F4 entre as amostras de agua e
sedimento

Para a coleta realizada em fevereiro/2013 (estacdo chuvosa e quente), nédo
foram encontrados valores significativos de mutagenicidade em células F4 para as
amostras de agua. Entretanto, a amostra de sedimento do P3 apresentou, para as
células F1, valores significativos de mutagenicidade (Tabela 2), tanto para os ensaios
com recuperagao como sem recuperacao (Tabela 3).

Para a coleta realizada em julho/2013 (estacdo seca e fria), ndao foram
registrados valores significativos de mutagenicidade em células F4 para nenhuma

amostra avaliada (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 2: Pardmetros fisico-quimicos das amostras de agua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) (fevereiro de 2013).

AMOSTRAS Tempoeratura pH Condutividade Turbidez Dci):sl?)‘le\?ilccl,o Sgli:is%s;v'li'gtoasls
c uS/em NTU (OD) mg/L (STD) mg/L
P1 22,74 6,44 67 142 5,41 43
P2 22,96 6,43 38 154 5,03 25
P3 24,07 7,51 108 135 4,92 70
P4 23,31 6,32 54 146 4,42 35

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa
Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

Tabela 3: Parametros Inorganicos das amostras de agua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) (fevereiro de 2013.)

AMOSTRAS F cr NO, NO, PO, SO/~ C,0,5 Acetato CIlO, Br Li Na NH,4 K
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mglL mg/L mg/L mg/L
P1 <0,010 2,27  <0,020 1,799 <0,080 1,84 <010 <025 <0,015 <0020 <0,10 3,75 0,50 2,33
P2 0,016 3,14 <0,020 1,96 <0,080 2,51 <0,10 <0,25 <0,015 <0,020 <0,10 4,43 0,55 2,41
P3 0,017 5,08 <0,020 1,89 <0,080 5,06 <0,10 <0,25 <0,015 <0,020 <0,10 5,27 1,08 2,74
P4 0,029 6,16 0,15 341 <0080 18,3 <010 <025 <0,015 <0020 <0,10 8,78 0,86 2,46

P1 - ponto @ montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa
Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

Tabela 4: Quantificagdo de metais das amostras de agua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) (fevereiro de 2013).
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AMOSTRAS Al Ba Ca Cd Co Cr Cu Fe Mg Mn Ni P Pb Si Sr Zn
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mglL mg/L mg/lL mg/L mg/L
P1 0,11 0,52 6,56 <0,006 <0,003 <0,003 <0,004 0,36 2,15 0,16 <0,003 0,058 <0,006 5,39 0,060 0,26
P2 0,14 0,49 0,49 <0,006 <0,003 <0,003 <0,004 0,35 2,51 0,14 <0,003 0,041 <0,0056 5,58 0,069 0,27
P3 0,16 0,30 0,30 <0,005 <0,003 <0,003 <0,004 0,36 2,81 0,23 <0,003 0,033 <0,0056 542 0,076 0,16
P4 0,16 0,29 0,29 <0,006 <0,003 <0,003 <0,004 0,31 3,83 0,12 <0,003 0,090 <0,005 5,31 0,082 0,17

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa
Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.
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Tabela 5: Pardmetros Fisico-quimicos das amostras de dgua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) (julho de 2013).

. . Oxigénio Sdlidos Totais
AMOSTRAS Temperatura °C pH Condutividade Turbidez Diss%lvido Dissolvidos
uS/cm NTU (OD)mg/L (STD)mg/L
P1 17,58 5,72 53 7,3 4,61 34
P2 16,92 4,40 45 130 4,38 30
P3 17,34 6,13 154 112 4,69 100
P4 17,52 4,77 60 26,9 4,12 40

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa
Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

Tabela 6: Parametros Inorganicos das amostras de agua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) (julho de 2013).

AMOSTRAS F cr NO, NO, PO,- SO/~ C,0,5 Acetato CIlO, Br Li Na NH,4 K
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mglL mg/L mg/L mg/L
P1 <0,010 2,31 <0,020 4,08 1,99 1,24 <0,10 1285 <0,015 <0,030 <0,010 3,09 0,70 0,97
P2 0,087 6,48 0,15 5,06 2,02 3,02 0,33 1118 <0015 <0,030 <0,010 6,80 2,01 1,56
P3 0,12 11,1 <0,020 2,44 2,31 6,90 0,87 1310 <0015 <0,030 <0010 115 3,73 2,11
P4 0,15 14,1 0,30 5,36 2,64 24,7 0,95 1312 <0,015 <0,030 <0010 18,9 3,80 2,34

P1 - ponto @ montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa
Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

Tabela 7: Quantificagdo de metais das amostras de agua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) (julho de 2013).

AMOSTRAS Al Ba Ca Cd Co Cr Cu Fe Mg Mn Ni P Pb Si Sr Zn
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/lL mg/lL mg/lL mg/L mg/L
P1 0,051 0,095 4,17 <0,005 <0,003 <0,003 0,006 0,20 1,53 0,033 <0,003 0,021 < 0,005 6,23 0,042 0,075
P2 0,11 0,099 889 <0,006 <0,003 <0,003 0,010 0,22 2,10 0,056 <0,003 0,12 <0,005 6,41 0,064 0,56
P3 0,075 0,094 8,55 <0,005 <0,003 <0,003 0,005 0,30 2,33 0,078 <0,003 0,11 < 0,005 6,53 0,067 0,53
P4 0,078 0,083 10,0 <0,005 <0,003 <0,003 0,012 0,27 3,39 0,072 <0,003 0,12 < 0,005 6,92 0,077 0,86

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa
Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.



Resultados: Artigo |

Tabela 8: Quantificagdo de carbono organico total (COT) das amostras de
agua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4)

(fevereiro e julho de 2013).

COT ppm * COT ppm *
AMOSTRAS FEVI2013 JULR013
P1 848 732
P2 578 744
P3 740 903
Pa 783 830

* Limite de detecgéo = 0,60ppm e Limite de quantificagdo=2,00ppm

Figura 3: (A) Presenga de 6leos e graxas em P3; (B) Ocorréncia de
espuma em P3; (C) e (D) Presenga de lixo nas margens do rio em P3.

52
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Figura 4: Células meristematicas normais (A a E); Células meristematicas portadoras de alteragdes
(F a R); Células F4 (S e T); Interfase; (A) Préfase (B); Metafase (C); Anafase (D); Telofase (E); Célula
Binucleada (F); Célula com de broto nuclear, indicado pela ponta da seta (G); Interfase com
micronucleo, indicado pela ponta da seta (H); Interfase com dois micronucleos, indicados pelas
pontas das setas (l); Préfase com um micronucleo, indicado pela ponta da seta (J); Metafase
poliploide (K); Metafase com perda cromossémica (L); Metafase com quebra cromossdmica, indicada
pela ponta da seta (M); Metafase com aderéncia cromossdmica (N); Anafase com duas pontes,
indicadas pelas pontas das setas e uma quebra cromossbmica, indicada pela ponta da seta
diferenciada (O); Teléfase com duas perdas cromossdmicas (P); Teléfase com quebras
cromossdmicas (Q); Teléfase com ponte cromossémica (R); Célula F4 normal (S) e Células F4 com
micronucleo (T).
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Tabela 9: Média, Desvio Padrao (+ DP) e frequéncia (FRQ.) de indice mitético (IM), aberragdes cromossdmicas (IAC), micronucleos + quebras (IMt) e
micronucleos de células F4 (IMt F4), em células de Allium cepa expostas as amostras de agua e de sedimento do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de
coleta (P1, P2, P3 e P4) sem periodo de recuperacgéao (fevereiro de 2013).

AMOSTRAS CITOTOXICIDADE GENOTOXICIDADE MUTAGENICIDADE MUTAGENICIDADE F,

MEDIA *DP IM MEDIA *DP IAC MEDIA *DP IMt MEDIA DP IMt F4

CN 155,13 £20,80 31,02 1,20 0,41 0,24 1,33 10,49 0,26 1,60 +0,63 0,32

CONTROLES

CP 115,67a *11,08 23,13a 18,00a *0,93 3,6a 17,13a %270 342a 1240a 2,41 248 a

P1 155,47 7,33 31,09 1,60 0,51 0,32 1,73 +0,80 0,34 1,73 10,80 0,34

AGUA P2 141,27 £16,09 28,25 1,67 % 0,62 0,33 1,93 £0,70 0,38 2,00 +0,85 0,40

P3 151,20 £15,90 30,24 1,73 0,46 0,34 213 0,74 0,42 2,33 10,49 0,46

P4 152,67 +£13,83 30,53 1,60 +0,63 0,32 1,73 +0,88 0,34 1,67 10,82 0,33

P1 145,07 £6,78 29,01 1,80 % 0,56 0,36 2,33 0,72 0,46 2,07 10,80 0,41

SEDIMENTO P2 147,60 594 29,52 2,20 a % 0,41 0,44 a 2,87 a £0,83 0,57 a 2,27 0,59 0,45
P3 141,40 £13,58 28,28 333ab *062 066ab 3,07a £0,88 0,61a 2,67 a 0,49 0,53 a

P4 143,60 £16,28 28,72 1,87 +0,64 0,37 2,00 +0,53 0,40 2,00 1,20 0,40

P1 - ponto & montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da
confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba. Foram realizadas 3
réplicas dos experimentos onde foram analisadas 5 laminas por réplica, 2.500 células por réplica, totalizando 7.500 células por tratamento. CN: Controle
negativo; CP: Controle Positivo; a: Estatisticamente diferente do CN (p<0.05); b: Diferenca significativa entre as amostras de dgua e sedimento de um
mesmo ponto avaliado (p<0,05).
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Tabela 10: Média (M), Desvio Padrédo (+ DP) e frequéncia (FRQ.) de indice mitético (IM), aberragcdes cromossémicas (IAC), micronucleos + quebras (IMt) e
micronucleos de células F4 (IMt F,), em células de Allium cepa expostas as amostras de agua e de sedimento do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de
coleta (P1, P2, P3 e P4) com periodo de recuperacéo de 48 horas (fevereiro de 2013).

CITOTOXICIDADE

GENOTOXICIDADE

MUTAGENICIDADE

MUTAGENICIDADE F,

AMOSTRAS ) , , ,
MEDIA __ +DP IM___ MEDIA _*DP __ IAC___MEDIA _ *DP IMt  MEDIA___+DP __IMtF,
CN 15160 *21.25 3032 160  *063  0.32 147  £052 029 160  +0.74  0.32
CONTROLES
CP  10473a %1675 2094a 19.33a *232 3.86a 1827a +3.08 365a 1353a 256 27a
P1 15480 *1320 3096  1.53  *052  0.30 180  +0.68  0.36 160  +0.63  0.32
, P2 153.53 *17.18 3070 207  *0.59  0.41 153  +052  0.30 187  +0.83 037
AGUA P3 153.67 +14.64 3073 200  *0.38  0.40 167  +0.62  0.33 187  +064 037
P4 14973 +1434 2994 180 056  0.36 147 %052 029 173 +0.59  0.34
P1 150.67 +13.56 3013  1.87  *064  0.37 173 £0.70  0.34 193  +0.70  0.38
SEDIMENTO ) 14413 +1354 2882 240a *051 048a 227  #070 045 253  *052 050
P3 13460 *17.68 2692 347ab *052 069ab 320ab #077 064ab 260a *051 052a
P4 139.80 *1545 27.96 200  *053 040 213  *083 042 233  *049 046

P1 - ponto & montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da
confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba. Foram realizadas 3
réplicas dos experimentos onde foram analisadas 5 laminas por réplica, 2.500 células por réplica, totalizando 7.500 células por tratamento. CN: Controle
negativo; CP: Controle Positivo; a: Estatisticamente diferente do CN (p<0.05); b: Diferenga significativa entre as amostras de agua e sedimento de um
mesmo ponto avaliado (p<0,05).
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Tabela 11: Média, Desvio Padrao (+ DP) e frequéncia (FRQ.) de indice mitético (IM), aberragdes cromossdmicas (IAC), micronucleos + quebras (IMt) e
micronucleos de células F, (IMt F4), em células de Allium cepa expostas as amostras de agua e de sedimento do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de
coleta (P1, P2, P3 e P4) sem periodo de recuperacéo (julho de 2013).

AMOSTRAS CITOTOXICIDADE GENOTOXICIDADE MUTAGENICIDADE MUTAGENICIDADE F,
MEDIA t DP IM MEDIA  DP IAC MEDIA  DP IMt MEDIA DP IMt F4
CN 164,00 +27,01 32,77 0,47 +0,52 0,09 0,47 + 0,52 0,09 0,53 + 0,52 0,10
CONTROLES
CP 124,33a *2243 2486a 1653a +4,84 33a 15,07a +£2,81 301la 14,80a +2,14 2,96 a
P1 157,87 +10,66 31,57 1,87 +0,74 0,37 0,67 +0,72 0,13 0,60 0,51 0,12
AGUA P2 139,47 +16,76 27,89 233ab 0,72 046ab 0,87 +0,83 0,17 0,47 + 0,52 0,94
P3 139,00 +13,87 2780 267ab =062 053ab 0,87 +0,83 0,17 0,53 + 0,52 0,10
P4 128,73 +31,34 25,74 2,73ab 0,70 054ab 0,67 +0,72 0,13 0,47 * 0,52 0,94
P1 130,67 + 6,47 26,13 0,47 +0,52 0,09 0,67 +0,72 0,13 0,53 + 0,52 0,10
P2 142,93 +£12,69 28,58 0,53 +0,64 0,10 0,40 +0,51 0,08 0,53 + 0,52 0,10
SEDIMENTO
P3 134,93 +7,79 26,98 0,87 +0,74 0,17 0,33 +0,49 0,06 0,33 +0,49 0,06
P4 142,67 +10,63 28,53 1,00 +0,52 0,20 0,40 + 0,51 0,08 0,33 +0,49 0,06

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da
confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba. Foram realizadas 3
réplicas dos experimentos onde foram analisadas 5 laminas por réplica, 2.500 células por réplica, totalizando 7.500 células por tratamento. CN: Controle
negativo; CP: Controle Positivo; a: Estatisticamente diferente do CN (p<0.05); b: Diferenca significativa entre as amostras de agua e sedimento de um
mesmo ponto avaliado (p<0,05).
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Tabela 12: Média, Desvio Padrao (+ DP) e frequéncia (FRQ.) de indice mitético (IM), aberragdes cromossdmicas (IAC), micronucleos + quebras (IMt) e
micronucleos de células F, (IMt F4), em células de Allium cepa expostas as amostras de agua e de sedimento do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de
coleta (P1, P2, P3 e P4) com periodo de recuperagéo de 48 horas (julho de 2013).

AMOSTRAS CITOTOXICIDADE GENOTOXICIDADE MUTAGENICIDADE MUTAGENICIDADE F,
MEDIA + DP IM MEDIA + DP IAC MEDIA + DP IMt MEDIA + DP IMt F,
CN 141,20 +12,31 28,24 0,40 +0,51 0,08 0,67 +0,49 0,13 0,53 +0,52 0,10
CONTROLES
CP 107,33a +893 2146a 1513a +3,31 302a 17,73a +347 354a 1380a +157 2,76a
P1 135,47 +6,00 27,09 207a +09 041a 1,20 +0,68 0,24 0,53 +0,52 0,10
AGUA P2 140,33  +9,32 28,06 207a +096 041a 1,33 +0,62 0,26 0,47 +0,52 0,09
P3 141,80 +11,74 28,36 253ab +074 050ab 147 + 0,64 0,29 0,47 +0,52 0,09
P4 141,73 +7,92 28,34 273ab +080 054ab 1,40 +0,83 0,28 0,40 +0,51 0,08
P1 132,20 +28,86 26,44 0,87 +0,74 0,17 0,80 +0,77 0,16 0,40 +0,51 0,08
P2 134,20 +8,89 26,84 0,87 +0,83 0,17 0,73 + 0,80 0,14 0,40 +0,51 0,08
SEDIMENTO
P3 14500 +86,35 29,00 0,67 +0,72 0,13 0,93 + 0,80 0,18 0,40 +0,51 0,08
P4 141,67 +13,63 28,33 0,73 +0,70 0,14 0,93 +0,70 0,18 0,33 +0,49 0,06

P1 - ponto & montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da
confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba. Foram realizadas 3
réplicas dos experimentos onde foram analisadas 5 laminas por réplica, 2.500 células por réplica, totalizando 7.500 células por tratamento. CN: Controle
negativo; CP: Controle Positivo; a: Estatisticamente diferente do CN (p<0.05); b: Diferenca significativa entre as amostras de dgua e sedimento de um
mesmo ponto avaliado (p<0,05).
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4. DISCUSSAO
As amostras de agua coletadas em todos os pontos do rio Corumbatai,

exibiram uma elevada toxicidade, para ambos os periodos avaliados, sugerindo a
presenca de contaminantes téxicos nos locais de estudo, provavelmente decorrentes
da emissdo de efluentes lancados neste rio. Isto demonstra que efluentes
comprometidos com poluentes toxicos, podem afetar a qualidade da agua e,
consequentemente, a estrutura das comunidades aquaticas, comprometendo assim
todos os niveis troficos dos ecossistemas (HOSS et al., 2011).

Os ensaios, realizados com as amostras puras de agua, sugeriram a
presenca de uma grande quantidade de matéria organica nestas aguas em
decorréncia dos valores elevados de COT. De acordo com Wetzel et al. (2013), altas
quantidades de matéria organica nas aguas de um rio, sdo, muitas vezes,
resultantes da contaminagdo por poluentes organicos, que, além de poderem ser
muito toxicos para os organismos vivos, podem também servir como fonte de
energia para microorganismos.

Os resultados obtidos pela avaliacao realizada com as células meristematicas
de A. cepa, expostas as amostras de sedimento de P2 e P3, coletadas na estagao
chuvosa, apresentaram resultados significativos para genotoxicidade e
mutagenicidade. Estes resultados sugerem que, em P3, os contaminantes presentes
nos sedimentos, provavelmente, tenham uma agao persistente, pois seus efeitos
téxicos persistiram apos o periodo de recuperacéo de 48 horas em agua ultra pura.
Entretanto, em P2, apds o periodo de recuperagdo, embora o potencial genotdxico
da amostra tenha se mantido, o potencial mutagénico decresceu, indicando que as
células foram capazes de se recuperar dos danos causados pelos agentes
mutagénicos presentes nas amostras coletadas neste ponto do rio.

Neste estudo também foi observado efeitos mutagénicos em células F4. Foi
possivel observar que, em P3, houve a persisténcia dos danos mutagénicos, apos o
periodo de recuperacado de 48 horas em agua ultra pura, reforcando a persisténcia
de acdo dos contaminantes, mesmo apds cessar a exposicao aos contaminantes.

Os resultados obtidos, tanto para as amostras de agua como para as de
sedimento, estdo de acordo com outros estudos realizados neste mesmo rio, onde

outros pesquisadores também encontraram resultados positivos para os efeitos
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adversos das amostras testadas (JARDIM, 2004; JARDIM et al.; 2008; MESSIAS,
2008, SANTOS, 2008).

No presente estudo, os danos mais evidentes foram registrados para as
amostras de sedimento coletadas nas regides de influéncia das cidades de Rio Claro
e Santa Gertrudes (P2 e P3), fato este que esta de acordo com o estudo de Jardim
et al. (2008), onde os autores constataram que os sedimentos, de pontos proximos
aos pontos P2 e P3 deste estudo, apresentam um maior efeito toxico sobre os
organismos expostos, do que os pontos de coletas situados mais préoximo da
montante deste rio.

O estudo de Santos (2008), também verificou um aumento de efeitos
genotéxicos em A. cepa, para amostras de sedimento do rio Corumbatai. No
entanto, esses autores ndo avaliaram os efeitos de amostras brutas, mas sim de
extratos preparados a partir das amostras. De acordo com Leme (2007), os
processos de producido dos extratos de amostras de sedimentos, podem acarretar
em perdas de elementos durante a obtengdo dos extratos, sugerindo que, para a
obtencdo de dados mais confiaveis, deve-se utilizar o sedimento bruto como
substrato para germinagdo das sementes de A. cepa. Desta maneira, os ensaios
realizados com as amostras de sedimentos brutos, no presente estudo, conferem
resultados fiéis a realidade da qualidade do rio, por se caracterizarem em ensaios de
evidéncia de resposta direta do organismo, frente a exposicdo aos contaminantes
presentes nas amostras.

Os resultados positivos obtidos para o potencial genotéxico e mutagénico com
as amostras de sedimentos, também podem representar um perigo para as
comunidades benténicas deste recurso hidrico, pois estas comunidades estdo em
contato direto com os sedimentos contaminados e podem estar sujeitas tanto a
processos de bioacumulagdo desses contaminantes em seus tecidos (VAN DEN
BERG et al.,, 1998; CHEN; WHITE, 2004), quanto a efeitos nocivos ao seu
crescimento, a sua saude e a reproducao (SKEI et al., 1996).

Os ensaios realizados com as amostras coletadas na estacdo seca, nao
apresentaram resultados significativos para os sedimentos. Por outro lado, foram
observados resultados significativos de genotoxicidade para as amostras de agua de
todos os pontos testados, com exceg¢ao do ponto 1 (apds o ensaio de recuperagao).
Entretanto, a diminuigdo deste potencial, observada nos ensaios de recuperacao
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com as amostras de agua, sugere a nao persisténcia da acdo de agentes
potencialmente genotoxicos, apds 48 horas de recuperagdo. Isto significa que os
compostos genotéxicos presentes nas aguas nao tém efeito acumulativo nas
células.

Intrigantemente, para a mesma coleta, as amostras de P1 apresentaram alto
potencial genotdxico, apenas apos o periodo de recuperagdo. Esses resultados
sugerem que alguns contaminantes presentes nestas amostras possam estar
relacionados com uma acao de efeito posterior ao evento de divisdo celular, ou
ainda que os efeitos sejam decorrentes de compostos derivados de metabolizagao
pelos organismos exposto (acdo de metabdlitos do agente poluidor original), o que
levou a induzir danos mais posteriores nas células e, por isso, s6 observado apos o
periodo de recuperagado por 48 horas. Este mesmo efeito foi também evidenciado
nos estudos de Hara (2012), quando a autora avaliou amostras de agua dos rios
Atibaia e Jaguari. O efeito observado por Hara (2012) e aqui observado pode ser
decorrente de uma maior concentragao de poluentes nas aguas desses rios, devido
a grande estiagem do periodo, que levou a uma menor diluicdo dos poluentes
presentes.

O potencial genotdéxico das amostras avaliadas neste estudo comprova a
presenga de agentes toxicos nas aguas e sedimentos do rio Corumbatai, que
apresentam capacidade de causar danos na molécula de DNA. Segundo Jha (2004)
e Cheung et al. (2006), o uso de bioensaios com A. cepa sao indicados para estudos
de monitoramento de agentes genotdxicos langados em ambientes aquaticos.

Embora os sedimentos ndo tenham apresentado resultados significativos, em
relacdo ao CN, para a coleta da estagcdo seca, eles apresentaram resultados
significativos de genotoxicidade e mutagenicidade, quando comparados com as
amostras de agua, coletadas na estagdo chuvosa. Desta maneira, os resultados
sugerem que os sedimentos induziram mais efeitos téxicos ao organismo teste do
que as aguas, pois para as aguas houve apenas inducdo de efeitos genotoxicos,
que, possivelmente, foram passiveis de reparo celular, € que impediram o progresso
dos danos para efeitos mutagénicos nas células F1. Nossos estudos corroboram os
estudos de Jardim et al. (2008), que evidenciaram que os sedimentos do rio

Corumbatai foram bem mais téxicos que as aguas deste rio.
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Neste estudo foi observada também uma interferéncia da sazonalidade nos
resultados obtidos. De maneira geral, as amostras de sedimento foram mais toxicas
para o periodo chuvoso, enquanto que as amostras de agua tiveram seu potencial
téxico mais significativo para o periodo seco. Este padrao de alteragdes também foi
observado por Hoshina e Marin-Morales (2009), onde os autores constataram, em
testes de A. cepa, um maior efeito téxico para as amostras de agua dos rios Atibaia
e Jaguari, durante a estacdo seca. Isto sugere que na estacdo chuvosa os
contaminantes presentes nas aguas possam sofrer diluigdo, o que nao acontece
com os sedimentos.

Alguns parametros fisico-quimicos, obtidos a partir da avaliagdo das amostras
de agua, em ambas as coletas, apresentaram resultados alterados em relagdo aos
parametros vigentes determinados para qualidade de agua. Tais alteragbes foram
evidenciadas para os valores de pH, condutividade, turbidez e oxigénio dissolvido
(OD), principalmente nos pontos P2 e P3, pontos estes préximos das cidades de
Rio Claro e de Santa Gertrudes.

Os dados obtidos em P2 e P3, para os parametros fisico-quimicos da agua,
sugerem que a estes pontos possam estar impactados por langamento de efluentes
industriais. Dentre as atividades industriais da regido, temos uma grande usina
sucroalcooleira, além de diversas industrias quimicas, pequenas usinas e industrias
de producao de papéis e alimentos, préximas a cidade de Rio Claro (BORTELETTO,
1999), além de uma grande atividade ceramista na cidade de Santa Gertrudes,
localizada antes do P3.

Os resultados significativos, observados para as respostas bioldgicas e para
os padroes fisico-quimicos, foram, em maior parte, obtidos no P3 (a jusante da
confluéncia do Rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro), proximo ao municipio de
Santa Gertrudes. Esses dados sugerem uma contribuicdo evidente do Ribeirdo
Claro para a contaminacédo do Rio Corumbatai, provavelmente devido a uma jungao
de efluentes derivados das atividades dos municipios de Rio Claro e de Santa
Gertrudes. Além disso, a regido da confluéncia desses corpos hidricos € uma regiao
caracterizada por uma grande atividade industrial, sendo conhecida como o maior
pblo ceramico das Américas (MOURA, 2006).

Em relacdo a concentragcdo de Carbono Organico Total (COT), foram
evidenciados valores muito altos para todos os pontos, em todas as coletas



Resultados: Artigo | 62

realizadas (acima de 500 ppm). Apesar da resolugdo CONAMA 357/05 nao
especificar um valor maximo permitido de COT para as aguas doces, o valor
observado foi muito maior que os valores de referéncia para aguas salinas e
salobras (variagdo de 2 a 5 ppm), o que evidencia uma quantidade extremamente
elevada de matéria orgénica presente neste rio, provavelmente relacionada com os
langamentos de efluentes urbanos e industriais da regido (CETESB, 2009).

Deste modo, os resultados observados neste estudo, tanto para os potenciais
de genotoxicidade como de mutagenicidade, assim como para os obtidos com as
analises fisico-quimicas, validam a necessidade de um monitoramento constante do
local, para garantia da qualidade da agua destes rios, bem como, para alertar sobre
o grau de comprometimento das aguas e sedimentos desses corpos hidricos.

Os estudos associados entre agua e sedimento sdo importantes para se
avaliar, de maneira mais global, todas as possiveis alteragdes que um recurso
hidrico possa sofrer ao longo do seu curso e a interferéncia das estagdes climaticas
na qualidade de suas aguas, pois estes estudos se caracterizam em avaliagbes
complementares, capazes de avaliar os reais impactos que o0s ecossistemas
aquaticos estdo expostos, em decorréncia das atividades humanas e naturais
(MIRELES, et al., 2011; DIAZ-DE-ALBA et al., 2011; BELLAS et al., 2011; CHEN et
al., 2011; BALDWIN; MITCHELL, 2012; WETZEL et al., 2013; CANUTO et al., 2013;
JACOB et al., 2013; KUUSISTO-HJORT; HJORT, 2013; PELUSO et al., 2013; CHEN
et al., 2013). Nossos dados também confirmam a necessidade de realizacdo de
bioensaios e de quantificagdo dos elementos quimicos presentes nas aguas para
uma melhor gestao dos recursos hidricos (BAO et al., 2012).

Outro fator que gera uma grande preocupacgao, quanto a qualidade das aguas
do rio Corumbatai, € o aumento populacional desordenado nesta sub-bacia do rio
Piracicaba. A alta densidade demografica de uma determinada regido gera grande
quantidade de residuos que, de maneira geral, acaba atingindo os corpos d’agua do
local. Assim, o adensamento populacional dessa regido acabou gerando uma
grande quantidade, tanto de efluentes domésticos como industriais, que vém
comprometendo a qualidade da agua deste rio. Isto acontece porque 80% da agua
usada para o abastecimento publico das cidades do entorno do rio Corumbatai sao
devolvidas na forma de esgoto (CELLA, 2009). De acordo com Hendryx et al. (2012),
os efluentes lancados nas aguas superficiais podem conter componentes altamente



Resultados: Artigo | 63

téxicos, além de potenciais carcinogénicos, que podem resultar em mortalidade dos
organismos expostos a essa contaminagdo. Ainda segundo estes autores, a
mortalidade em ambientes aquaticos, € muito maior em areas com intensa
urbanizacgao.

Levando em conta todas as analises realizadas, e que os efeitos téxicos
observados neste trabalho sdo maiores nas regides de influéncia das cidades de Rio
Claro e Santa Gertrudes, podemos sugerir que os contaminantes langados ao longo
destes rios podem estar promovendo um efeito combinado nesta agua, ocasionando
um efeito muito maior do que o efeito das substancias isoladas, conforme descrito
por Zagatto e Bertoletti (2006), denominado de efeito sinergético. Além da poluigao
quimica gerada pelas atividades humanas, Norman et al. (2013), alertam para outro
tipo de poluicdo, a poluicdo microbioldégica ou por organismos patogénicos. Essa
poluicdo é gerada por emissdo de esgotos urbanos sem tratamento, que pode
comprometer a qualidade da agua e se caracterizar em um sério rico a saude

humana.

5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, € possivel concluir que as amostras de
sedimentos do rio Corumbatai apresentam potenciais evidentes de genotoxicidade e
mutagenicidade para o organismo A. cepa, enquanto que as amostras de agua
apresentaram apenas potencial genotdxico para este mesmo organismo testado.

Os resultados deste estudo apontam para um maior comprometimento dos
pontos do rio localizados proximos as cidades de Rio Claro e Santa Gertrudes,
provavelmente, devido ao grau de contaminagao decorrente das atividades urbanas
e industriais desenvolvidas nessas cidades.

O organismo teste A. cepa se mostrou eficiente para a avaliagao da qualidade
das aguas e dos sedimentos do rio Corumbatai. Este estudo também relata, através
das analises fisico-quimicas, que esta bacia esta altamente contaminada por
efluentes urbanos e por atividades industriais e que tais resultados servem como um

alerta sobre o potencial de contaminacao desse rio.
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RESUMO

As atividades humanas geram residuos que podem contaminar a agua e o0s
sedimentos dos recursos hidricos e provocar efeitos adversos as comunidades
biolégicas endémicas do ecossistema impactado, bem como aos seres humanos
expostos a esta contaminagdo. O rio Corumbatai esta localizado no interior do
estado de S&o Paulo e pertence a sub-bacia do rio Piracicaba. As suas aguas séo
destinadas, em sua maior parte, ao abastecimento hidrico das cidades da regiéao,
embora este corpo hidrico também receba uma grande quantidade de residuos
potencialmente toxicos, decorrente do langamento de efluentes urbanos, industriais
e agricolas. Esta poluicdo, contudo, vem comprometendo a qualidade das aguas e
dos sedimentos deste rio. Assim, o presente estudo avaliou os efeitos mutagénicos
de amostras de agua e de sedimentos do rio Corumbatai, por meio de bioensaios de
inducdo de micronucleos (MN) em hepatdcitos de truta arco-iris da linhagem RTL-
W1. Neste estudo, foram realizadas duas coletas: uma na estacdo chuvosa e quente
e outra na estagao seca e fria; em quatro pontos distintos do rio Corumbatai: P1) a
montante da cidade de Rio Claro; P2) a jusante da cidade de Rio Claro; P3) a
jusante do municipio de Santa Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o
Ribeirdo Claro; P4) a montante da cidade de Piracicaba. Para o desenvolvimento
dos bioensaios, foram preparados extratos organicos de amostras de agua e de
sedimentos. As analises realizadas com os extratos de agua mostraram resultados
significativos de mutagenicidade para o ponto P3, para ambas as coletas realizadas,
e para o ponto P2, para a coleta realizada na estagéo seca e fria. De maneira geral,
as analises realizadas com os extratos de sedimentos exibiram resultados
significativos de mutagenicidade para as diluigdes mais altas testadas do extrato (1:1
e 1:2), para todos os pontos avaliados, sendo que estes resultados foram mais
significativos para as analises realizadas com amostras coletadas nos pontos P2 e
P3. Assim, os resultados deste estudo sugerem que existe um comprometimento da
agua deste rio, que é conferido pela influéncia das cidades de Rio Claro e Santa
Gertrudes, localizadas proximas aos pontos de coleta mais impactados (P2 e P3).
Pelos dados mais evidentes de mutagenicidade (indu¢cdo de MN), obtidos a partir
dos ensaios de MN com células RTL-W1, observados para o periodo seco, foi
possivel inferir uma influéncia da sazonalidade na contaminagao deste rio. Nossos
estudos também sugerem que a avaliagdo de ambientes dulcicolas deve ser feita de
maneira complementar, associando analises quimicas e bioldgicas, estas ultimas
realizadas, ainda, com amostras de agua e de sedimentos. Os extratos organicos,
obtidos de amostras de agua e de sedimentos, constituem uma eficiente estratégia
para armazenamento, por longo periodo de tempo, de amostras ambientais, o que
pode servir como uma interessante estratégia para acompanhamento de impactos
ambientais de um determinado ecossistema.

Palavras-chave: mutagenicidade, micronucleos, biomonitoramento ambiental, rio
Corumbatai, efluentes urbanos, efluentes industriais.
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ABSTRACT

Human activities generate toxic wastes that can contaminate the water and
sediments of water resources and may induce many adverse effects on endemic
biological communities and humans populations. The Corumbatai River is located
within the state of Sdo Paulo and belongs to the Piracicaba River Basin. Corumbatai
River serves as a source of water supply for many municipalities. However, this river
receives a significant amount of urban, industrial and agricultural discharges, which
has been compromising the quality of its waters. The present study evaluated the
mutagenic effects of organic extracts of water and sediment samples of Corumbatai
River through micronuclei induction bioassay in hepatocytes of rainbow trout from the
line RTL - W1. For this study two sampling campaigns were performed, one in the
warm and rainy season and the other in the cold and dry season. Samples were
collected in Corumbatai River, in four different sites: P1) upstream the municipality of
Rio Claro, P2) downstream the municipality of Rio Claro; P3) downstream the
confluence of Corumbatai River and Ribeirdo Claro; P4) upstream the municipality of
Piracicaba. According to obtained results, it was possible to observed significant
mutagenicity results in points P2 and P3. Results also suggest that there is a major
toxic potential of Corumbatai River waters, nearby Rio Claro and Santa Gertrudes, in
points P2 and P3, probably due to influence of discharges of industrial and domestic
effluents from these municipalities. Significant results were also obtained during the
dry season and it was possible to infer an influence of seasonality. Our studies also
suggest that assessment of freshwater environments must be made in a
complementary manner, involving chemical and biological analyzes. The organic
extracts obtained from water and sediments samples are an efficient strategy for
storing environmental samples for a long period of time, which can serve as an
attractive strategy for monitoring environmental impacts of a particular ecosystem.

Keywords: mutagenicity, micronuclei, biomonitoring, Corumbatai River, effluents,
industrial effluents.



Resultados: Artigo Il 76

1. INTRODUGAO

As atividades humanas, decorrentes do avango tecnolégico e do
desenvolvimento socioecondmico, promovem inumeras alteracbes no meio
ambiente, que podem provocar efeitos adversos, tanto aos organismos endémicos
dos ecossistemas impactados como aos seres humanos.

A poluicdo ambiental é caracterizada pelo langcamento de qualquer forma de
matéria ou energia na atmosfera, no solo ou no meio aquatico, que tornem os
compartimentos ambientais improprios ou nocivos para os seres vivos (IRITANI;
EZAKI, 2012). O agravamento da poluigdo pelo langamento de efluentes urbanos,
industriais e rurais, interfere, diretamente, nos ecossistemas naturais (AKKOYUNLU,
AKINER, 2012). Os ecossistemas aquaticos sdo os mais impactados, pois os
efluentes que recebem, muitas vezes, ndo recebem tratamento adequado, antes de
serem langados nos corpos d’agua (KNIE; LOPES, 2004).

As principais fontes de poluicdo do meio aquatico sdo os contaminantes
quimicos, como: residuos de esgotos urbanos, subprodutos de industrias (HOUK,
1992), pesticidas, agrotoxicos e fertilizantes (KLEMZ, 2002), metais e compostos
organicos persistentes (DE LEMOS; TERRA, 2003). Esses contaminantes podem
desencadear efeitos adversos aos seres vivos desses ecossistemas, como
contaminagao bioldgica, perda de patriménio genético, degradagao dos solos e do
meio aquatico (VIANA, 2010), além de reducado nas taxas de crescimento e de
sobrevivéncia (LEE; STEINERT, 2003) e efeitos teratogénicos, mutagénicos e
carcinogénicos (MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998), derivados, muitas vezes. de
alteragdes ocorridas nas sequéncias de bases do DNA dos organismos (RIBEIRO;
MARQUES, 2003).

A agua € um elemento essencial para as atividades bioldgicas e constitui,
portanto, um dos principais fatores para a manutencdo da vida. Dependendo das
circunstancias em que ela for consumida, ela pode tanto oferecer 6timas condigdes
de sobrevivéncia como atuar como agente causador de doengas (IRITANI; EZAKI,
2012). Por este motivo, os recursos hidricos devem ser constantemente
monitorados, para se assegurar a sua qualidade e, consequentemente, a
manutengao da vida no planeta.

A agua, por ser um solvente universal, confere aos ambientes aquaticos uma

alta capacidade de solubilizacdo de compostos organicos e inorganicos, tanto nos
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estratos mais superficiais quanto nas regides mais profundas do corpos hidricos
(ESTEVES, 1998). O compartimento mais profundo do ambiente aquatico € formado
por um acumulo de sedimentos, composto por uma mistura de argila, areia, sais
minerais e matéria organica (ARAUJO et al, 2006), originados de processos de
erosdo (WALLING, 2009) ou de decantagado do material particulado da fase liquida.
Portanto, os poluentes que s&o langados na coluna d'agua podem também
contaminar os sedimentos, que passam a atuar como reservatorios de
contaminantes ambientais (WALLING, 2009; PAPAEFTHYMIOU et al., 2013; JACOB
et al., 2013; CANUTO et al., 2013; KUUSISTO-HJORT; HJORT, 2013). Esses
reservatorios acabam acumulando poluentes em concentragbes muito mais
elevadas que os presentes na coluna d’agua (BERNER, 1980; IGNATIEVA, 1996;
CHAPMAN et al., 1989; BARTLETT et al., 2004; Yl et al., 2008).

Para avaliar, de maneira ampla, rapida e eficaz, o efeito dos contaminantes
ambientais sobre os sistemas bioldgicos, sédo utilizados bioensaios, realizados com
com diferentes grupos de organismos (RI1ZZO, 2011). Uma vez que os experimentos
com animais vivos sao cada vez menos aceitos pela comunidade cientifica, vem
sendo desenvolvido e padronizado ensaios in vitro, com diferentes sistemas testes,
na tentativa de substituir os experimentos in vivo (ZUCCO et al., 2004).

Atualmente, existe um grande numero de tipos celulares que podem ser
utilizados em diferentes ensaios. Este material também é amplamente usado para
avaliar efeitos de xenobiontes presentes em amostras ambientais, principalmente
dos ambientes aquaticos (DOWLING; MOTHERSILL, 2001). Dentre as células
utilizadas em cultura de celular, destaca-se as de peixes (BABICH,;
BORENFREUND, 1986; 1987; CASTANO et al., 1994; JHA, 2004), como as da
linhagem de hepatécitos de truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss ou RTL-W1 (LEE et
al., 1993), que apresenta uma alta eficiéncia na deteccédo dos efeitos citotoxicos e
genotéxicos dos poluentes (NEHLS; SEGNER, 2001; ROCHA et al.,, 2009;
BOETTCHER et al., 2010). De acordo com Boettcher et al. (2010), a linhagem RTL-
W1 pode ser usada ainda em teste de indugédo de micronucleos, para avaliar efeitos
mutagénicos tanto de amostras de agua in natura, como de extratos das amostras
de agua.

O corante vermelho neutro tem sido muito utilizado em testes de

citotoxicidade in vitro, como para avaliar viabilidade celular. Por este teste, é
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possivel distinguir células vivas (vermelhas) das danificadas ou mortas (incolor), pela
intensidade de cor da cultura celular (CIAPETTI et al., 1996). Isto se da pelo fato das
células viaveis incorporarem o corante, tornando-se coloridas (FOTAKIS;
TIMBRELL, 2006), enquanto que as nao viaveis permanecem incolor.

O teste do micronucleo, que detecta efeitos mutagénicos de compostos
presentes no ambiente (SOUZA; FONTANETTI, 2006), se baseia na frequéncia de
células portadoras de quebras cromossémicas (fragmentos acéntricos) ou de perdas
de cromossomos inteiros, que nao foram reincorporados ao nucleo principal, durante
a divisado celular, formando, assim, pequenos nucleos (JENSSEN; RAMEL, 1980;
GRISOLIA, 2002; NORPPA; FALCK, 2003). Este teste tem sido muito utilizado em
avaliagdes in situ e in vitro, de contaminantes presentes nos ambientes aquaticos
(PANTALEAO, 2006).

O rio Corumbatai (sub-bacia do rio Piracicaba), inserido em uma regido
economicamente importante do Estado de S&o Paulo (CARMONA et al., 2004), tem
suas aguas destinadas, em sua maioria, ao abastecimento das cidades da regiéo e,
em proporgdes menor, mas ndo menos significativas, ao uso industrial e a irrigacao
agricola (PALMA-SILVA, 1999). Este rio recebe, ao longo de seu curso, efluentes de
origens domeésticas e industriais das cidades de Analandia, Corumbatai, Rio Claro,
Santa Gertrudes e Piracicaba (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
- CETESB, 2008), destacando dentre elas a cidade de Santa Gertrudes, considerada
0 maior polo ceramico da América (MOURA, 2006), e agroquimicos derivados da
cultura de cana-de-agucar (CELLA, 2009).

Levando em consideragdo a importancia do rio Corumbatai para a regiéo, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos citotéxicos e mutagénicos de
extratos de amostras de agua e de sedimentos deste rio, por meio de bioensaios de
vermelho neutro e de micronucleos (MN), respectivamente, em cultura de células
RTL-W1.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Material biolégico

Os bioensaios foram realizados com cultura de células permanentes RTL-W1
(LEE et al., 1993), derivadas do figado de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss).



Resultados: Artigo Il 79

2.2. Area de estudo e pontos de coleta

O rio Corumbatai € uma sub-bacia do rio Piracicaba que esta localizada no
interior do estado de Sao Paulo, Brasil. Esta sub-bacia pertence a Unidade de
Gerenciamento de Recursos Hidricos das Bacias do Piracicaba, Capivari e Jundiai —
UGRHI PCJ e atravessa, parcialmente ou totalmente, as cidades de Analandia,
ltirapina, Corumbatai, Rio Claro, Ipeuna, Santa Gertrudes, Cordeiropolis,
Charqueada e Piracicaba (VALENTE, 2001).

Para a realizagdo deste estudo, foram coletadas amostras de agua e de
sedimentos em quatro pontos distintos do Médio e no Baixo Corumbatai, situados
proximos as cidades de Rio Claro, Santa Gertrudes e Piracicaba, como segue: (P1)
ponto a montante do municipio de Rio Claro; (P2) ponto a jusante de municipio de
Rio Claro; (P3) ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da confluéncia do
rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; (P4) ponto a montante da confluéncia do rio

Corumbatai com o rio Piracicaba, conforme representado pela figura 1 e tabela 1:

DIA N

+

.CORUMBATAI
ITIRAPINA
L ]
1)
Sub-bacia do ) .mo &
Corumbatai Bacia do (4
Piracicaba 5

STA. GERTRUDES

3

Estado de Sao Paulo p':A —

Figura 1: Esquema ilustrativo dos quatro pontos de coleta. (1) P1 - ponto a montante do municipio de
Rio Claro; (2) P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; (3) P3 - ponto a jusante do municipio de
Santa Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; (4) P4 - ponto a montante
da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.
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Tabela 1: Coordenadas geograficas dos pontos de coleta.

PONTOS DE COLETA LATITUDE (S) LONGITUDE (W)
P1 22°23.20%5’ 47°32.753'
P2 22°25.343’ 47°35.614’
P3 22°29.076’ 47°35.600°
P4 22°30.917 47°37.467

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3
- ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo
Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

2.3. Coleta das amostras

As amostras de agua e de sedimentos foram coletadas em duas estacgdes
climaticas distintas que caracterizam o clima da regido: estagdo chuvosa e quente
(fevereiro de 2013) e a estagao seca e fria (julho de 2013). As coletas de agua foram
realizadas com o auxilio de baldes de ago inoxidavel e de frascos de vidro e as de
sedimentos com o auxilio de uma draga de Ekman-birge (para coleta da camada
mais superficial de sedimento). As amostras de agua e sedimentos foram
homogeneizadas para a retirada de uma amostra composta, cujo volume final foi de
4 | para a agua e de 2 Kg, para o sedimento. Este volume final foi acondicionado em
frasco escuro e mantido sob-refrigeragdo, para ser transportado para o laboratorio,

onde foram mantidos a 4°C, até serem utilizados nos bioensaios.

2.3.1. Dados térmicos e pluviométricos dos meses das coletas

Os dados térmicos e pluviométricos da regido em estudo, para os periodos
considerados, foram obtido junto Centro de Analise de Planejamento Ambiental
(CEAPLA) do Instituto de Geociéncias da UNESP de Rio Claro.

2.4. Preparagao das amostras

Os ensaios realizados com as culturas de células RTL-W1 foram
desenvolvidos apds um preparo prévio das amostras de agua e de sedimentos, para
a obtencgao de extratos organicos, de todas as amostras (todos os pontos e nos dois

periodos de coletas).
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2.4.1. Extracao de fase sélida e eluicao dos extratos de agua

Para a obtengdo dos extratos, foi seguido o protocolo descrito conforme o
estudo de Silva (2013). Primeiramente, as amostras de agua foram filtradas duas
vezes em sistema de filtragdo a vacuo, com filtros de fibra de vidro de 47 mm
(Sartorius Stedim Biotech®). Em seguida, foram preparados os cartuchos com
resinas poliméricas Strata-X 200 mg/3 mL (Phenomenex®), adicionando-se 6 mL de
metanol em cada cartucho, para abertura de suas cadeias poliméricas. Apos este
procedimento, os cartuchos foram lavados com 6 ml de agua ultra pura, para a
retirada dos residuos de metanol.

Depois de preparados, os cartuchos foram acoplados a um aparelho Manifoldi
com sistema de filtracdo hidrovacuo, por onde foi passado 1 L de amostra em cada
cartucho (3 cartuchos por amostra — totalizando 3 L de agua amostrada), seguindo a
sequéncia: (1) colunas de vidro; (2) mangueiras de silicone; (3) manifold conectado a
uma bomba de hidrovacuo. Assim, os contaminantes presentes nas amostras de
agua ficaram retidos nos polimeros dos cartuchos e a agua, isenta de
contaminantes, dirigida para a cuba de descarte do manifold. Apds este passo, os
cartuchos foram conectados diretamente ao manifold, para serem secos e
armazenados em freezer a -20°C, até a obtencao dos extratos das amostras, por
eluigao.

Para a obtencdo das amostras concentradas dos extratos, os cartuchos com
os contaminantes foram eluidos, adicionando-se 10 mL de metanol em cada
cartucho. O extrato obtido (metanol + contaminantes que estavam retidos nos
cartuchos) foi seco em nitrogénio gasoso, até obter um volume final de 1 mL de
extrato, portanto, mil vezes mais concentrado (1 mL de extrato/1 L de amostra).
Estes extratos concentrados foram armazenados a 4°C, até a sua posterior

utilizagdo nos ensaios.

2.4.2. Preparacao dos extratos de sedimentos

A obtencao dos extratos das amostras de sedimentos foi feita por extragao
cetdnica, conforme descrito no estudo de Boettcher et al. (2010), no aparelho de
extracdo de Soxhlet. Esta extracdo se deu, basicamente, por refluxo do solvente
organico, em sistema fechado e aquecido, que concentra os contaminantes

presentes nas amostras.
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As amostras de sedimentos foram previamente congeladas a -80 °C e
liofilizadas, para a retirada total do conteudo aquoso, por reacao de sublimacido da
agua. Apos a liofilizagao, foram pesadas 20 g de cada amostra de sedimento, que
foram colocadas em filtros de celulose, sendo um filtro para cada amostra. Na
sequéncia, os filtros foram cobertos por uma camada de algoddo e colocados em
colunas de extragdo (Soxhlet), sendo uma coluna para cada amostra. Uma das
extremidades das colunas foi conectada a um condensador de refluxo (contendo
agua gelada) e na outra extremidade a um baldo volumétrico (aquecido por uma
fonte de calor), contendo 100 mL de acetona — P.A. (solvente organico), formando
assim um sistema fechado. O solvente foi aquecido, até evaporar, e o vapor
condensado na coluna de extragao, até que preenchesse toda a coluna. Ao encher a
coluna de extragao, e entrar em contato com as amostras de sedimento, o solvente
retornava ao o baldo volumétrico, por sifonacéo, e o processo de refluxo se repetia
automaticamente. Este processo foi realizado durante 16 horas, extraindo todos os
contaminantes do sedimento e transferindo-os para o solvente organico. Os extratos
de sedimentos foram concentrados no préprio aparato de Soxhlet, eliminando-se o
solvente, antes do seu retorno ao baldo volumétrico. Apds esses procedimentos, os
extratos de sedimentos foram secos em nitrogénio gasoso e redissolvidos em 1 mL
de dimetilsulfoxido (DMSO), para a obtencdo de um extrato de 20 g de sedimento
em 1 mL de DMSO.

2.5. Analises quimicas e fisico-quimicas

As anadlises quimicas das amostras de agua foram realizadas pelo Laboratério
de Estudo de Bacias (LEBAC), Departamento de Geologia Aplicada do Instituto de
Geociéncias e Ciéncias Exatas — UNESP — Rio Claro, em convénio com o UFZ -
Helmholtz Centre for Environmental Research GmbH, Leipzig, Alemanha. Esta
analises avaliaram trés parametros basicos, nas amostras de aguas: (1) deteccéo e
quantificacdo de metais; (2) deteccdo e quantificacdo de compostos inorganicos e
(3) quantificagao de Carbono Organico Total (COT).

As analises fisico-quimicas de pH, temperatura, salinidade, condutividade,
turbidez, oxigénio dissolvido (OD) e sdlidos totais dissolvidos (STD) das amostras de
agua foram realizadas em campo, com o auxilio do equipamento Horiba®, para as

duas coletas realizadas.
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2.6. Ensaios com cultura de células de peixes ( RTL-W1)

2.6.1. Manutencgao das culturas de células

A manutencgao das culturas de células foi realizada em frascos de cultura de
25 cm? (TPP®), contendo 10 mL de meio Leibowitz (L15) (Cultilab®), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Cultilab®) e 1% de antibidtico/antimicotico
(penicilina/estreptomicina) (Sigma®) a 21°C.

Os repiques foram realizados da seguinte maneira: primeiramente as células
foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS (Phosphate Buffered Saline), depois
tripsinizadas com 1 mL de tripsina 0,5%, durante 1 minuto. A acdo da tripsina foi
neutralizada com 5 mL de meio L15 e a suspensao celular foi resuspendida para a
obtencdo de células isoladas. Foi adicionado mais meio L15 aos frascos e a

suspensao celular foi aliquotada em novos frascos, sendo 10 mL para cada frasco.

2.6.2. Ensaio de incorporacao do vermelho neutro

O ensaio de incorporagdo do vermelho neutro foi utilizado para avaliar o
potencial citotéxico dos extratos de sedimentos (toxicidade aguda), assim como para
determinar os volumes de extratos que continham as concentracdes mais elevadas
e nao toxicas de sedimentos, que foram utilizadas nos experimentos in vitro, em
endpoints especificos. Os extratos de agua ndo necessitaram desta verificagdo, pois
foram utilizados nas concentragdes puras, encontradas na natureza.

Para a realizagao deste ensaio, os extratos de sedimentos foram diluidos em
meio L15, a uma concentragao inicial de 200 mg de extrato por mL de meio. Foram
adicionados 100 uL dos extratos em pogos de placas de 96 pocos (TPP®), onde
foram realizadas as diluicdes em série a partir destes volumes (1:1 a 1:64),
totalizando 6 réplicas por placa. Em seguida, foram adicionados 200 pL de
suspensdo celular em cada poco. O controle positivo foi realizado com 3,5-
Diclorofenol, a uma concentragao de 80mg/L de meio, e o controle negativo apenas
com meio L15 suplementado. A exposicdo foi de 48 horas a 20 °C. Apds a
exposicao, os extratos foram descartados e as células incubadas com o corante
vermelho neutro (2-metil-3-amino-7-dimetilaminofenazona) a 1% por 3 horas. Apds
esse periodo, o corante foi descartado e as células foram expostas a uma solugao


https://www.google.com.br/search?client=firefox-a&rls=org.mozilla:pt-BR:official&biw=1093&bih=488&q=2-metil-3-amino-7-dimetilaminofenazona&spell=1&sa=X&ei=tHSqUv6UFISqkQeUtIHADg&ved=0CCkQvwUoAA
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de extrusdo (490 mL de etanol 99%, 10 mL acido acético, 500 mL agua destilada)
por 30 minutos, para serem posteriormente observadas em espectrofotdmetro.

Para a determinagdo de citotoxicidade, foi medida, a 540 nm com um
comprimento de onda de referéncia de 690 nm, a incorporagao de vermelho neutro.
A viabilidade das células foi expressa em porcentagem e os dados foram avaliados
com o software Prism 4.0 (GraphPad®). O potencial citotoxico dos extratos foi
calculado como NRgs e, desta forma, os volumes de extrato, contendo as
concentragbes mais elevadas de sedimentos, foram aquelas que induziram 15% de

mortalidade das células, apos 48 horas de exposicao.

2.6.3. Teste do micronucleo

Para os testes com amostras de agua, as células RTL-W1 foram expostas a 5
mL dos extratos diluidos (1:1000) em meio L15, em frascos de 25 cm? (TPP®),
sendo um frasco para cada amostra e 2 réplicas por frasco. Para os testes
realizados com os extratos das amostras de sedimentos, primeiramente, as células
foram incubadas em placas de 6 pogos (TPP®) e depois expostas a 2 mL de
diluicdes sequenciais de extratos (1:1, 1:2, 1:4 e 1:8) em meio L 15, a partir dos
volumes de extratos que continham as concentracbes maximas de sedimentos,

definidas pelos valores de NRgs, para os extratos de cada ponto (Quadro 1).

Quadro 1: Volume dos extratos de sedimentos utilizadas nos ensaios do MN

PONTOS FEVEREIRO/2013 JULHO/2013
P1 5,5 uL DE EXTRATO 3,25 yL DE EXTRATO
P2 2,50 yL DE EXTRATO 2,50 yL DE EXTRATO
P3 1,25 yL DE EXTRATO 0,95 uL DE EXTRATO
P4 2,20 yL DE EXTRATO 6,70 yL DE EXTRATO

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 -
ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirao
Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

Para todos os tratamentos, o controle positivo foi realizado com metil-
metanosulfonato (MMS — 2 x 10 M) e o controle negativo foi realizado com o meio

L-15 suplementado.
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As exposi¢des aos tratamentos foram realizadas por 48 horas (para todos os
extratos) a 20 °C, apos esse periodo, o meio contendo os extratos foi descartado e
substituido por um novo meio suplementado, por 72 horas adicionais, para permitir a
proliferagdo celular. Apos esse periodo, as células foram lavadas duas vezes com
PBS, tripsinizadas (tripsina 0,5%) e neutralizadas com meio L-15 suplementado. As
suspensoes celulares foram adicionadas a tubos falcon (TPP®) e centrifugadas por
10 minutos a 1500 RPM. Apds a centrifugacédo, o meio foi descartado e as células
(pellets) resuspendidas. Foram adicionados 2 mL de fixador Carnoy 3:1 (metanol:
acido acético - v/v) diluido em PBS (1:1), para a primeira etapa de fixagdo, seguida
de uma nova centrifugagado das células por 10 minutos a 1500 RPM. O primeiro
fixador foi descartado, as células foram resuspendidas, sendo adicionados 2 mL de
um novo fixador Carnoy 3:1 (metanol: acido acético - v/v). As células fixadas foram
armazenadas a -20 °C, até sua posterior utilizagao.

Para a confeccgéo das laminas, as células foram centrifugadas por 10 minutos
a 1500 RPM e foi descartado o fixador antigo. Em seguida, as células foram
resuspendidas em 0,5 mL de nova solugao de fixacado e esta suspensao foi gotejada
em laminas previamente lavadas, cobertas com um filme de agua ultra pura, a 4°C.
Posteriormente, as laminas foram submetidas a uma hidrdlise acida (HCI 1N a 60°
C) por 5 minutos, seguido lavagem em agua destilada. Apds a hidrdlise, as laminas
foram submetidas a reacao de Feulgen, utilizando o reativo de Schiff por 2 horas em
local escuro. Em seguida as laminas foram contracoradas com Giemsa a 0,2% por 5
minutos.

Para os testes realizados com extratos de agua foram contabilizadas 2.000
células por frasco, com 2 réplicas, totalizando 4.000 células por tratamento. Para os
testes realizados com extratos de sedimentos foram contabilizadas 1.000 células por
lamina, onde foram analisadas 2 laminas, totalizando 2.000 l|édminas por
concentracdo. As comparacgoes estatisticas foram feitas entre os resultados obtidos
com as amostras testadas e os obtidos com o controle negativo (CN), por meio do

teste do qui-quadrado, com modificagbes de Yates (p<0,001).

3. RESULTADOS
Durante a realizagdo das coletas, foram observadas as caracteristicas
macroscopicas do curso hidrico estudado (LOUREIRO et al. — em preparagao). De
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modo geral, ndo foram evidenciadas muitas alteragcbes marcantes nestas
caracteristicas, que estivesse em desacordo com a resolugdo CONAMA (BRASIL
2005), para a coleta de realizada na estagcado chuvosa e quente. No entanto, foram
registradas mais alteragbes nestas caracteristicas durante a coleta realizada na
estacéo fria e seca. Tais alteragdes estéo ilustradas nas figuras 2 e 3.

Primeiramente, foi observada, durante a coleta de julho/2013 (estag&o seca e
fria), a existéncia de um efluente clandestino em P2 (Figura 2), ndo evidenciado na
coleta da estacédo chuvosa e quente (fevereiro/2013). Foi evidenciado no P3 um forte
odor de matéria em decomposi¢cdo, em ambas as coletas realizadas. Este odor foi
ainda mais intenso na coleta realizada durante a estagcédo seca e fria (junho/2013).
Ainda para o P3, foi observada, durante a coleta de junho de 2013, a presenca de
materiais flutuantes nas aguas do rio, como dleos, graxas e espumas (figuras 3A e
3B). Além desses materiais flutuantes nas aguas, havia um acumulo de lixo nas
margens do rio (figuras 3C e 3D).

De acordo com a resolugdo 357/05 — CONAMA, todas as caracteristicas
descritas acima, estdo em desacordo com os padroes estabelecidos para a
classificacao deste rio (Classe 2) (BRASIL, 2005).

3.1. Dados térmicos e pluviométricos dos meses das coletas

Quadro 2: Média dos valores de temperatura e precipitagdo para os meses de
coleta das amostras

PARAMETROS FEVEREIRO/2013 JULHO/2013
TEMPERATURA 23,5°C 16,5 °C
PRECIPITACAO 197,4 mm 49,7 mm

3.2. Analises quimicas e fisico-quimicas

Os resultados obtidos nas analises quimicas das amostras de agua coletadas
nos pontos P1, P2, P3 e P4 do Rio Corumbatai, também foram comparados com os
padroes estabelecidos pela resolugcao 357/05 — CONAMA, para a classificacao deste
rio (Classe 2) (BRASIL, 2005), e podem ser visualizados nas tabelas 2, 3, 4, 6 e
7(LOUREIRO et al. — em preparacgao).
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Os resultados obtidos para a quantificagdo de COT (Tabela 2) mostraram
valores muito altos para todos os pontos de coleta, em ambas as coletas realizadas.
Estes valores variaram, resumidamente, de 578 ppm a 903 ppm, sendo que o0s
valores mais elevados foram, de maneira geral, evidenciados na coleta de
julho/2013.

Os resultados obtidos para as analises dos parametros quimicos inorganicos
estdo dispostos nas tabelas 3 e 6 e para a quantificacédo de metais nas tabelas 4 e 7.

Os resultados obtidos pelas analises fisico-quimicas das amostras de agua
coletadas nos pontos P1, P2, P3 e P4 do rio Corumbatai podem ser visualizados nas
tabelas 5 e 8.

3.3. Ensaio de incorporagao do vermelho neutro

A figura 4 ilustra os resultados obtidos em células RTL-W1 expostas os
extratos de sedimentos, para o ensaio de incorporagdao do vermelho neutro, em
valores de NRgs que expressa o potencial citotoxico dos extratos das concentragdes
que induziram 15% de mortalidade das células, apds 48 horas de exposi¢ao. Estes
resultados foram baseados em uma média de trés testes independentes.

A partir dos dados obtidos foi possivel observar que os extratos das amostras
da coleta realizada em fevereiro de 2013 apresentaram um maior efeito citotoxico
nas ceélulas do que os da coleta realizada em julho de 2013

Também é possivel inferir que os extratos das amostras de sedimentos dos
pontos de coleta P2 e P3 foram mais citotoxicos para ambas as coletas do que os
dos pontos de coleta P1 e P4, sendo que os extratos das amostras de sedimentos

do ponto de coleta P3 foi o mais citotoxico para ambas as coletas realizadas.

3.4. Teste do micronucleo

A figura 5 demonstra células da linhagem RTL-W1 normais (figura 5A) e
portadoras de micronucleos (figura 5B) encontradas nos bioensaios realizados com
extratos das amostras de agua e de sedimentos. Os resultados obtidos para a
avaliacdo de micronucleos com os extratos das amostras estdo ilustrados nas
figuras: 5,6, 7, 8,9 e 10.
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3.4.1 Extratos das amostras de agua

Para as analises de micronucleos, realizadas com os extratos de agua, foram
obtidos resultados significativos, em relacdo ao CN, para o parametro de
mutagenicidade, em P3 (Figura 6), em ambas as coletas realizadas (fevereiro/2013
e julho/2013), e em P2 na coleta realizada em julho/2013.

Os resultados de MN, obtidos com os extratos de agua das coletas de
julho/2013, foram, para todos os pontos amostrados (excegdao do P4), os que
apresentam valores médios maiores, quando comparados com os registrados para a

coleta realizada em fevereiro/2013.

3.4.2 Extratos das amostras de sedimentos

Para o ponto de coleta P1 (Figura 7), os ensaios de MN, realizados com as
diluicbes em série dos extratos de sedimento, apresentaram resultados
significativos, em relagdo ao CN, para a diluicdo 1:1 (coleta de fevereiro/2013) e
para as diluicdes 1:1 e 1:2 (coleta de julho/2013). Os valores médios registrados
para indugdo de MN, para todas as diluicbes dos extratos deste ponto, coleta de
Julho/2013, apresentaram-se maiores do que os valores observados para a coleta
de fevereiro/2013.

Para o ponto de coleta P2 (Figura 8), ensaios do MN, realizados com as
diluicbes em série dos extratos de sedimento, apresentaram resultados
significativos, em relagdo ao controle negativo, nas diluicdes 1:1 e 1:2, para ambas
as coletas realizadas, Os valores médios registrados para indu¢cdo de MN, para as
diluicdes 1:1 e 1:4 dos extratos deste ponto, para a coleta realizada em julho/2013,
apresentaram-se maiores do que os valores observados para a coleta realizada em
fevereiro. Ja os valores observados para as diluicbes 1:2 e 1:8 apresentaram-se
iguais para ambas as coletas.

Para o ponto P3 (Figura 9), os ensaios realizados com as diluicbes em série
dos extratos dos sedimentos apresentaram resultados significativos, em relacao ao
CN, para a diluicao 1:1, coleta de fevereiro/2013 e para as diluigdes 1:1 e 1:2, coleta
de julho/2013. Os valores médios registrados para indugdo de micronucleos, para
todas as diluigdes dos extratos deste ponto, para a coleta realizada em julho/2013,
apresentaram-se maiores que os valores observados para a coleta realizada em

fevereiro/2013.
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Para o ponto de coleta P4 (Figura 10), os ensaios realizados com as diluices
em série dos extratos dos sedimentos apresentaram resultados significativos, em
relacdo ao CN, para indugao de MN, na dilui¢gdo 1:2, para a coleta de fevereiro/2013.
Porém, a diluicdo 1:1 desta mesma coleta apresentou valores altamente
significativos no teste de qui-quadrado, tendo que ser corrigidos pelas modificagdes
de Yates. ApOs correcdo, esses valores deixaram de ser significativos, embora o
valor p obtido (p=0.002), apds a corregao, tenha sido muito proximo do valor de
significancia (p<0.001). Os valores médios registrados para indu¢cao de MN, para
todas as diluicbes dos extratos deste ponto, coleta realizada em fevereiro/2013,
apresentaram-se maiores do que o0s valores observados para a coleta realizada em
julho/2013.

A partir da comparagdo dos resultados obtidos entre todos os pontos de
coleta, para os extratos de sedimentos, o ponto P3 foi 0 que apresentou os maiores
valores médios para inducdo de MN. No entanto, o ponto de coleta P2 apresentou
um maior numero de resultados significativos. Mesmo assim, os valores de
significancia obtidos nos resultados do ponto de coleta P3, foram maiores que os
valores obtidos para o ponto de coleta P2.

Os pontos de coleta P1 e P4 foram os que apresentaram os menores valores,
gerais para a indugdo de MN e um menor numero de valores significativos. Para o
ponto de coleta P4, foi evidenciado que apenas a diluicdo 1:2 apresentou resultados
significativos. No entanto, a diluicdo 1:1 apresentou resultados muito préximos da

significancia.
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Figura 3: (A) Presen
espuma em P3; (C) e (D) Presenga de lixo nas margens do rio em P3.

Tabela 2: Quantificagdo de carbono orgéanico total das amostras de agua
do rio Corumbatai (fevereiro e julho/ 2013).

COT ppm COT ppm
AMOSTRAS FEVI2013 JULI2013
P1 848 732
P2 578 744
P3 740 903
P4 783 830

P1 - ponto @ montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de
municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante da confluéncia do rio
Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia
do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba. COT (Carbono Organico Total).
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Tabela 3: Pardmetros Inorganicos das amostras de dgua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) (fevereiro de 2013).

AMOSTRAS F cr NO, NO; PO, SO,” C,0,” Acetato CIO, Br Li Na NH, K
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/lL mg/L mg/L mg/L
<0,010 2,27 <0,020 1,79 <0,080 1,84 <0,10 <0,25 <0,015 <0,020 <0,10 3,75 0,50 2,33
P2 0,016 3,14  <0,020 196 <0,080 2,51 <010 <025 <0,015 <0020 <0,10 4,43 0,55 2,41
P3 0,017 508  <0,020 1,89 <0,080 5,06 <010 <025 <0,015 <0020 <0,10 5,27 1,08 2,74
P4 0,029 6,16 0,15 3,41 <0,080 18,3 <0,10 <0,25 <0,015 <0,020 <0,10 8,78 0,86 2,46

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa
Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

Tabela 4: Quantificagdo de metais das amostras de agua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) (fevereiro de 2013).
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AMOSTRAS Al Ba Ca Cd Co Cr Cu Fe Mg Mn Ni P Pb Si Sr Zn
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mglL mg/L mg/lL mg/L mg/L
P1 0,11 0,52 6,56 <0,006 <0,003 <0,0038 <0,004 0,36 2,15 0,16 <0,003 0,058 <0,006 5,39 0,060 0,26
P2 0,14 0,49 0,49 <0,005 <0,003 <0,008 <0,004 0,35 2,51 0,14 <0,003 0,041 < 0,005 5,58 0,069 0,27
P3 0,16 0,30 0,30 <0,006 <0,003 <0,003 <0,004 0,36 2,81 0,23 <0,003 0,033 <0,006 542 0,076 0,16
P4 0,16 0,29 0,29 <0,006 <0,003 <0,003 <0,004 0,31 3,83 0,122 <0,003 0,090 <0,005 5,31 0,082 0,17

P1 - ponto @ montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa
Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

Tabela 5: Par@metros Fisico-quimicos das amostras de agua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) (fevereiro de 2013).

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa
Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

AMOSTRAS Tempoeratura pH Condutividade Turbidez D(i):sl,%f\?i?o Sglilsdsc::iv'li'g:)asls
c KS/cm NTU (OD) mgl/L (STD) mg/L
P1 22,74 6,44 67 142 5,41 43
P2 22,96 6,43 38 154 5,03 25
P3 24,07 7,51 108 135 4,92 70
P4 23,31 6,32 54 146 4,42 35
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Tabela 6: Pardmetros Inorganicos das amostras de dgua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) (julho de 2013).

AMOSTRAS F cr NO, NO; PO, SO/ C,0,° Acetato CIO, Br Li Na NH, K
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
P1 <0,010 2,31 <0,020 4,08 1,99 1,24 <0,10 1285 <0015 <0,030 <0,010 3,09 0,70 0,97
P2 0,087 6,48 0,15 5,06 2,02 3,02 0,33 1118 <0015 <0,030 <0,010 6,80 2,01 1,56
P3 0,12 11,1 <0,020 2,44 2,31 6,90 0,87 1310 <0015 <0030 <0010 115 3,73 2,11
P4 0,15 14,1 0,30 5,36 2,64 24,7 0,95 1312 <0015 <0,030 <0,010 189 3,80 2,34

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa
Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

Tabela 7: Quantificagdo de metais das amostras de agua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) (julho de 2013).
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AMOSTRAS Al Ba Ca Cd Co Cr Cu Fe Mg Mn Ni P Pb Si Sr Zn
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mglL mg/L mg/lL mg/L mg/L
P1 0,051 0,095 4,17 <0,0056 <0,003 <0,003 0,006 0,20 1,53 0,033 <0,003 0,021 <0,006 6,23 0,042 0,075
P2 0,11 0,099 8,89 <0,005 <0,003 <0,0038 0,010 0,22 2,10 0,056 <0,003 0,12 < 0,005 6,41 0,064 0,56
P3 0,075 0,094 855 <0,006 <0,003 <0,003 0,005 0,30 2,33 0,078 <0,003 0,11 <0,005 6,53 0,067 0,53
P4 0,078 0,083 10,0 <0,006 <0,0038 <0,003 0,012 0,27 3,39 0,072 <0,003 0,12 <0,0056 6,92 0,077 0,86

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa
Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.

Tabela 8: Parametros Fisico-quimicos das amostras de agua do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) (julho de 2013).

. . Oxigénio Solidos Totais
AMOSTRAS  Temperatura °C pH Condutividade Turbidez Dissolvido Dissolvidos
uS/cm NTU (OD)mg/L (STD)mglL
17,58 5,72 53 7.3 4,61 34
16,92 4,40 45 130 4,38 30
17,34 6,13 154 112 4,69 100
17,52 477 60 26,9 4,12 40

P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa
Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.
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Figura 4: Valores médios e desvio padrédo de NR85 em células RTL-W1 expostas, por um periodo de 48
horas, aos extratos de amostras de sedimentos do rio Corumbatai, coletadas nos pontos de coleta P1, P2,
P3 e P4 para as coletas de Fevereiro e Julho de 2013.
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P1 - ponto @ montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de municipio de Rio Claro; P3 - ponto
a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 -
ponto a montante da confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba.
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Figura 5: (A) Célula RTL-W1 normal; (B) Célula RTL-W1 portadora de micronucleo
(seta).

Figura 6: Valores médios e desvio padrdo de micronucleos em células RTL-W1,
expostas aos extratos das amostras de agua do rio Corumbatai, para as coletas
de fevereiro e julho de 2013.
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P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de
municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da
confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da
confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba. CN: Controle negativo; CP:
Controle Positivo. *Estatisticamente diferente do CN (p<0.001).
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Figura 7: Valores médios e desvio padrao de micronucleos em células RTL-W1,
expostas as diluicdes em série dos extratos das amostras de sedimentos do rio
Corumbatai, coletadas no ponto de coleta P1, para as coletas de fevereiro e julho
de 2013.
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P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de
municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da
confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da
confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba. CN: Controle negativo; CP:
Controle Positivo. *Estatisticamente diferente do CN (p<0.001).

Figura 8: Valores médios e desvio padrdo de micronucleos em células RTL-W1,
expostas as diluicdes em série dos extratos das amostras de sedimentos do rio
Corumbatai, coletadas no ponto de coleta P2, para as coletas de fevereiro e julho
de 2013.
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P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de
municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da
confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdao Claro; P4 - ponto a montante da
confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba. CN: Controle negativo; CP:
Controle Positivo. *Estatisticamente diferente do CN (p<0.001).
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Figura 9: Valores médios e desvio padrdo de micronucleos em células RTL-WA1,
expostas as diluicdes em série dos extratos das amostras de sedimentos do rio
Corumbatai, coletadas no ponto de coleta P3, para as coletas de fevereiro e
julho de 2013.
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P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de
municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da
confluéncia do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da
confluéncia do rio Corumbatai com o Rio Piracicaba. CN: Controle negativo; CP:
Controle Positivo. *Estatisticamente diferente do CN (p<0.001).

Figura 10: Valores médios e desvio padrédo de micronucleos em células RTL-W1,
expostas as diluicdes em série dos extratos das amostras de sedimentos do rio
Corumbatai, coletadas no ponto de coleta P4, para as coletas de fevereiro e julho
de 2013.
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P1 - ponto a montante do municipio de Rio Claro; P2 - ponto a jusante de
municipio de Rio Claro; P3 - ponto a jusante do municipio de Santa Gertrudes e da
do rio Corumbatai com o Ribeirdo Claro; P4 - ponto a montante da confluéncia do
rio Corumbatai com o Rio Piracicaba. CN: Controle negativo; CP: Controle
Positivo. *Estatisticamente diferente do CN (p<0.001).
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4. DISCUSSAO

Determinadas caracteristicas macroscopicas das aguas do rio Corumbatai,
avaliadas neste estudo durante a realizacdo das coletas, como o langamento de
efluente clandestino no P2, a deposi¢ao de lixo nas margens do rio, o forte odor de
matéria em decomposicdo e a presenga de materiais flutuantes nas aguas do
Corumbatai, no ponto P3, apresentaram-se em desacordo com os parametros
vigentes para os rios de Classe 2 (CONAMA — BRASIL, 2005). Estas alteragdes
foram registradas apenas nas coletas da estagao seca e fria (julho/2013), devido a
baixa pluviosidade do periodo, tipico da estiagem sazonal.

As agressoes registradas acima, podem estar causando impactos severos na
qualidade da agua e uma consequente alteragdo nas comunidades bioldgicas
endémicas deste rio, que, segundo Carita (2010), serve como um primeiro alerta
sobre a qualidade deste ambiente aquatico. Nossas observacdes reforcam os
estudos realizados por Frederice et al. (2010), que postulam a auséncia de
planejamento de ocupagado urbana nesta area, marcada, hoje, por um intenso
processo de urbanizagdo, bem como as citagcbes de Palma-Silva (1999), onde o
autor alerta para o fato de que os principais impactos ambientais evidenciados nesta
sub-bacia sao decorrentes das atividades humanas.

Foram evidenciadas elevadas concentragbes de Carbono Organico Total
(COT) em todos os pontos amostrados, para ambas as coletas realizadas. O COT é
um parametro quimico de grande importancia ambiental, pois o carbono pode se
complexar com alguns contaminantes langados neste ambiente (como por exemplo,
os metais) e conferir toxicidade ao meio, além de servir também como fonte de
energia para diversos microorganismos e algas, levando a um processo de
eutrofizacdo deste sistema hidrico. O COT é originado da matéria organica e de
efluentes e residuos langados ao ambiente de agua doce. Como a anadlise e a
quantificacdo de COT leva em consideragdo as por¢des biodegradaveis e nao
biodegradaveis da matéria organica aquatica, essa avaliagao se caracteriza por ser
um indicador eficiente do grau de polui¢cao dos rios. Segundo a CETESB (2009), as
elevadas concentragdes de COT estdo relacionadas, provavelmente, a uma grande
quantidade de matéria organica advinda do langamento de efluentes nos recursos

hidricos.
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Também foram registradas nas aguas do Corumbatai algumas alteragdes nos
parametros fisico-quimicos. Foram registrados valores alterados de pH, fator este
que pode interferir, de diferentes maneiras, no metabolismo das comunidades locais
(ESTEVES, 1998). Estas alteragbes também podem contribuir para a precipitagao e
consequente deposicdo, nos sedimentos dos rios, de substancias quimicas, como,
por exemplo, os metais, que sdo elementos que provocam efeitos danosos aos
organismos (CETESB, 2009). Neste estudo, foram registrados valores de pH
inferiores a 6,0 (pH acido), que estdo em desacordo com a legislagao vigente. A
acidez das aguas de rios sugere a emissao de efluentes industriais (CETESB, 2009),
fator este que pode alterar as caracteristicas destes ecossistemas e gerar perda ou
declinios da biodiversidade aquatica local, principalmente de peixes e populagdes
que se encontram em niveis tréficos mais basais (STOKES et al., 1986).

As analises de condutividade das aguas coletadas neste rio foram
extremamente relevantes para o estudo, visto que, a capacidade de uma amostra de
agua conduzir corrente elétrica € um parametro muito importante, pois esta
relacionado diretamente com a quantidade de sais existentes na coluna d’agua e,
portanto, representa uma medida indireta da concentragcéo de poluentes. Assim, os
valores registrados, superiores a 100 S/cm, além de estarem em desacordo com a
legislagdo, indicam também caracteristicas corrosivas da agua (CETESB, 2009) e
ambientes impactados por poluentes ambientais (MARINELLI et al.,2000).

Os valores de turbidez foram maiores que os maximos permitidos (até 100
UNT) para cursos d’agua de classe 2, para todos os pontos amostrados na coleta de
verao (fevereiro/2013). Este parametro determina o grau de atenuacdo da
intensidade que um feixe de luz sofre ao atravessar a coluna d’agua, devido a
presenca de soélidos em suspensao (CETESB, 2009). Os resultados obtidos para a
coleta de verdo, podem estar relacionados ao revolvimento dos sedimentos,
decorrentes das intensas chuvas do periodo, que promoveu um subsequente
aumento da turbidez. Essa diminuicdo da turbidez, contudo, pode levar a uma
significativa reducdo da taxa de produtividade primaria do ambiente aquatico, em
decorréncia da redugao da penetragao de luz na coluna d’agua (ESTEVES, 1998).

Os bons niveis de oxigénio dissolvido (OD) em um corpo hidrico indicam a
capacidade desse ambiente manter a vida aquatica (CESTESB, 2009), tanto por
assegurar os processos de biodegradagao da matéria organica presente neste meio
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como por suprir a demanda de oxigénio necessaria para a respiragdo dos
organismos aquaticos Quando o OD encontra-se em concentragdes insuficientes
para degradar a matéria organica, esta pode se elevar (BELLANGER et al., 2004),
decorrendo em processos de eutrofizagdo do sistema. De maneira geral, a
eutrofizacdo esta relacionada com despejo de efluentes domésticos e industriais
(MATHEUS; TUNDISI, 1988). Os baixos valores encontrados para OD (5mg/L) neste
estudo, inferiores ao minimo essencial para a manutencdo da vida aquatica, sao
indicativos de um comprometimento da qualidade da agua deste rio.

A partir dos dados de COT, turbidez e OD, descritos anteriormente, € possivel
afirmar que o rio Corumbatai vem sofrendo um grande comprometimento na
qualidade de suas aguas, derivado de atividades antropicas de que lancam seus
residuos, de maneira indiscriminada e sem tratamento adequado, neste corpo
hidrico.

O teste de citotoxicidade, pela incorporacédo do vermelho neutro, é usado para
encontrar as maiores concentragdes nao toxicas de um determinado agente. Esse
teste foi aplicado aos extratos de sedimentos coletados no rio Corumbatai, para
estimar quais as maiores concentragdes deste compartimento aquatico que
poderiam ser usados nos testes de MN com células RTL-W1. Ja os extratos de agua
nao necessitaram desta avaliagcdo, pois foram diluidos diretamente em agua, na
propor¢gao que simulasse a concentragdo encontrada na natureza (1:1000), e,
portanto, nao citotdxica para as células.

Os valores de NRgs, obtidos no teste do vermelho neutro, indicam uma alta
citotoxicidade para amostras dos extratos dos pontos P2 e P3, com destaque de
maior citotoxicidade para o P3, em ambas as coletas. O teste do vermelho neutro se
mostrou indicado para a avaliagdo do comprometimento ambiental do rio
Corumbatai, reforgando as citagbes de Dailianis et al. (2003), que afirma que este
teste é sensivel para avaliar a poluicao de meio aquatico

De maneira geral, a partir das avaliagdes com as células RTL-W1, realizadas
no presente estudo, pode-se inferir que as culturas de células de peixes,
destacando-se as de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), representam uma
ferramenta importante para a avaliacdo de componentes toxicos presentes no meio
aquatico, sendo ainda uma alternativa rapida e economicamente viavel quando

comparada com testes in vivo (BOLS et al., 1985).
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Para as anadlises realizadas com os extratos das amostras de agua do rio
Corumbatai, o ponto de coleta P3 apresentou resultados significativos para
mutagenicidade, para as células RTL-W1, para ambas as coletas realizadas, sendo
que este ponto apresentou, ainda, resultados mais altos de significancia que os P2.
Isto, provavelmente, possa estar relacionado ao fato da regido do P3 ser
caracterizada pelo lancamento de efluentes industriais, decorrentes da intensa
atividade do maior polo ceramista da América, localizado na cidade de Santa
Gertrudes (MOURA, 2006).

As avaliagbes dos extratos de agua do ponto de coleta P2 apresentaram
resultados significativos para mutagenicidade, apenas para a coleta da estagéo seca
e fria (julho/2013). Este resultado pode estar relacionado ao langamento de um
efluente clandestino, evidenciado durante esta coleta; ao langamento de efluentes
urbanos sem tratamento, pela maioria municipios localizados na sub-bacia do rio
Corumbatai (SALATI, 1996); ou, ainda, pelo efeito sinergistico (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006) de ambos. Outro fator a ser considerado para essa alta
mutagenicidade do P2 é o fato de que na estacao seca e fria o nivel de agua estava
muito baixo, o que provavelmente levou a uma maior concentragdo dos
contaminantes langados neste rio.

De maneira geral, para os extratos de agua, foi evidenciado que as coletas
julho/2013 apresentaram valores maiores para a indu¢gao de MN do que as coletas
da fevereiro/2013, exceto para o ponto P4, ponto este que deve ter recebido uma
contaminagdo pontual em fevereiro de 2013, provavelmente derivada do
carreamento de agroquimicos por aguas pluviais, decorrentes das intensas chuvas
do periodo. Por esses resultados, nossos dados reforcam as citacbes de outros
autores (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009; SACCHI et al., 2013) que afirmam
haver uma influéncia da sazonalidade na contaminacao de recursos hidricos, pois as
amostras coletas nas estagdes mais secas induziram mais danos que as de estacao
chuvosas (concentracdo de poluentes), com excegado dos locais mais proximos de
area agricolas (carreamento de substancias por agua pluvial).

Pelos nossos dados, € possivel inferir que os extratos de agua do rio
Corumbatai, obtidos pela extracdo de fase sodlida, conferiram uma boa ferramenta

para a avaliacdo da mutagenicidade desses recursos hidricos, corroborando as
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citacbes de Nakajima et al. (2008), sobre a aplicagdo de extratos de agua em
avaliagdes ambientais.

Para os testes realizados com as diluicbes dos extratos cetbnicos dos
sedimentos do rio Corumbatai, foi evidenciado um efeito dose-resposta gradual,
onde a indug&do de micronucleos foi aumentanda, gradativamente, da menor para a
maior concentracao de extrato, fato este que corrobora com o estudo realizado por
Boettcher et al. (2010). Assim, as diluigdes 1:1 e 1:2 dos extratos, em todos os
pontos avaliados, apresentaram maiores valores para inducdo de MN nas células
RTL-W1.

A partir da comparagdo dos resultados obtidos entre todos os pontos de
coleta, para os extratos de sedimentos, o ponto P3 foi o que apresentou os maiores
valores meédios para indugdo de MN nas células, embora o ponto P2 tenha
apresentado um maior numero de resultados significativos. Mesmo assim, os valores
de significancia, obtidos nos resultados do ponto P3, foram maiores que os valores
obtidos para o ponto P2. Para o ponto de coleta P4, foi evidenciado que apenas a
diluicdo 1:2 apresentou resultados significativos, no entanto, a diluigdo 1:1
apresentou resultados muito préximos da significancia.

Pelos testes realizados com os extratos de sedimentos, cujos resultados
obtidos na coleta da estagdo seca e fria apresentaram mais valores significativos e
maiores valores meédios de inducdo de MN do que a estagcdo chuvosa e quente
pode-se inferir as amostras de sedimentos também podem, semelhantemente as
amostras de agua, avaliar efeitos de contaminagdo com caracteristica sazonal.
Assim, nossos estudos com sedimentos estdo de acordo com os nossos dados
obtidos com extratos de agua e com os dados obtidos com amostras de agua dos
estudos de Hoshina e Marin-Morales (2009) e Sacchi et al. (2013). Os resultados
obtidos neste estudo corroboram que os sedimentos de um rio podem ser usados
para avaliar efeitos mutagénicos de recursos hidricos (CHEN; WHITE, 2004) e que
as avaliagdes realizadas com extratos organicos dos sedimentos também podem
fornecer resultados positivos nestas avaliagbes (CHEN; WHITE, 2004; TAGLIARI et
al., 2004).

Em uma comparacéo geral, realizada entre os resultados obtidos com os
extratos das amostras de agua e com os extratos das amostras de sedimentos, foi
possivel observar que existe uma alta similaridade entre os dados obtidos neste
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trabalho, corroborando outros dados de que a linhagem celular de hepatdcitos de
truta arco iris (RTL-W1) é sensivel na determinagcédo dos efeitos dos contaminantes
presentes tanto em extratos de agua (GAGNE et al., 2011), quanto em extratos de
sedimentos (ROCHA et al., 2009; BOETTCHER et al., 2010).

Os pontos de coleta P2 e P3 apresentaram-se significativos para um numero
similar de exposigdes aos tratamentos, tanto para os extratos das amostras de agua
quanto para os extratos das amostras de sedimentos. No entanto, os resultados
apresentaram maiores valores médios de significancia para as amostras do P3,
indicando que este ponto do rio Corumbatai, provavelmente, seja o mais impactado
pela acdo dos contaminantes ambientais.

Os pontos de coleta P1 e P4, tanto para os extratos de agua, quanto para os
extratos de sedimentos foram, de maneira geral, os que apresentaram menor
numero de resultados significativos e menores valores médios gerais para a indugao
de MN nas células RTL-W1, com menores valores de significancia.

Foi observado que, de um modo geral, os valores medianos de indugao de
MN, para os extratos de agua, foram ligeiramente maiores em P4 do que em P1,
enquanto que, para as amostras de sedimentos, esses valores foram maiores em P1
do que em P4. Isto indica que, provavelmente, exista uma diferengca de
contaminantes presentes nesses dois locais de coleta. Como os sedimentos
mostraram-se mais mutagénicos em P1, podemos inferir que a contaminacao neste
local foi por agentes hidrofébicos, enquanto que em P4 foi por compostos
hidrofilicos. Este mesmo fator pode ser também uma justificativa para a maior
indugcdo de MN das amostras de agua da coleta da estagcdo chuvosa e quente,
observada no ponto P4, pois neste periodo, devido as fortes chuvas registradas,
ocorreu uma maior remobilizacdo dos sedimentos, o que pode ter ressuspendido os
contaminantes adsorvidos aos sedimentos (processos de bioturbagao) para a coluna
d’agua (KUUSISTO-HJORT; JAN HJORT, 2013).

Assim, os valores de indugao de MN, para o ponto P4, tanto para os extratos
das amostras de agua, quanto para os extratos das amostras de sedimentos, foram,
no geral, maiores para a coleta da estagdo chuvosa e quente (Fevereiro/2013) do
que os valores encontrados para a coleta da estacao seca e fria (Julho/2013). Este
fator pode indicar duas provaveis situagdes: (1) O rio Corumbatai pode estar
sofrendo contaminacao por agentes téxicos pontuais, durante o periodo das chuvas
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(ZAMBETTA, 2006) ou; (2) As chuvas deste periodo podem carregar materiais
acumulados nas areas agricolas, urbanas e industriais, elevando a concentragcéo de
poluentes do rio (PROBST; SUCHET, 1992).

A partir da comparagao dos pontos de coleta entre si, e de acordo com as
citacbes de (ZAMBETTA, 2006) sobre comprometimento de recursos hidricos, é
possivel inferir que, ao longo dos pontos de coleta, os efeitos mutagénicos mais
marcantes se concentram nas proximidades das cidades de Rio Claro e de Santa
Gertrudes. Assim, os impactos observados em P2 e P3 podem estar relacionados,
além de outros fatores, ao langamento de esgotos urbanos destas cidades.

A partir de uma relagdo entre todas as avaliagdes realizadas neste estudo
(quimicas, fisico-quimicas e bioldgicas), é possivel inferir que os pontos de coleta P2
e P3, sdo impactados por atividades antropicas diversas como: langamento de
efluentes urbanos das cidades de Rio Claro e Santa Gertrudes; uso de agroquimicos
nas culturas de cana-de-agucar, localizadas nas proximidades das margens deste
rio (ZAMBETTA, 2006); e pelo lancamento de efluentes de industriais da regido.
Dentre as atividades industriais da regido, destacam-se uma grande usina
sucroalcooleira, diversas industrias quimicas, pequenas usinas de produgao de
papéis e alimentos, préximas a cidade de Rio Claro (BORTELETTO, 1999), além de
uma grande atividade ceramista, derivada de, aproximadamente, 22 industrias na
cidade de Santa Gertrudes, cidade esta caracterizada como o maior polo ceramista
das Américas (MOURA, 2006).

Os dados obtidos neste estudo, a partir dos impactos registrados nos pontos
de coleta P2 e P3, corroboram os estudos de Jardim et al. (2008), que registraram
que tanto as aguas quanto os sedimentos do rio Corumbatai, pode induzir diversos
efeitos deletérios aos organismos aquaticos endémicos deste sistema hidrico.

Os resultados obtidos neste trabalho com células RTL-W1, teste do MN, para
os extratos cetbnicos de sedimentos, conforme também evidenciado nos estudos de
Boettcher et al. (2010), mostram que esta linhagem celular, apesar de ter sido muito
pouco utilizada para este fim, também & um material biolégico muito eficiente na
deteccao de mutagenicidade de amostras ambientais.

E importante salientar que os contaminantes retidos nos sedimentos, mesmo
quando nao disponibilizados para a coluna d’agua, podem induzir sérios danos a

comunidade bentbnica e conferir comprometimentos extremamente preocupante
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para o todo o ecossistema aquatico, pois 0s organismos bentdnicos estdo situados
na base da cadeia trofica desses sistemas. A contaminagcdo dos sedimentos pode,
entdo, comprometer a qualidade de todo o ecossistema, tanto pela contaminagao
direta quanto por via trofica (Yl et al., 2008). Reforcamos ainda que os organismos
bentdnicos podem estar sujeitos a processos de bioacumulagdo e biomagnificagao
de poluentes (BURTON, 2002), o que caracteriza um perigo tanto para os
organismos aquaticos que tendem a bioacumular poluentes orgéanicos persistentes
em seus tecidos, quanto para os seres humanos que podem se alimentar desses
organismos (BARON et al., 2013).

5. CONCLUSOES

A partir das avaliagdes realizadas no presente estudo € possivel inferir que:

- Os procedimentos de extracdo das amostras ambientais consistem em
ferramentas importantes para experimentos de biomonitoramento ambiental com
culturas de células e que os extratos organicos de agua e de sedimentos constituem
um material eficiente para a avaliagcdo dos potenciais mutagénicos de ambientes
dulcicolas;

- A obtencéo de extratos de amostras de agua e de sedimentos constitui um
meétodo interessante para armazenamento de amostras ambientais, pois os extratos
podem ser mantidos sob congelamento por muito tempo, sem que as caracteristicas
das amostras sejam perdidas;

- Os estudos realizados com extratos de amostras de aguas e de sedimentos
apresentaram resultados semelhantes entre si, indicando que esse processo de
preparagao de amostras pode ser aplicado, com seguranga, tanto para amostras de
agua como para sedimentos do rio Corumbatai;

- As culturas de hepatocitos de truta arco-iris (RTL-W1) constituem um
material bioldgico adequado para ser usado em avaliagdes de recursos hidricos,
pois foram sensiveis tanto a contaminantes presentes na agua como nos
sedimentos do rio Corumbatai;

- A linhagem de cultura de hepatécitos de truta arco-iris (RTL-W1) se mostrou
eficiente para a identificagdo de mutagenicidade (teste do MN) de extratos organicos

de amostras ambientais do rio Corumbatai;
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- Os resultados deste estudo (realizados com células RTL-W1) indicam que o
rio Corumbatai esta sofrendo um grande comprometimento das suas aguas,
principalmente nos pontos localizados préximos as cidades de Rio Claro (P2) e
Santa Gertrudes (P3), sendo o efeito mais marcante registrado para P3. Esses
comprometimentos se devem, provavelmente, as contamina¢des ambientais
decorrentes de atividades urbanas, industriais e agricolas da regiéo;

- Foi possivel observar um efeito dose-resposta, a partir das diluicdes em
série dos extratos das amostras de sedimento, onde foi verificado um aumento
gradativo do potencial mutagénico das menores concentragées para as maiores

concentracdes dos extratos.
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6. CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste estudo, por meio dos ensaios de citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade realizados com os bioindicadores Allium cepa e
células RTL-W1, com amostras das aguas e dos sedimentos de quatro pontos
distintos do rio Corumbatai-SP permitem inferir que:

- O rio Corumbatai recebe contaminantes a partir de diversas fontes de
poluicdo e as analises quimicas e fisico-quimicas foram eficientes na identificacéo e
comparagao dos parametros alterados neste recuso hidrico, em relagdo as
legislagdes vigentes;

- Foram evidenciados efeitos da sazonalidade em ambas as amostras coletas
onde as amostras coletas na estagao seca e fria induziram mais alteragoes frente as
analises realizadas;

- As analises realizadas em células meristematicas e em células F1 de A.
cepa mostraram-se sensiveis para avaliar os efeitos dos contaminantes presentes,
tanto nas amostras de agua quanto nas amostras de sedimento deste rio;

- Os ensaios de aberragdes cromossémicas e MN em células meristematicas
e de MN em células F1, realizados com o organismo teste A. cepa, se mostraram
ferramentas extremamente importantes para a avaliagdo de danos no DNA
induzidos por contaminantes do meio aquatico;

- As amostras de sedimentos do rio Corumbatai apresentam potenciais
genotdéxicos e mutagénicos mais evidentes, para o organismo A. cepa, do que 0s
observados para amostras de agua, visto que estas ultimas apresentaram apenas
potencial genotdxico para este mesmo organismo testado;

- Os procedimentos de extracdo das amostras ambientais consistem em
ferramentas importantes para a realizacdo de experimentos de biomonitoramento
ambiental com culturas de células;

- As linhagens de cultura de hepatdcitos de truta arco-iris (RTL-W1) sdo
eficientes para a identificagdo de mutagenicidade de extratos organicos de amostras
ambientais a partir da realizagéo teste do micronucleo;

- Os extratos organicos de agua e dos sedimentos do rio Corumbatai
apresentam potenciais mutagénicos para as culturas de hepatdcitos de truta arco-iris

(RTL-W1), apresentando resultados muito similares entre si;
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- Os resultados deste estudo sugerem um grande comprometimento dos
pontos localizados préximos as cidades de Rio Claro e Santa Gertrudes, sendo que
para o ponto proximo ao municipio de Santa Gertrudes esse comprometimento foi
ainda mais marcante. Tal comprometimento se deve provavelmente as
contaminagdes ambientais decorrentes de atividades urbanas, industriais e agricolas

da regiao.
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