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RESUMO

O petréleo, uma das mais importantes fontes de energia do planeta, tem
sido relacionado a muitos impactos ambientais, principalmente nos
ecossistemas aquaticos, devido as atividades da industria petrolifera, na qual
ele é utilizado como matéria prima. Dentre os problemas causados nos
organismos expostos, um dos mais sérios seria aquele que compromete o
material genético, 0 que ressalta a importancia da utlizacdo de testes
biolégicos, relacionados a estes endpoint (genotoxicidade), para a avaliacdo
das reacdes dos organismos a poluicdo ambiental. O presente estudo teve
como objetivo avaliar o potencial genotoxico e mutagénico de aguas e
sedimentos do rio Guaeca, S&o Sebastido - SP, apds impacto por vazamento
do oleoduto OSBAT, em 18 de fevereiro de 2004. As avaliagdes foram
realizadas utilizando-se dois sistemas-teste, Allium cepa e Oreochromis
niloticus. O ensaio do cometa e o teste de MN com a espécie de O. niloticus
foram utilizados para avaliar, respectivamente, a genotoxicidade e a
utagenicidade das amostras de aguas coletas no rio Guaeca. No entanto, 0s
resultados obtidos para este sistema-teste ndo foram conclusivos devido a
problemas metodoldgicos. Ja a espécie de A. cepa foi utilizada para se estimar
0 potencial genotdxico e mutagénico das aguas e dos sedimentos do rio
Guaecd, por meio de analise de inducdo de aberracdes cromossdmicas (AC) e
de micronucleos (MN). Essa, ao contrario de O. niloticus, mostrou-se sensivel a
avaliacdo do comprometimento da qualidade das é&guas do rio Guaeca
impactadas por petréleo. Os resultados obtidos para este sistema-teste
indicaram genotoxicidade e mutagenicidade para a amostra de agua coleta na
nascente do rio Guaeca, a qual corresponde ao local de afloramento do 6leo
vazado e a Unica amostra a apresentar hidrocarbonetos de petréleo, segundo
os resultados das analises quimicas de hidrocarbonetos totais de petroleo

(TPHSs) e hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAHS).

Palavras-chave: Mutagenicidade, Genotoxicidade, Allium cepa, Oreochromis

niloticus, Hidrocarbonetos de Petrdleo.
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ABSTRACT

Petroleum, one of the most important energy source in the planet, has
been related to many environmental impacts, principally in aquatic ecosystems
due to the fact that petroleum industry uses water as raw material. Among the
problems that are caused in the exposed organisms, the most serious is the
one that compromise the genetic material, this fact explain the importance of
using genotoxicity tests to evaluate the organisms reaction to environmental
pollution. The present work had the objective to evaluate the mutagenic and
genotoxic potentials of the waters and sediments of Guaeca River, Sdo
Sebastido — SP, after impact by OSBAT pipeline leakage on February 18%,
2004. Comet assay and micronucleus test were performed in Oreochromis
niloticus to evaluate, respectively, the genotoxicity and mutagenicity of the
water samples collected in Guaeca River. However, the obtained results for this
test system were not conclusive due to methodological problems. Chromosome
aberration test (CA) and micronucleus test (MN) were made in Allium cepa test
system to evaluate the genotoxic and mutagenic potentials of the samples
collected in Guaeca River. The micronucleus test in Allium cepa seemed to be
sensitive to evaluate the compromising of the water quality of Guaeca River.
The obtained results for this test system indicated genotoxicity and mutagenicity
of the water collected in Guaeca River nascent, which corresponds to the place
where the oil emerges and the only sample to present petroleum hydrocarbons,
according to chemical analysis for total petroleum hydrocarbons (TPHs) and

polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS).

Key-words: mutagenicity, genotoxicity, Allium cepa, Oreochromis niloticus,

petroleum hydrocarbons.
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1. INTRODUCAO GERAL E RELEVANCIA DO TEMA

As atividades humanas tém provocado, ao longo dos anos, grandes
impactos no meio ambiente, principalmente nos ecossistemas aquaticos,
levando a um comprometimento da qualidade das aguas.

O continuo crescimento populacional e, conseqliientemente, o aumento
no consumo da agua, tem incentivado a utilizacdo racional desse bem mineral,
visando a conservacao de sua qualidade, uma vez que se trata de um recurso
finito e de suma importancia para a manutencdo da vida de todos os seres
vivos do planeta.

Atualmente, a preocupacdo com a qualidade dos recursos hidricos é
crescente, o que tem levado ao desenvolvimento de muitos estudos,
principalmente pela necessidade real, devido ao crescente aumento de
despejos de substancias quimica nestes ambientes, as quais podem conferir
riscos a saude humana, bem como ao ecossistema como um todo. Tais
preocupacdes tém levado os pesquisadores a desenvolverem metodologias

capazes de avaliar as reac6es dos organismos expostos a poluigdo ambiental.
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Segundo Ribeiro (2003), uma das classes de quimicos ambientais mais
preocupantes sao as mutagénicas, devido a potencialidade de induzirem
alteracbes na molécula de DNA, levando a uma alteracédo herdavel da fungéo
génica.

A industria petrolifera vem sendo relacionada como uma das atividades
humanas de risco ao meio ambiente, pois pode promover impactos desde o
processo de extracdo até o refino de seus produtos. Entretanto, dentre os
riscos conferidos aos diferentes ambientes, 0s mais preocupantes sdo aqueles
relacionados com o comprometimento dos recursos hidricos, os quais podem
ser gerados por todas as atividades das etapas de producao.

Em relagcdo aos impactos gerados pela etapa de transporte da industria
petrolifera, a CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
do Estado de S&o Paulo) vem registrando, desde 1980, acidentes ambientais
por vazamentos de dutos e de navios petroleiros. Embora as ocorréncias
desses acidentes ndo sejam tdo constantes, quando comparadas a outros
acidentes, eles apresentam consequéncias sérias para 0 meio ambiente como
um todo, bem como para a populacdo exposta.

Sabe-se que o petroleo apresenta uma composi¢cdo quimica complexa,
variavel e influenciada por condi¢des fisico-quimicas, biologicas e geoldgicas
do ambiente em que ele foi formado. Entretanto, independentemente de sua
composicdo, o petréleo apresenta diversos efeitos deletérios aos organismos
expostos, podendo causar, mesmo em concentracbes muito baixas no
ambiente, desde efeitos tOxicos cronicos, como diminuicdo ou inibicdo da

capacidade reprodutiva, até efeitos genotdxicos e mutagénicos. Desta
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maneira, impactos causados por derrames de Oleo nao estdo apenas
associados ao volume derramado, pois pequenos vazamentos podem causar
severos danos as areas atingidas e aos organismos expostos.

Dentre as areas mais atingidas por estes tipos de acidentes no Brasil, 0
Litoral Norte do Estado de S&o Paulo vem se destacando, devido a presenca
do Terminal Maritimo Almirante Barroso (TEBAR), o qual é, atualmente,
considerado o maior porto da PETROBRAS, sendo responsavel por cerca de
60% do fluxo de carga no Brasil (CETESB, 2005). Adicionalmente, dentre os
acidentes do Litoral Norte, temos como destaque os rompimentos do oleoduto
da PETROBRAS (OSBAT), devido a localizacdo no Parque Estadual da Serra
do Mar, a qual se trata de uma area de Unidade de Conservacdo, com alta
biodiversidade e inUmeros corpos d’aguas.

Considerando toda problematica exposta acima e a necessidade de
assegurar a qualidade das &aguas, tém sido desenvolvidas metodologias de
avaliacdo e monitoramento de ecossistemas aquaticos utilizando-se de
organismos vivos, como as espécies Allium cepa (Asparaginales, Alliaceae) e
Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae). Estas espécies tém se
mostrado eficientes na avaliacdo de efeitos genotoxicos e mutagénicos
induzidos pela poluicdo ambiental em geral e, principalmente, para estudos de
aguas impactadas.

A interacdo entre diferentes métodos de avaliacdo das reacdes de
organismos expostos a quimicos ambientais pode fornecer uma visdo mais
global e abrangente dos possiveis danos induzidos por estes agentes. Dessa

maneira, foram realizados, no presente estudo, ensaios para se avaliar o
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possivel potencial genotéxico e mutagénico de aguas e sedimentos do rio
Guaeca, Sao Sebastiao-SP, ap6s impacto causado pelo vazamento do
oleoduto OSBAT, utilizando Allium cepa e Oreochromis niloticus como

organismos-teste.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar o
comprometimento e a acdo dos contaminantes das aguas e dos sedimentos do
ro Guaeca impactado pelo vazamento do oleoduto OSBAT
(23'48°21.3"S/45°25°50.3"W), ocorrido em 18 de fevereiro de 2004, por meio
das seguintes andlises:

e Analise fisico-quimica (pH, temperatura, salinidade, condutividade,
turbidez e oxigénio dissolvido) das aguas do rio Guaeci;

e Analises quimicas de inorganicos das aguas e dos sedimentos do rio
Guaecé;

e Analises quimicas de compostos organicos (hidrocarbonetos totais de
petréleo e hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos) das aguas do rio
Guaecs;

e Analise dos possiveis efeitos genotéxicos e mutagénicos das aguas e
dos sedimentos do rio Guaeca pela utiliza¢do do sistema-teste de Allium
cepa;

e Analise dos possiveis efeitos genotdxicos e mutagénicos das aguas do

rio Guaecé pela utilizagédo do sistema-teste de Oreochromis niloticus.
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O presente estudo teve também como objetivo avaliar os mecanismos
de acéo de hidrocarbonetos de petroleo sob o material genético de organismos
expostos, bem como avaliar a eficiéncia dos sistemas-teste propostos para a

deteccdo deste tipo de contaminacéo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Caracterizac&o da Area de Estudo

3.1.1. Bacia de Guaecéa

A bacia de Guaeca estd geograficamente inserida no Litoral Norte do
Estado de Sao Paulo e pertence ao Municipio de S&o Sebastido. Adjacente a
entrada sul do Canal de S&o Sebastido, a regido de Guaeca comporta uma
planicie costeira bem desenvolvida, se comparada com outras praias contiguas
a ela, onde o Macico da Serra do Mar se aproxima intensamente da costa,
sendo este caracterizado por escarpa rochosa com elevadas declividades
(Figura 1).

A Bacia de Guaeca é caracterizada por suportar uma grande variedade
de ecossistemas, entre o0os quais estdo presentes diferentes ambientes
marinhos/costeiros, como a Praia de Guaecé e extensos costdes rochosos,
bem como corpos de agua doce que nascem na Serra. Para o interior, a partir
da transicdo da planicie, a bacia de Guaeca € intensamente colonizada pela

Mata Atlantica que, no trecho de serra, assume caracteristicas de Mata
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Atlantica de Encosta com alta declividade denominada Floresta Tropical Pluvial
(Ombrdfila Densa).

A serra de Guaeca, parte integrante de Unidade de Conservacdo de
Mata Atlantica, pertence ao Parque Estadual da Serra do Mar — Nucleo Sao
Sebastido (Lei N° 9985 de 18 de julho de 2000 — SNUC; Decreto Estadual
10.251 de 30 de agosto de 1977), sob gestdo legal do Instituto Florestal,
vinculado a Secretaria de Estado do Meio Ambiente de S&o Paulo. Esta area é
cortada por extensa malha de corpos d’agua, a qual pode ainda estender-se na
estacdo chuvosa (verdo) devido a formacdo de corpos d’agua de drenagens
pluviais superficiais, como corregos e ribeirdes que recebem contribui¢cdes de
outros corpos d'agua menores. Dentre os recursos hidricos presentes nesta
regido, o rio Guaeca, cuja foz esta localizada na porcao centro-norte da Praia

de Guaeca, é caracterizado como um dos mais importantes.

3.1.2. Rio Guaeca

O rio Guaeca, classificado pela Resolucdo CONAMA N° 357 de 17 de
marco de 2005 como corpo d’agua de classe 1, estd inserido na area de
Unidade de Conservagdo do Parque Estadual da Serra do Mar — Nucleo de
S&o Sebastido, SP. Constitui-se de um sistema fluvial com trechos muito bem
definidos de acordo com a topografia e geomorfologia da planicie costeira e
Serra do Mar. E caracterizado pela sinuosidade e pela presenca de um leito
rochoso, sendo encachoeirado em alguns pontos (Figura 2). Sua largura média

esta entre 3 a 5 metros em lamina d’agua rasa. No trecho de montante, o rio
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apresenta declividade acentuada e uma densa mata ciliar em suas margens, a
qual esta associada a Mata Atlantica (Figura 2).

Na transicdo para a planicie costeira, o rio Guaeca apresenta
declividade reduzida, tornando-se mais meandrante. O sedimento arenoso
passa a substituir os seixos e rochas e a calha se torna mais larga. Em alguns
trechos, a profundidade do corpo d’agua chega a 50 cm. A vegetacdo de
floresta passa a ser substituida por vegetacdo arbustiva e herbacea, com
predominio de gramineas e alguns raros bancos de macrofitas aquaticas,
sujeita a inundacao periodica.

Apoés cerca de 8 km de percurso, o0 rio Guaeca desagua na praia de
Guaeca, com largura de até 10 metros na foz e um volume de agua
significativamente maior do que no trecho de montante resultante da
contribuicdo de diversos corpos d’agua e afloramentos ao longo do trecho.

Devido a suas caracteristicas, € um sistema que sofre intensas
variacfes de vazao e corrente. Chuvas de cabeceira geram rapidas mudancas
no regime de drenagem, aumentando intensamente o volume de agua na
calha. Consequientemente, nestas situagbes, a profundidade do rio pode
ultrapassar 1,5 m e as suas margens ficam consideravelmente expandidas na
lateral, especialmente no trecho de planicie costeira.

Considerando suas caracteristicas fisiograficas e ecoldgicas, o0 rio
Guaeca é um ambiente com elevada sensibilidade ao O6leo, além de ser
bastante susceptivel devido a presenca de oleodutos da PETROBRAS a
montante, a qual confere ao ambiente uma extrema vulnerabilidade a impactos

por petréleo. O rio Guaeca sustenta ainda uma intensa e diversa comunidade
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biolégica como conseqliéncia da grande variabilidade de “habitats” e nichos
ecolégicos que oferece, sendo colonizado por grande diversidade de

invertebrados e vertebrados.

3.1.3. Descricao do Acidente do Oleoduto OSBAT

Na manha do dia 18 de fevereiro de 2004, foi observada a presenca de
6leo na foz do rio Guaeca que passa embaixo da ponte da rodovia BR 101 e
desagua na por¢cdo norte da Praia de Guaecd, Sao Sebastido, SP (Figura 3).
Tratava-se de um vazamento de petrdleo decorrente de uma fenda na parede
metalica do oleoduto OSBAT da PETROBRAS/TRANSPETRO, que se
encontra enterrado a cerca de 1,5 m de profundidade. Neste dia, o oleoduto
OSBAT bombeava uma mistura de 2 tipos de 6leo, MARLIN e ESPIRITO
SANTO, do Terminal Aquaviario de S&o Sebastido para a Refinaria Presidente
Bernardes em Cubatdo.

A deteccdo do vazamento, pela visualizacdo de 6leo na foz do rio
Guaeca, e, posteriormente, pela observacdo de afloramentos de 6leo na
nascente deste rio, indicou claramente que o produto ja& estava vazando
anteriormente a esta constatacdo. Tal fato impossibilitou o conhecimento do
volume real de 6leo vazado e a duracgao total do vazamento. Em vista disso, o
cenario acidental constituiu de uma pluma de contaminacédo no subsolo, bem
como no aquifero freatico, com varios pontos de afloramento a montante do rio
Guaeca, o qual teve toda sua extensédo afetada.

O evento agudo, resultante de um acidente isolado, adquiriu

caracteristicas cronicas, atuando como uma fonte de contaminagdo constante
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ao longo dos meses seguintes, por mais de um ano. Apesar de o duto ter sido
reparado, o solo e o aquifero freatico acumularam grande quantidade de
petréleo que vem aflorando em diversos pontos do rio Guaeca. No entanto,
estes afloramentos de éleo pela nascente do rio Guaeca, bem como a pluma
de contaminacao no aquifero freatico, vem diminuindo devido aos planos de
contingéncias e remediagdo da &rea contaminada adotados pela empresa

poluidora ao longo destes anos.

3.1.4. Caracteristicas do Oleo Vazado

O petroleo vazado pelo rompimento do oleoduto OSBAT da
PETROBRAS foi caracterizado como uma mistura de 6leos do tipo MARLIM e
ESPIRITO SANTO. Estes 6leos se enquadram no grupo 3 da escala ITOPF
(ITOPF, 1987), o que os definem como Oleos pesados e de elevada
persisténcia no ambiente. Os efeitos fisicos desses 6leos estédo relacionados
com as suas densidade e viscosidade, independentemente da toxicidade, pois
causam danos e morte aos organismos pelo recobrimento corpéreo e,
consequentemente, pela completa asfixia. A intoxica¢éo € resultante do contato
da biota com o0s componentes mais toxicos da mistura, como compostos
arométicos e parafinicos.

Contudo, uma vez que ndo se sabe o momento efetivo do inicio do
vazamento, o0 conhecimento preciso dos tipos de produtos vazados fica
comprometido.

A descricdo acima refere-se as informacgdes obtidas por comunicacao

pessoal com funcionarios da PETROBRAS, que relataram o tipo de produto
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bombeado pelo duto no dia da constatacdo do vazamento. Muito
possivelmente, uma avaliagdo detalhada do produto presente no ambiente
indicaria a presenca de mais de um tipo de produto, uma vez que diferentes
partidas séo freqientemente bombeadas no OSBAT. No entanto, em vista
desse desconhecimento, a informacao sobre o tipo de 6leo vazado restringe-se
a descricdo do produto (MARLIM/ESPIRITO SANTO) bombeado no dia 18 de

fevereiro de 2004.



FONTE: INSTITUTO FLORESTAL-SP
Figura 1. Imagem aérea mostrando uma pequena area do Municipio de Sao Sebastiao-SP, com destaque para a
Bacia de Guaecd, a faixa do oleoduto OSBAT e ao TEBAR.
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Figura 2. Aspecto fisiografico do rio Guaeca. A e B. Leito rochoso, declividade acentuada e Mata ciliar densa
associada a Mata Atlantica a medida que se aproxima da montante do rio.
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FONTE: CETESB
Figura 3. Acidente do oleoduto OSBAT no rio Guaeca, 18 de fevereiro de 2004. A. Faixa do oleoduto OSBAT inserido na
Serra do Mar; B. Estacdo de Captacéo de Agua do rio Ribeirdo SABESP; C. Mancha de 6leo proxima a nascente do rio
Guaecd; D. Grande volume de 6leo visualizado no rio Guaeca no momento da deteccao do acidente; E. Cenario acidental
mostrando operagfes de emergéncias para contengdo do 6leo vazado. F. e G. Operagdes de remogdo do 6leo do rio

Guaeca.
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3.2. Caracterizacédo do Petroleo

3.2.1. Composic&o Quimica e Tipos de Oleo

O petroleo € definido como uma mistura complexa de hidrocarbonetos e
de pequenas quantidades de compostos organicos contendo enxofre,
nitrogénio e oxigénio, assim como baixas concentracbfes de compostos
organicos metalicos, principalmente niguel e vanadio (HANS-JOACHIM et al.,
1981). A composi¢do quimica do petréleo e a natureza fisica do mesmo podem
variar, significativamente, entre as diferentes jazidas mundiais, o0 que,
provavelmente, esta relacionada com a origem e idade geoldgica de cada 6leo,
apesar de ndo comprovada esta correlagdo (PEDROZO et al., 2002).

Os hidrocarbonetos sdo compostos organicos  constituidos
exclusivamente de moléculas formadas por atomos de hidrogénio e carbono,
dispostos em diversas configuracbes estruturais, sendo atualmente
classificados em mais de 270 tipos distintos (PEDROZO et al., 2002). De
forma geral, encontram-se trés principais grupos de hidrocarbonetos
constituintes do petréleo: alcanos (parafinicos), cicloalcanos (nafténicos) e

aromaticos, como descritos por HANS-JOACHIM et al. (1981), abaixo listados.

e Alcanos
Os alcanos sao constituidos de hidrocarbonetos saturados, isto €, 0s
atomos de carbono apresentam somente ligacées simples entre eles, e estéo
dispostos em cadeias abertas. Pode-se apresentar na forma de n-alcanos

(parafinas normais), com uma cadeia nao ramificada de atomos de carbonos e
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na forma de iso-alcanos (isoparafinas), com cadeias ramificadas (Figura 4). A

férmula geral dos alcanos € C,Hzn+2, Sendo a série iniciada pelo metano (CHy).

Figura 4. Isbmeros do butano com as diferentes organizactes
estruturais.
e Cicloalcanos
Os cicloalcanos sao também hidrocarbonetos saturados, mas com
estrutura molecular em forma de anel (cadeias fechadas). Os mais importantes
membros deste grupo sao o ciclopentano (CsHip) € o ciclohexano (CeHip)

(Figura 5), por apresentarem grandes anéis.

Figura 5. Formula molecular. A. Ciclopentano, B. Ciclohexano.
A férmula geral dos alcanos é C,Hz,, sendo a série iniciada pelo

ciclopropeno (CsHg), formado por um anel de 3 atomos de carbono.

e Hidrocarbonetos Aromaticos
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Os hidrocarbonetos aromaticos sé@o constituidos de hidrocarbonetos
insaturados, isto €, os atomos de carbono estdo ligados entre si por pelo
menos uma ligacdo dupla, e apresentam-se organizados em forma de anel
benzénico, podendo ser constituidos por um ou mais anéis.

O benzeno é a forma mais simples dos hidrocarbonetos aromaticos,
sendo constituido por 6 atomos de carbono (CgHg) dispostos em anel, cuja

estrutura é denominada de anel benzénico (Figura 6).

Figura 6. Formula molecular do benzeno.
Nesta molécula, cada atomo de hidrogénio pode ser ainda substituido
por um grupo alquila, originando alquil benzenos, por exemplo, tolueno e

etilbenzeno (Figura 7).

CH, H,—CH,

tolueno etilbenzeno

Figura 7. Formulas moleculares. A. Tolueno. B. Etilbenzeno.
Os hidrocarbonetos arométicos com mais de um anel benzénico
apresentam um sistema de condensacao entre 0s anéis, sendo o exemplo mais
simples o naftaleno (CioHs) (Figura 8). Estes hidrocarbonetos sdo denominados

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHSs) (Figura 8).



Revisdo de Literatura 19

Figura 8. Formulas moleculares. A. Naftaleno. B. Benzo[a]pireno, C.
Benzo[a]antraceno.

Cada petroleo, por ser obtido de um diferente campo produtor, € uma
mistura Unica. Assim, o American Petroleum Institute (API - 2006) reconhece,
de acordo com a composicdo de seus hidrocarbonetos e, principalmente, de
seus compostos sulfdricos, dois tipos de petrdleo caracteristicos: o petréleo
doce e o0 &cido (Tabela 1). O primeiro apresenta em sua composi¢cao
concentracdes muito pequenas de enxofre, enquanto que no petrdleo acido a

guantidade de enxofre € mais elevada quando comparada com a anterior.

Tabela 1. Composicdo dos principais hidrocarbonetos no petréleo doce e

acido.
Composicédo percentual dos hidrocarbonetos
Hidrocarbonetos Oleo doce Oleo acido
(0,2% de enxofre) (2,5% de enxofre)
Parafinicos (alcanos) 8-18% 55-10%
Nafténicos (cicloalcanos) 70-75% 20-23%
Aromaticos 7-22% 10-22%

FONTE: IARC, 1989

As propriedades fisico-quimicas do petréleo sdo determinadas por sua
composicdo total e pelas caracteristicas de cada um dos seus constituintes. A
densidade especifica do petréleo é expressa em graus API, de acordo com a

escala estabelecida pelo American Petroleum Institute (2006). Por sua
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densidade relativa, o petréleo é ainda classificado em 6leo leve, médio e
pesado, sendo o 6leo leve aquele que apresenta um API inferior a 0,82, o
médio com API de 0,82 a 0,97 e o0 pesado com valores de API superiores a
0,97 (PEDROZO et al., 2002). Na Tabela 2 sdo apresentadas algumas
caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do petréleo de acordo com a

origem geografica.

Tabela 2. Composicdo e propriedades do petréleo de acordo com a sua

origem.
Propriedades Baia Prudhoe Louisiana Kuwait Bacia de Campos
Densidade (°API) 27 37 31,4 19,6
Densidade 0,893 0,840 0,869 0,9331
Relativa (g/ml) a
20°C
Saturados 61,2* 65,19* 50,2* 41,3**
(%p/p)* (Yom/m)*
Aromaticos 35,6 26,3 28,4 32,9
Asflatenos 1,2 0,2 3,5 2,1
Vanadio (mg/Kg) 20 1,9 28 29
Niquel (mg/Kg) 10 2,2 7,7 21
Enxofre (%p/p) 0,94 0,25 2,44 0,67
Nitrogénio (%p/p) 0,23 0,69 0,14 0,43

FONTE: CONCAWE, 2001; CENPES, 2001; OVERTON et al., 1994.

O petrdleo mais leve produz um maior volume de gasolina, GLP e naftas
(produtos leves), enquanto que petréleo de qualidade mais pesada produz mais
0leos combustiveis e asfalto. Tipos com densidade intermediaria produzem
derivados médios, como o 6leo diesel e o querosene, por exemplo (PEDROZO
et al., 2002).

Os hidrocarbonetos constituintes do petrdleo podem se apresentar sob
diferentes formas fisicas. Aqueles com estrutura molecular com até 4 atomos

de carbono encontram-se sob a forma de gas, como o gas natural liquefeito
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(GLP). Os hidrocarbonetos com 5 a 25 atomos de carbono podem ser
encontrados sob a forma liquida, como o hexano. J& 0s que apresentarem mais
que 25 atomos de carbono s&o encontrados sob a forma soélida, como, por
exemplo, os constituintes da graxa e parafina (GOES, 1997).

A interacdo dos hidrocarbonetos entre si e sua solubilidade em agua
depende da polaridade de suas moléculas. Geralmente, quanto maior a sua
polaridade, maior sera a sua solubilidade em agua e seu ponto de ebulicdo. Os
hidrocarbonetos aromaticos sdo mais sollveis na agua e menos volateis que
os parafinicos com 0 mesmo numero de atomos de carbono (PEDROZO et al.,
2002).

Considerando a persisténcia dos hidrocarbonetos de petréleo no meio
ambiente, uma caracteristica fisica muito importante desses compostos € o
conhecimento do seu ponto de ebulicdo. Geralmente, a persisténcia dos
hidrocarbonetos no ambiente esta diretamente relacionada ao seu respectivo
ponto de ebulicdo, ou seja, quanto maior a temperatura de ebulicdo maior é
sua permanéncia no ambiente (WHO, 1982). O ponto de ebulicdo de um
hidrocarboneto depende do nimero de atomos de carbono presentes em sua
molécula. Para os hidrocarbonetos parafinicos, pode-se dizer que ha um
aumento de 20°C no seu ponto de ebulicdo, para cada &omo de carbono

acrescentado no comprimento de sua cadeia.
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3.2.2. Niveis de Contaminacdo Ambiental de Hidrocarbonetos de
Petréleo

As refinarias de petroleo, além de usarem o 0Oleo cru como produto
primario, utilizam uma grande variedade de substéncias quimicas que podem
ser também liberadas para o meio ambiente através da geracao de efluentes,
residuos solidos e gases. Os poluentes tipicamente gerados pelas refinarias
sdo hidrocarbonetos volateis, monoxido de carbono, 6xidos de enxofre, 6xidos
de nitrogénio, material particulado, aménia, sulfeto de hidrogénio, metais,
acidos utilizados e outros numerosos compostos toxicos. As refinarias de
petréleo liberam 75% dos seus contaminantes para o ar, 24% para a agua
(incluindo agua subterranea e superficial) e 1% para o solo (PEDROZO et al.
2002). Contudo, o processo de refino do petrdleo ndo se resume a Unica etapa
impactante da industria petrolifera, pois grande parte do 6leo e derivados
liberados para o meio ambiente envolvem vazamentos nédo intencionais ou
derramamentos. Segundo Doyle (2006), a quantidade total de petrdleo e
correlatos liberados para o meio ambiente, durante a producéo, processamento
e distribuicdo, gira em torno de 134 milhdes de barris por ano, o que significa
23% do total refinado.

Derramamentos recorrentes de 6leo podem promover a saturacao do
solo, exigindo sua escavacdo e remoc¢do para tratamento. Em casos de
vazamentos de tanques de estocagem subterrdneos, o0s processos de
biodegradacdo e degradacdo natural sdo pouco efetivos na prevencdo da
contaminacdo de aguas subterraneas, uma vez que os diferentes constituintes

do petroleo apresentam densidades diferentes. As fracdes menos densas que
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a agua (fase liquida ndo aquosa mais leve) geralmente apresentam um
potencial de contaminacdo dos lencdis freaticos menor que 0s compostos
clorados, como, por exemplo, as bifenilas policloradas (PCBs), que sdo mais
densas que a agua.

Em relacdo a agua superficial, a baixa densidade de muitas fracdes do
petroleo determina o menor risco a fauna e a flora aquéticas. Estas fracGes
tendem a flutuar, formando filmes de 0,1 mm, ou menos, de espessura sobre a
superficie da agua, podendo ser dissipados, em dias ou em poucas semanas,
pelos processos de degradacdo fisicos e biolégicos, o que reduz as
potencialidades de danos acidentais. Ja as fracdes mais pesadas podem
acumular-se nos organismos bénticos, peixes e sedimentos.

Como a maioria das contaminac¢des por petrdleo ou derivados envolve
uma mistura complexa de hidrocarbonetos, € improvavel que as determinacdes
na fase aquosa, abaixo da zona de contaminantes n&o hidrossoluveis,
encontrem-se proximos aos limites de solubilidade. Se as concentracdes estédo
préximas ou acima dos limites de solubilidade, os contaminantes ndo aquosos
estao, provavelmente, presentes na amostra.

Os constituintes do petroleo sdo relativamente insoliveis em agua, mas
os BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) e alguns hidrocarbonetos
alifaticos de cadeia curta apresentam hidrossolubilidade consideravel.
Entretanto, quando estes componentes fazem parte da mistura complexa,
estes nunca atingem as concentracdes preditas pelas suas constantes de

solubilidade individual (Tabela 3). Desta maneira, pode-se dizer que 0s niveis
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de contaminacdo ambiental s&o sitios-especificos e dependem das

caracteristicas do produto liberado e do local impactado.

Tabela 3. Concentragbes de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno em agua,
na presenca de diversos produtos derivados do petréleo, em
comparacdo com a solubilidade dessas substancias puras.

Substancia Solubilidade da substéncia pura Solubilidade em 4gua quando
em agua (mg/L) presente no combustivel de
aviacdo (mg/L)
Tolueno 576,0 28,3
Etilbenzeno 180,0 10,6
n-Octano 0,884 0,173

FONTE: ATSDR, 1999.

3.3. Genética Toxicoldgica e o Biomonitoramento Ambiental

Segundo a U.S. Environmental Protection Agency (EPA, 2007), poluigéo
é definida como a presenc¢a de uma substancia no ambiente que, devido a sua
composi¢do quimica ou concentracdo a qual se encontra, pode causar danos
ao funcionamento dos processos naturais pela indugéo de efeitos indesejaveis
ao meio ambiente e a salde dos organismos expostos. Sabe-se que a poluicédo
é fruto de atividades humanas, as quais, geralmente, sdo necessarias para a
manutencédo do estilo de vida atual. Desta forma, a utilizacdo desordenada dos
recursos naturais e o mau gerenciamento das atividades humanas tém
provocado graves impactos aos ecossistemas, comprometendo seriamente a
gualidade e a manutencdo dos mesmos.

Dentre os ambientes afetados pela poluicdo, um dos mais preocupantes
€ 0 ambiente aquatico devido a agua ser um bem mineral essencial as funcdes

vitais dos organismos e, conseqiientemente, & manutencdo da vida do planeta.
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Além disso, outro fator preocupante é o fato da agua ser um solvente versatil,
capaz de veicular substancias quimicas para longe dos focos de contaminacao,
0 que pode levar a um comprometimento de outros ambientes.

Devido a preocupacdo com degradacdo ambiental e com a
vulnerabilidade do material genético as agressdes impostas pela contaminacao
ambiental, foi criada uma nova area de pesquisa, denominada de Genética
Toxicologica (RABELLO — GAY et al., 1991). Tal &rea tem como objetivo ndo
apenas estimar os possiveis danos as ceélulas pela deteccdo dos efeitos
genotoxicos e/ou mutagénicos, mas também identificar os mecanismos de
acdo de agentes quimicos presentes no ambiente, aos quais diversos
organismos Vvivos, inclusive o homem, estdo expostos.

Sabe-se que, ao longo da vida, a molécula de DNA sofre alteracdes
denominadas mutacdes que podem ser induzidas por erros durante a sua
duplicacdo e/ou durante o ciclo de divisdo celular (RIBEIRO e MARQUES,
2003). No entanto, as alteracbes na molécula de DNA nao se restringem
apenas as causas mencionadas acima, pois podem também ser decorrentes
da acdo antrépica ao meio ambiente, sendo induzidas pela acdo de diversos
xenobiontes.

Segundo Houk (1992), trés grandes classes de danos podem ser
descritas:

e Mutacédo génica: referente a mutacfes pontuais que causam alteracdes

nas sequéncias de DNA dentro do gene;
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e Mutagc&o cromossOmica estrutural: referente a alteragbes na estrutura
cromossémica, usualmente resultando em ganho, perda, ou rearranjo de
pedacos cromossdmicos como delecdes e translocacoes;

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

Contudo, agentes capazes de interagir com a molécula de DNA néo se
restringem apenas aos mutagénicos, pois existem agentes genotdxicos que,
além da capacidade de interagirem com o material genético, podem interagir
com outros componentes celulares como as fibras do fuso e enzimas celulares
(topoisomerases). Desta maneira, o termo genotoxicidade se designa a
formacdo de aductos de DNA, lesbes na fita de DNA, sintese de DNA né&o
programada e trocas entre cromatides-irmas, enquanto que a mutagenicidade é
determinada pela inducdo de mutacao no nivel génico ou cromossémico. Pode-
se dizer que os efeitos genotoxicos podem ser transitorios, ou seja, séo
susceptiveis de reparo, e que os efeitos mutagénicos sdo persistentes, se
caracterizando em uma alteracdo permanente no conteddo ou na estrutura do
material genético de um organismo (DEARFIELD et al., 2002).

Embora ocorram mutagbes espontaneas, a maioria das mutagfes é
induzida por xenobiontes, aos quais diversos organismos vivos, inclusive o
homem, estédo expostos. Segundo Lee e Steinert (2003), substancias quimicas
causadoras de danos a molécula de DNA podem ser agrupadas em quatro
diferentes grupos:

(1) aqueles que agem diretamente sobre a molécula de DNA,;

(2) os que requerem via de metabolizac&o para causarem danos;
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(3) os que promovem a producao de espécies reativas de oxigénio;

(4) aqueles que causam inibi¢cdo no reparo e na sintese do DNA.

Desta maneira, mais de 200 testes de curta duracdo, utilizando uma
ampla variedade de organismos-teste, tém sido desenvolvidos, ultimamente,
com a finalidade de avaliar agentes potencialmente causadores de danos
genéticos presentes no ambiente (VANZELLA, 2006). De acordo com Martinez
e CoOlus (2002), bioindicadores podem fornecer medidas sensiveis e
especificas da exposicdo de organismos a agentes genotoxicos e/ou
mutagénicos, permitindo assegurar a salude do ambiente e dos organismos
nele presentes.

Uma eficiente investigacdo ambiental requer uma escolha adequada do
ensaio a ser utilizado, sendo que, para tal sucesso, a escolha ndo deve levar
em consideracdo apenas as caracteristicas da amostra a ser testada, mas
também outros fatores, como a validade do sistema-teste, seu custo relativo e
a simplicidade do mesmo (HOUK, 1992).

Sistemas-teste podem ser divididos em grupos com base no sistema
biol6gico empregado e na localizacdo genética detectada. Bioensaios com
procariéticos sdo capazes de detectar agentes que induzem mutacdes génicas
e danos primérios no DNA. Ja andlises em eucarifticos sdo capazes de
detectar uma amplitude maior de danos, incluindo desde mutagcfes génicas até
danos cromossdmicos e aneuploidias (HOUK, 1992).

Dentre os testes realizados em eucariotos, destacam-se a analise da

freqiéncia de DNA fingersprinting, as trocas entre cromatides-irmas, a
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guantificacdo de adutos de DNA, o ensaio do cometa, o teste de aberracdes
cromossdmicas e o teste de micronucleo.

O ensaio do cometa tem sido considerado um teste sensivel para
avaliacdo do estresse citotéxico e genotdxico, sendo capaz de detectar a
influéncia de um amplo espectro de agentes potencialmente perigosos
(STEINERT, 1996).

Segundo Rank et al. (2002), o teste de aberragcbes cromossémicas €
uma das mais antigas e utilizadas ferramentas para avaliacdo de efeitos
genotoxicos, proporcionando informagdes valiosas quanto ao modo de acéo
dos quimicos testados.

O teste de micronicleo vem sendo amplamente aplicado e é
considerado por muitos autores um teste simples e efetivo para a avaliacdo de
efeitos mutagénicos induzidos, quer seja por substancias quimicas puras ou
amostras ambientais complexas. Tal aceitacdo é devido a sua capacidade de
avaliar, pela presenca de por¢Bes de cromatina intracitoplasmatica, a inducéo
de quebras e/ou perdas cromossdmica.

Além dos trés testes mencionados acima terem uma alta aceitagdo na
avaliacdo da genotoxicidade e mutagenicidade induzidas por quimicos
ambientais, eles podem ainda ser aplicados em uma ampla variedade de
organismos-teste, incluindo desde mamiferos até vegetais superiores, 0 que

permite uma avaliacdo mais precisa da contaminacédo ambiental.
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3.4. Utilizacdo do sistema-teste de Allium cepa para monitoramento
de poluentes ambientais

Ao longo dos anos, metodologias especificas utilizando diferentes
organismos-teste vém sendo desenvolvidas para possibilitar a deteccdo e
avaliacdo de comprometimentos da molécula de DNA causados pela acéo de
xenobiontes. Estes testes, além de servirem de alerta sobre possiveis efeitos
de agentes quimicos, também visam assegurar a qualidade do ecossistema
como um todo. Testes modelos de triagem e monitoramento ambiental devem
ser facilmente executaveis e capazes de gerar resultados rapidos e
reprodutiveis (FISKESJO, 1985).

Os vegetais superiores apresentam caracteristicas que 0s tornam
excelentes modelos genéticos para a avaliacao de poluentes ambientais, sendo
utilizados com muita frequéncia em estudos de monitoramento. Contudo, este
destaque nao se deve, apenas, a sensibilidade de detec¢do de mutdgenos em
diferentes ambientes, mas também pela possibilidade de avaliagdo de diversos
endpoints genéticos, os quais abrangem desde as mutac¢des pontuais até as
aberracdes cromossdmicas em células de diferentes 6rgdos, como folhas,
pélens e endospermas (GRANT, 1994).

Entre os vegetais superiores utilizados como modelos-teste, a espécie
de Allium cepa vem se destacando devido a sua eficiéncia na detecgdo de
danos genéticos quanto a avaliagdo de aberracdes cromossémicas induzidas
por poluentes ambientais (FISKESJO, 1985; RANK e NIELSEN, 1994; SMAKA-
KINCL et al., 1996; MATSUMOTO et al., 2006; FATIMA e AHMAD, 2006;

MIGID et al., 2007), bem como por sustancias quimicas puras (FISKESJO,
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1982, 1985, 1988; RANK et al., 1993; RANK e NIELSEN, 1997; ATEEQ et al.,
2002a; TURKOGLU, 2007). Além da sensibilidade ja citada, a espécie de A.
cepa tem sido indicada por outras vantagens, como baixo custo, facil manuseio
e, principalmente, por apresentar bons parametros cromossdmicos, como a
presenca de cromossomos grandes e em numero reduzido (2n=16), sendo este
fator fundamental para estudos de avaliagdo de danos cromossdémicos e/ou de
distarbios do ciclo de divisdo celular, incluindo riscos de aneuploidia
(FISKESJO, 1985, MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007 - in
press).

A utilizacdo de A. cepa como sistema-teste foi introduzida por Levan
(1938) com a demonstragéo de disturbios no fuso mitético devido a utilizacéo
de colchicina. Mais tarde, este mesmo autor mostrou que diferentes solucdes
de sais organicos induziam diversos tipos de aberracdes cromossémicas em
células meristematicas de raizes de A. cepa (LEVAN, 1945). Desde entéo,
adaptacbes na metodologia do teste de A. cepa tém sido realizadas a fim de
possibilitar uma avaliagdo mais abrangente de quimicos, sendo eles misturas
complexas, como o caso de grande parte das amostras ambientais, ou
substancias puras (FISKESJO, 1985; RANK et al, 1993; MA et al., 1995).

As primeiras adaptacbes do teste de A. cepa foram realizadas por
Fiskesjo (1985) com a finalidade de torna-lo modelo teste de estudos de
monitoramento ambiental. Para tal finalidade, o autor propés modificacdes que
possibilitaram desde a avaliacdo de compostos sollveis e insollveis em agua
até avaliacao de efeitos de misturas complexas. Mais tarde, Rank e Nielsen

(1993) propuseram novas modificacbes ao teste, tornando-o ainda mais
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eficiente para analise de misturas complexas. No entanto, todas as
modificagcbes propostas pelos autores foram relacionadas a avaliagdo de
aberracBes cromossdmicas a qual detecta agentes potencialmente
genotoxicos. Ma et al. (1995) propuseram modificagcbes do teste para a
avaliacdo de efeitos mutagénicos a partir de observacdo de inducdo de
micronlcleos em células F; de radiculas de A. cepa expostas a poluentes
ambientais.

Sabe-se que aberracdes cromossdmicas como células com fragmentos
e perdas cromossémicas podem decorrer em células micronucleadas, pois
tanto os fragmentos como 0s cromossomos inteiros podem nao ser nao
incorporados ao nucleo principal durante o ciclo celular (FENECH et al., 2002).
Segundo Ma et al. (1995), dentre todos os endpoints possiveis de se avaliar, 0s
micronlcleos sdo 0s mais efetivos e mais simples indicadores de danos
citologicos, o que torna a analise deste pardmetro mais eficiente na avaliagao
de contaminacdo ambiental. No entanto, Rank e Nielsen (1997) apresentam
opinido contraria aos autores mencionados acima, pois, para eles, a avaliagédo
de aberragdo cromoss6mica como endpoint ndo é vélida apenas para deteccao
do potencial genotoxico, mas também para avaliagdo de mecanismos de agéo
de agente testados, sejam estes substéncias puras ou misturas complexas.
Sendo assim, a andlise de aberracbes cromossémicas também possibilita a
investigacdo de agentes diversos, podendo esta ser classificada quanto ao seu
real efeito sobre o material genético (aneugénico ou clastogénico).

Apesar do teste com A. cepa ter grande aceitacdo como teste de

monitoramento ambiental, alguns autores apresentam certa restricdo quanto a
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utilizacdo de sistemas-teste vegetais na avaliagdo de certas classes de
carcindgenos, como a dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHSs), das
nitrosaminas e de muitos outras classes (RANK e NIELSEN, 1998; UHL et al.,
2003). Tal fato é devido ao complexo sistema de metabolizacdo presente em
mamiferos e, especialmente no homem, onde estas substancias o requerem
para ativacdo do seu potencial genotéxico. No entanto, estudos de sistemas de
ativacdo metabdlica em plantas vém sendo realizados ha anos, ja havendo
comprovacao da capacidade destes organismos na ativacdo de promutagenos
em mutagenos (HIGASHI, 1988; PLEWA et al., 1996; PLEWA et al., 2003).

A presenca deste sistema de ativacdo metabdlica em plantas levou
Fiskejo a relatar, em 1985, a importancia do sistema-teste de A. cepa na
avaliacdo da genotoxicidade de hidrocarbonetos policiclicos arométicos
(PAHSs), pela utilizacdo de benzo[a]pireno como substancia teste. Segundo o
autor, as células de A. cepa apresentam sistema de enzimas oxidases capazes
de metabolizar hidrocarbonetos policiclicos e, apesar de outros sistemas-teste
se mostrarem mais sensiveis a esta detecc¢do, os resultados gerados pelo teste
de A. cepa devem ser considerados como alerta para 0os organismos. Mais
recentemente, muitos autores tem utilizado o sistema-teste de A. cepa para
monitoramento de carcin6genos que requerem vias metabolicas especificas
para a efetivacdo de sua acéo carcinogénica e, para estes, a sensibilidade de
deteccdo tem sido relatada (COTELLE et al, 1999; LEME e MARIN-
MORALES, 2006; FATIMA e AHMAD, 2006).

Estudos de sensibilidade e de correlagcdo entre sistemas-teste sao

fundamentais para a avaliagcdo mais precisa de riscos ambientais, bem como
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para a extrapolacdo de dados a outros organismos alvos, como o homem.
Testes para deteccao de riscos a saude humana sao realizados a partir da
utilizacdo de sistemas-teste com uma ampla variedade de organismos, uma
vez que a utilizacdo de individuos humanos para este tipo de avaliacdo é
inviavel por motivos éticos.

O teste de A. cepa, além de todas as vantagens mencionadas acima,
tem mostrado alta sensibilidade e boa correlagdo quando comparado com
outros sistemas-teste, principalmente com os de mamiferos. Segundo Grant
(1982), de 148 quimicos avaliados pelo teste de Allium 76% apresentaram
respostas positivas, o que levou o autor a sugerir a inclusao deste teste como
rotineiro de triagem para determinagdo de danos cromossémicos induzidos por
quimicos. Ja Fiskej6 (1985) relatou que a sensibilidade do teste de A. cepa era
praticamente a mesma que as observadas para sistemas-teste realizados com
algas e com linfocitos humanos. Posteriormente, Rank e Nielsen (1994)
mostraram correlacdo de 82% do teste de A. cepa em relacdo ao teste de
carcinogenicidade em roedores. Estes mesmo autores mostraram ainda que o
teste de A. cepa foi mais sensivel também que os testes de Ames e de
Microscreen. Muitos trabalhos de comparagéo entre sistemas-teste vegetais
vém sendo realizados por diversos autores e a maioria tem mostrado uma
maior sensibilidade de A. cepa em relacdo a outras plantas superiores
utilizadas como organismos-teste, como, por exemplo, a espécie Vicia faba

(MA et al., 1995; MIGID et al., 2007).
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3.5. Sistemas-teste de peixes e consideracfes sobre a espécie de
Oreochromis niloticus

Dentre os organismos empregados como sentinelas, os peixes reunem
caracteristicas que os tornam excelentes modelos experimentais para estudos
de toxicologia aquatica e podem ser utilizados na estimativa da periculosidade
de novas substancias quimicas, bem como na deteccdo de poluicdo ambiental
(POWERS, 1989).

Adicionalmente, por serem evolutivamente proximos, apresentam
metabolismo similar aos vertebrados superiores quando expostos as mesmas
substancias quimicas perigosas (AL-SABTI e METCALFE, 1995) e podem ser
utilizados na deteccdo de substancias teratogénicas e carcinogénicas em
humanos (HARSHBARGER e CLARCK, 1990).

Os peixes desempenham ainda diferentes funcdes na cadeia trofica,
sendo capazes de acumular substancias téxicas pela exposicdo direta quando
presentes nas aguas de mares e rios, ou de maneira indireta, através da cadeia
alimentar do ecossistema (ATEEQ et al., 2002b). Além disso, devido aos
alimentos constituirem a principal via de exposicdo humana as substancias
toxicas, 0s peixes vém sendo reconhecidos como um dos principais vetores de
quimicos perigosos para os humanos (AL-SABIT e METCALFE, 1995).

De acordo com Kligerman (1982), as primeiras investigacoes de efeitos
mutagénicos induzidos por agentes quimicos em material genético de peixes
foram realizadas por Kligerman (1982), Tsoi (1970,1974) e Tsoi et al. (1975), ja
a primeira avaliacdo de danos cromossdmicos em peixes provenientes de

ambientes poluidos foi realizada por Longwell (1976).
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De acordo com Sanchez-Galan et al. (1998), em teoria, uma espécie
ideal de peixe para estudos de Genética Toxicoldgica € aquela que apresenta
0S seguintes critérios:

(1) encontra-se amplamente distribuida nos diversos ecossistemas;

(2) apresenta alta sensibilidade na deteccdo de poluentes, mesmo
guando estes estao presentes no ambiente em baixas concentracoes;

(3) adequada para ensaios laboratoriais;

(4) permite a captura de individuos em populagbes naturais sem o
comprometimento da conservacao da espécie.

Dentre as espécies de peixes utilizadas como organismos-teste, o
género Oreochromis tem sido largamente empregado na Genética Toxicolégica
(GRISOLIA e STARLING, 2001; CAVAS e ERGENE-GOZUKARA, 2003).
Segundo Alves-Costa (2001), a espécie Oreochromis niloticus (tilapia) constitui
um excelente modelo-teste para ensaios laboratoriais, sendo freqiientemente,
utiizada na investigacdo da toxicidade de contaminantes presentes nos
ecossistemas aquaticos. Adicionalmente, O. niloticus também é reconhecida
pela sua alta sensibilidade na deteccdo de poluentes, respondendo
rapidamente a alteragdes ambientais (VIJAYAN et al., 1996).

Oreochromis niloticus (Perciforme, Chilidae) é um peixe de agua doce,
onivoro (STARLING, 1998) e de origem africana que foi introduzido no Brasil
pelo Centro de Pesquisas Ictiolégicas do Departamento Nacional de Obras
Contra a Seca (D.N.O.C.S.) em alguns acudes do Nordeste e, posteriormente,
em algumas regides do Sudeste (TANAKA, 2001). Atualmente, constituiu de

uma importante espécie de peixe comercializavel do sudeste do Brasil, sendo



Revisdo de Literatura 36

também uma espécie comumente encontrada em diversos estuarios do mundo

todo (VIJAYAN et al., 1996).

3.6. Teste de aberracbes cromossdmicas

Ao longo dos anos, a molécula de DNA é alvo permanente de danos
causados por poluentes (KOVALCHUCK et. al.,, 1998), os quais, se nao
reparados ou reparados de maneira incorreta, podem acarretar em mutagoes
(KIRSCH-VOLDERS et. al., 1998).

Segundo Kirsch-Volders (2002), as mutacbes no material genético
podem ser classificadas em duas categorias:

(1) mutacgOes génicas, alteracdes pontuais na sequéncia de DNA;

(2) mutagbes cromossOmicas, as quais sdo visualizadas a partir da
presenca de aberragfes cromossémicas.

Aberracbes cromossémicas sdo caracterizadas por mudangas na
estrutura normal de um cromossomo ou no numero total de cromossomos,
podendo ocorrer espontaneamente ou como resultado da exposi¢do a agentes
fisicos ou quimicos (RUSSEL, 2002). Alteragbes cromossdmicas estruturais
podem ser induzidas por diversos fatores, como quebras no DNA, inibicdo da
sintese de DNA e replicagdo de DNA alterado (ALBERTINI et al., 2000). J& as
aberracBes cromossdmicas numeéricas, como aneuploidia e poliploidia, séo
consequéncias de segregacdes anormais de cromossomos, podendo ocorrer
tanto espontaneamente ou pela agdo de um agente aneugénico (ALBERTINI et

al., 2000).
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Nos ultimos 30 anos, o teste de aberragbes cromossdmicas tem sido
largamente utilizado no monitoramento ocupacional e ambiental como
biomarcador de efeitos genotoxicos induzidos por carcindogenos (HAGMAR et
al., 2004). Desta maneira, este teste tem apresentado posi¢cdo de destaque
entre a bateria de testes recomendada por lei para avaliacdo de agentes
genotoxicos (MATEUCA et al., 2006).

Segundo Mateuca et al. (2006), as vantagens do testes de aberracdes
cromossémicas ndo se restringem apenas a possibilidade de identificacdo dos
diferentes tipos de aberrac6es cromossémicas, mas também pela possibilidade
de deteccdo de alteracdbes no indice mitético, podendo assim estimar
precisamente os modos de ag¢do dos quimicos testados.

O acumulo de dados devido a larga aplicacdo do teste de aberracdes
cromossdmicas nos Ultimos anos tem sido satisfatério para a analise da
correlacdo entre a mensuracdo de aberragfes e subseqiiente desenvolvimento
de cancer (BONASSI et al., 2002). Sabe-se hoje que pessoas com elevadas
frequéncias de aberragbes cromossémicas apresentam risco significativo de
desenvolvimento de cancer (OBE et al., 2002).

Devido ao potencial de detectar precoces efeitos de mutagenos e
carcinégenos e a capacidade de prever o cancer, testes citogenéticos se
tornardo, a cada dia, mais importantes, ressaltando cada vez mais sua

utilizacéo para deteccdo de contaminantes ambientais.
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3.7. Teste do micronucleo e anormalidades nucleares

O Teste do Micronucleo vem sendo considerado, por muitos autores,
como uma das mais promissoras técnicas de avaliacdo de efeitos mutagénicos
induzidos por agentes quimicos (LANDOLT e KOCAN, 1983; HEDDLE et
al.,1983; RIBEIRO, 2003; MATSUMOTO et al., 2006). Tal fato se deve aos
micronlcleos serem resultantes de danos, reparados ou reparados
erroneamente, nas células parentais (RIBEIRO, 2003), sendo facilmente
visualizados nas células filhas como uma estrutura similar ao nucleo principal,
porém, de tamanho reduzido.

Sabe-se que micronucleos sao resultados de fragmentos acéntricos ou
cromossomos inteiros que nao foram incorporados ao nucleo principal durante
o ciclo de divisdo celular (FENECH, 2002). Fragmentos cromossdmicos podem
ser derivados de quebras cromossdmicas decorrentes de acdo clastogénica de
uma substancia (Yl et al.,, 2003) ou a partir de aberragcbes cromossdmicas
como as pontes cromossdmicas que podem se romper e originar fragmentos
acéntricos (FISKESJO, 1993). Por outro lado, perdas cromossdmicas sdo
consequéncias da inativacdo dos fusos mitéticos durante a divisdo celular,
conferindo a acdo aneugénica de uma substancia (UHL et al., 2003).

Contudo, para uma estrutura ser considerada um microndcleo ela deve
ser morfologicamente semelhante ao nucleo principal, porém, de tamanho
reduzido, com didmetro entre 1/16 a 1/3 do ndcleo principal. Além disso, outras
caracteristicas também devem ser consideradas como a nao refringéncia, a

nao conexdo ao nucleo principal e a presenca de uma mesma intensidade de
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coloracdo do nucleo principal, embora algumas vezes o micronucleo possa
apresentar coloracdo um pouco mais intensa (FENECH, 2000).

O Teste do Micronlucleo ndo é considerado uma técnica vantajosa
apenas pela simplicidade de analise de resultados, mas também pela
possibilidade de aplicagdo em qualquer populacéo celular em proliferacdo, ndo
sendo necessario o conhecimento cariotipico prévio do organismo-teste
utilizado (HAYASHI et al., 1998). Desta maneira, o teste de micronucleo foi,
originalmente, desenvolvido com a utilizacdo de eritrécitos policromaticos de
medula 6ssea de roedores (SCHMIDT, 1976), e mais tarde estendido para
eritrécitos circulantes (MACGREGOR et al, 1980). A partir de entéo,
modificagfes no teste de micronucleo tém sido realizadas com a finalidade de
aplicacdo em um maior numero de organismos-teste.

Dentre as modificacbes realizadas para tal teste, Hooftman e Raat
(1982) propuseram adaptacfes que permitiram a aplicacdo em peixes, sendo
denominado de “teste de micronucleo pisceo”. Tal modificacdo tem sido
proposta como uma técnica rapida e barata para avaliagdo da contaminacao
ambiental (HOSE et al., 1987; AL-SABIT e METCALF, 1995; PRZYGODA,
1998; GRISOLIA e STARLING, 2001; CAVAS e ERGENE-GOZUKARA, 2003;
2005; RUSSO et al., 2004; UNDROIU, 2006; BARSIENE et al., 2006;
MATSUMOTO et al., 2006; SOUZA e FONTANETTI, 2006).

Eritrécitos de peixes tém se mostrado muito adequados para este teste,
principalmente, pela facilidade de analise de microndcleos, uma vez que se
trata de eritrécitos nucleados (AL-SABTI e METCALFE, 1995). Além disso, a

facilidade de obtencdo de sangue periférico de peixes torna a técnica de
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micronlcleo ainda mais simples e rapida (GRASSI, 2002), caracteristica
necessaria para avaliagdo da contaminacao ambiental.

Contudo, o teste do micronucleo aplicado em qualquer tipo de célula é
dependente do ciclo celular, uma vez que os danos induzidos no primeiro ciclo
serdo visiveis como microndcleos no segundo ou subseqlente ciclo de diviséo
celular (TATES et al, 1980). Em geral, a duracdo do ciclo celular nos
organismos depende do tempo necesséario para a replicacdo do DNA e da
divisdo nuclear. A duracdo deste ciclo em diferentes tecidos tem sido relatada
por diversos autores para mamiferos, porém, poucos dados sédo encontrados a
respeito da duracdo do ciclo celular em tecidos de peixes teledsteos,
principalmente, devido a variagdo do ciclo ser dependente da temperatura. No
entanto, a inducdo méxima de micronlcleos em espécies de peixes,
geralmente, ocorre dentro de 1 a 5 dias apds a exposi¢cdo ao agente estudado
(AL-SABIT e METCALFE, 1995).

Anormalidades nucleares vém sendo relatadas por muitos autores no
decorrer da analise de micronucleos (TOLBERT et al., 1991, 1992; FENECH et
al., 1999). Tais anormalidades estdo relacionadas a erros durante o ciclo de
divisdo celular, processos de morte celular (necrose e apoptose) e a efeitos
genotoéxicos e/ou mutagénicos induzidos por agentes quimicos (NAKANO e
OKA, 1991; CORMARK, 1991; TOLBERT et al., 1992; FENECH, 2000). Por
estas razbes, alguns autores vém sugerindo que a andlise de algumas
anormalidades nucleares, como células apoptéticas e necroticas, pontes
nucleosplasmaticas e brotos nucleares, sejam concomitantemente realizadas

com o teste de micronucleo (FENECH et al., 1999; FENECH, 2000).
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Contudo, a relacdo entre anormalidades nucleares e suas causas, como
a indugcdo por agentes genotoxicos e/ou mutagénicos, ndo é totalmente
esclarecidas para os diversos organismos-teste utilizados. Carrasco et al.
(1990) descreveu alteracdes na morfologia nuclear em eritrcitos de peixes,
porém, os autores ndo conseguiram estabelecer correlacdes significativas entre
as alteracdes encontradas e as areas poluidas estudadas. No entanto, diversos
autores tém utilizado a andlise de anormalidades nucleares juntamente com o
teste de microndcleos para o monitoramento ambiental por estes organismos e
resultados satisfatorios tem sido relatado (BOMBAIL et al., 2001; PACHECO e
SANTOS, 1998; AYLLON e GARCIA-VAZQUEZ, 2000; CAVAS e ERGENE-
GOZUKARA, 2003, HOSHINA, 2005; MATSUMOTO et al., 2006; SOUZA e

FONTANETTI, 2006).

3.8. Ensaio do cometa

Nas ultimas décadas, diversas metodologias para avaliagdo de danos ao
DNA tém sido desenvolvidas e, dentre elas, o ensaio do cometa tem sido
considerado como uma das mais eficientes ferramentas para tal finalidade.
Este destaque é conferido por ser caracterizado como um teste sensivel, rapido
e econdmico, além de requerer poucas células para a sua execucao
(MITCHELMORE e CHIPMAN, 1998; SASAKI et al., 1997; KOSZ-VNENCHAK
e ROKOSZ, 1997). Desta maneira, 0 ensaio do cometa tem sido indicado como
um meétodo apto a detectar mudancas muito pequenas na estrutura do DNA,
tais como as atividades de reparo, 0 modo de seu empacotamento e sua

integridade (KOPPEN et al., 1999).
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Ostling e Johanson (1984) foram os primeiros pesquisadores a
desenvolverem uma metodologia capaz de mensurar danos no DNA em células
individuais com a utilizacdo da eletroforese em gel. Para o sucesso de tal
técnica, os pesquisadores consideraram o comportamento da molécula de DNA
em células individualizadas, bem como sua organiza¢do dentro do nucleo.
Deste modo, as células foram embebidas em agarose e dispostas em uma
lamina de microscopia, tendo as membranas lisadas por detergentes, as
proteinas nucleares extraidas por altas concentracbes de sais e,
consequentemente, a liberacdo do DNA. Posteriormente, as laminas foram
submetidas a eletroforese sob condi¢des neutras e 0s nucledides migraram em
direcdo ao anodo. As células com alta frequéncia de quebras no DNA
apresentaram migracdes em diferentes velocidades pelos diferentes
fragmentos de DNA com diferentes tamanhos, gerando a aparéncia de uma
cauda de cometa. Ao contrario, as células sem ou com baixa frequéncia de
danos nao apresentaram essas caudas. Contudo, foi constatado pelos autores
que a realizacdo da técnica sob condigbes neutras apresentou algumas
limitacbes, como apenas a possibilidade de deteccdo de quebras de fita dupla
e de ligacdes cruzadas.

Mais tarde, Singh et al. (1988) propuseram adapta¢des no ensaio do
cometa para realizacdo do mesmo em condi¢cdes alcalinas (pH > 13),
aumentando a eficiéncia da técnica. O ensaio do cometa em condi¢des
alcalinas permite, além da deteccdo de quebras de fita simples e ligacdes
cruzadas, a observacdo de quebras de dupla-fita, sitios élcali-labeis, sitios

abasicos e excisdo de sitios incompletos de reparo (ROJAS et al., 1999; TICE
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et al., 2000; COLLINS, 2004). Esse aumento da sensibilidade do teste foi
possivel pelo fato de a dupla fita de DNA, quando exposta a pH extremamente
alcalino, sofrer desnaturacdo, separando-se em fitas simples (GONTIJO e
TICE, 2003).

Mais recentemente, McNamee et al. (2000) propuseram modificacdes
nos métodos ortodoxos de célula Unica, fazendo com que varias células fossem
processadas de uma s6 vez, aumentando a eficiéncia da técnica sem
comprometer a confiabilidade da mesma. Os resultados obtidos por eles
mostraram-se similares aqueles previamente reportados pela aplicacdo da
metodologia convencional do ensaio do cometa.

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

O ensaio do cometa, por suas diversas vantagens ja citadas, tem se
mostrado uma técnica adequada para o biomonitoramento ambiental, bem
como para a genética toxicologica em geral (TICE et al., 1995). Desta maneira,
tal técnica tem sido considerada eficiente na deteccdo da genotoxicidade de
contaminantes aquaticos (KOSZ-VNENCHAK e ROKOSZ, 1997; SASAKI et al.,
1997; AVISHAI et al., 2002; MATSUMOTO et al., 2004), sendo aplicada em

diversos organismos, sejam estes provenientes de estudos de campo (AL-
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SABIT et al., 1995; HAYASHI et al., 1998; BOMBAIL et al., 2001) ou de ensaios
laboratoriais (PANDRANGI et al., 1995; BELPAEME et al., 1998).

A aplicagédo do ensaio do cometa em eritrocitos de varias espécies de
peixes tem se mostrado muito satisfatoria, destacando a sensibilidade destas
células aos efeitos genotoxicos induzidos por agentes quimicos
(MITCHELMORE e CHIPMAN, 1998; NACCI et al., 1996; BELPAEME et al.,
1996). No entanto, a aplicacdo do ensaio do cometa em peixes ndo se
restringe apenas ao tipo celular mencionado acima, podendo também ser
aplicado em células hepéaticas, branquiais, renais e intestinais (NACCI et al.,
1996; BELPAEME et al., 1998; ABD-ALLAH et al., 1999).

O ensaio do cometa também tem se mostrado uma ferramenta bastante
atil na avaliagdo da genotoxicidade de area impactadas por petréleo e seus
derivados. Exemplo disso pode ser visto nos estudos de HAMOUTENE et al.
(2002) pela aplicagdo da técnica em invertebrados expostos a aguas
contaminadas por uma mistura complexa de hidrocarbonetos, que mesmo
baixas concentracdes de hidrocarbonetos sdo capazes de gerar lesdes no DNA
de organismos expostos. Além deste, outros trabalhos vém mostrando que a
aplicacdo do ensaio do cometa em &reas impactadas por petrdleo revelam

danos no DNA (SOUZA, 2005; HOSHINA, 2005).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Localizacdo da Area de Estudo e dos Pontos de Coleta das
Amostras de Aguas e Sedimentos
As amostras de aguas e sedimentos foram coletadas em julho de 2005
(estagdo de seca) e fevereiro de 2006 (estagdo chuvosa), no rio Guaecé (area
afetada por vazamento de oleoduto) e Ribeirdo SABESP (afluente do rio
Guaecda nao afetado pelo vazamento de 6leo), localizados no Municipio de Séo
Sebastido - SP. O estabelecimento dos pontos de coleta se deu com base nos
pontos previamente estabelecidos pela Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB), empresa
responsavel pela fiscalizagdo da area. Desta forma, as amostras foram
coletadas em 4 pontos distintos, ao longo dos 8 Km do rio Guaeca, e 1 ponto
do rio ribeirdo SABESP, como descrito a seguir:
e ponto 1 (P1), nascente do rio Guaeca e local de afloramento do 6leo
vazado (23°48°21.3"S/45°25°50.3"W);
e ponto 2 (P2), principal ponto de contencdo e remocao de 6leo do rio

Guaeca (23°48°30.7"S/45°26°34.1"W);,
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e ponto 3 (P3), ponto de menor declividade do rio Guaeci;

e ponto 4 (P4), foz do rio Guaeca e Ultimo ponto de contencdo e
monitoramento permanente pela CETESB (23°49°25.9"S/45°27°08.4"W);

e ponto 5 (P5), ponto do rio Ribeirdo Sabesp, proximo ao local de
captacdo da SABESP.
A melhor visualizacdo da area de estudo e dos pontos de coleta esta

apresentada na Figura 9.

00O

Figura 9. Imagem de satélite de parte do Municipio de Sao Sebastido-SP, com
destaque para a Bacia de Guaecd, mostrando a localizacdo dos pontos de
coleta do rio Guaecé e do Ribeirdo SABESP.
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4.2. Procedimentos Utilizados para a Realizacdo da Coleta das
Amostras de Aguas e Sedimentos

Galbes plasticos novos, com capacidade de 20L, e recipientes plasticos
novos, de capacidade de 5L, foram utilizados, respectivamente, para a coleta
das amostras de aguas e sedimentos destinadas aos ensaios de Allium cepa e
Oreochromis niloticus. Para as amostras de aguas destinadas as analises
quimicas de hidrocarbonetos, frascos de vidro de 2L, previamente tratados com
HCI 50%, foram utilizados para coleta. Para as amostras de aguas destinadas
as analises quimicas de elementos inorganicos, foram também utilizados
frascos de vidro de capacidade de 2L, sem prévio tratamento com HCI 50%.

O procedimento das coletas das amostras de aguas foi realizado
segundo a metodologia de coleta de dguas superficiais, descrita pela CETESB
(1987), como segue:

(1) Primeiramente, os gal6es foram submergidos nas aguas do local de
coleta, para uma lavagem previa do mesmo com a agua do ponto a ser
coletado;

(2) ApoOs este procedimento, o0s recipientes foram, novamente,
submergidos nas &guas dos respectivos pontos, porém, em locais
correspondentes aos pontos médios da largura do rio, até o completo
preenchimento de seu volume;

(3) Ap6s a coleta das amostras de aguas, o0s galdes foram,

imediatamente, lacrados e refrigerados a 4 = 2°C, para o transporte.
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A coleta das amostras de sedimentos foi realizada segundo a Norma de
amostragem de residuos soélidos de amostras compostas da ABNT NBR
10007:2004.

A obtencdo de amostras compostas € caracterizada pela misturas de
sub-amostras coletadas em toda a extensdo de um mesmo ponto do rio. Este
tipo de coleta foi adotado neste trabalho, por ser considerado o mais indicado
para a representacdo de amostras de sedimentos de rios. Desta maneira, a
coleta das amostras de sedimentos foi procedida da seguinte forma:

(1) sub-amostras de 200 gramas de sedimentos foram coletadas em 4
pontos ao longo da largura do rio, para cada ponto de coleta, e sempre em uma
profundidade de 0 - 5 cm do sedimento;

(2) as sub-amostras de cada ponto de coleta, foram misturadas e
homogenizadas, para a obten¢cdo da amostra composta daquele ponto;

(3) as amostras compostas foram dispostas em recipientes plasticos,

gue foram imediatamente refrigerados a 4 + 2°C, para o seu transporte.

4.2. Material Bioldgico
Como organismos-teste, utilizou-se sementes da espécie de Allium cepa
(variedade baia periforme), marca® Topseed, e espécimes de Oreochromis

niloticus (Perciformes, Cichlidae), popularmente conhecido como tilapia do Nilo.

4.3. Métodos

4.3.1. Andlise das Variaveis Fisico-Quimicas
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As analises das variaveis fisico-quimicas das amostras de aguas (pH,
temperatura, salinidade, condutividade, turbidez e oxigénio dissolvido) foram
realizadas, no momento da coleta, com o auxilio do aparelho multi-sensor da

marca HORIBA, modelo U10.

4.3.2. Anélises de Quimicas de Inorganicos

As andlises de elementos inorganicos das amostras de aguas e de
sedimentos coletados no rio Guaecéa e Ribeirdo SABESP foram realizadas pelo
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), da Universidade de Sé&o
Paulo (USP), Campus de Piracicaba. Estas analises consistiram na detecc¢ao e
quantificagdo dos elementos inorganicos através do método de espectrometria

de emisséo Otica, com fonte de plasma (ICP OES).

4.3.3. Anélise de Quimica de Hidrocarbonetos

Andlises quimicas de Hidrocarbonetos Totais de Petrdleo (TPHSs) e de
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (PAHs) de amostras de agua
coletadas no rio Guaeca e Ribeirdo SABESP foram realizadas pela empresa
Analytical Technology, S&o Paulo-SP. Para a andlise de TPHs, foi seguido o
método USEPA 8015, o qual utiliza a técnica de cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo de chama (Gcfid). A andlise de PAHs seguiu 0 método
USEPA 8270, com a utilizacdo da técnica de cromatografia gasosa com
detector de massas (Gcms), a qual é capaz de detectar os seguintes PAHSs:
naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,

fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
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benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(123-cd)pireno,

dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno.

4.3.4. Bioensaios com sementes de Allium cepa

Sementes de cebola, dispostas em placas de Petri forradas com papel
filtro, foram submetidas & germinacdo nas amostras de aguas e nos extratos
solubilizados dos sedimentos, obtidos segundo a Norma da ABNT NBR
10006:2004, coletados nos rios Guaeca e Ribeirdo SABESP. Os tratamentos
controles foram realizados pela mesma procedéncia descrita acima, sendo
utilizada agua milli-Q para o controle negativo e 4 x 10“*M de metilmetano
sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3) para o controle positivo. Apenas
para a amostra do ponto 1, coletada em julho de 2005, foi também realizado
um tratamento com esta amostra filtrada, devido a grande quantidade de
fracOes ndo-sollveis de Oleo presente. Para a germinacdo das sementes, foi
utilizada uma placa de Petri nova por tratamento.

Radiculas com cerca de 2.0 cm de comprimento foram coletadas e
fixadas em acido alcool-acético (3:1 — v/v) por 24 h em temperatura ambiente.
Decorrido este tempo, realizou-se a troca por fixador recém-preparado, para
armazenamento das raizes a 4°C, até a sua utilizacdo na confeccdo das

[aminas.
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— —
SEMENTES

Allium cepa

Figura 10: Esquema do ensaio de Allium cepa.

4.3.4.1. Teste de AberracBes Cromossdmicas e Micronlucleos em
Células Meristeméticas de Allium cepa

Os testes de Aberracdo de Cromossdmicas (AC) e de Micronucleos
(MN) em células meristematicas de radiculas de Allium cepa, foram realizados
de acordo com o protocolo estabelecido por Grant (1982), com algumas
modificacdes.

As raizes fixadas foram lavadas em 3 banhos de agua destilada, por
aproximadamente 5 minutos, sendo posteriormente submetidas a hidrélise
acida em HCI 1 N a 60°C durante 11 minutos, seguidas por novos banhos em
agua destilada. Apés esta etapa, as raizes foram ligeiramente secas em papel
de filtro e o material foi transferido para frascos escuros, para coloracdo em
reativo de Schiff, por aproximadamente 2 horas, segundo metodologia descrita

por FEULGEN e ROSSENBECK (1924, appud MELLO e VIDAL, 1978).
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Decorrido este tempo, as raizes foram lavadas em agua destilada, até a total
retirada do corante. Para o preparo das laminas, os meristemas foram,
suavemente, esmagados em uma gota de carmim acético (2%) e recobertos
com laminulas. As laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e as laminas
montadas com resina sintética, para serem, posteriormente, analisadas.

Para a analise das aberragbes cromossOmicas, diferentes tipos de
aberracbes foram considerados (perdas, fragmentos, pontes, atrasos,
aderéncias cromossOmicas, entre outros) nas diferentes fases da divisdo
celular (profase, metafase, anafase, teléfase). No entanto, para a avaliagdo das
AC como um Unico endpoint todas as diferentes aberracdes foram reunidas em
um so grupo. A analise de micronucleos, nestas células, foi considerada como
outro parametro de avaliacdo, ndo sendo agrupada junto com as aberracdes
cromossOmicas. O indice mitético (IM), relacionado com o nimero de células
em divisdo, constituiu um terceiro parametro de avaliacao.

A analise de todos estes parametros se deu pela contagem de cerca de
5000 células por tratamento, sendo 500 células por lamina para um total de 10
laminas. Andlise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, o qual
possibilita a comparacdo dos tratamentos com controle negativo, bem como
dos tratamentos entre si, a 0,05 de nivel de significancia. Os melhores
resultados foram fotodocumentados em microscopio Carl Zeiss, com a objetiva
de 100x e ocular 10, conferindo um aumento de 1000x, para serem utilizados

na apresentacdo dos resultados.
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4.3.4.2. Teste de Micronucleos em Células F; de Allium cepa

Para a andlise de micronicleos em células F; (regido nao-
meristematica), foi seguido o protocolo estabelecido por Ma et al. (1995).

Esta andlise foi aplicada somente para as amostras que induziram AC
em células dos meristemas radiculares de A.cepa com valores significativos
(pontos 1 e 3 — coleta de julho de 2005), além dos controles negativos e
positivos. Para a andlise, as raizes foram submetidas a coloracdo em
reativo de Schiff como descrito anteriormente. As laminas foram preparadas
por esmagamento suave da regido Fi;, que esta localizada a 1 milimetro
acima da regido meristematica, seguido do procedimento citado para
regiao meristematica. A contagem de micronlcleos e a analise estatistica
foram seguidas, de acordo com o descrito acima para as laminas de células

meristematicas.

4.3.5. Bioensaios com Oreochromis niloticus

Espécimes de Oreochromis niloticus foram transferidos do tanque de
criacdo de peixes, localizado no Jardim Experimental do Instituto de
Biociéncias da UNESP — campus de Rio Claro, para o Laboratério de
Toxicidade de Aguas, do mesmo Instituto, onde foram aclimatados a 23°C, com
sistema de filtragem e aeracéo. Posteriormente, para cada bioensaio realizado,
os espécimes foram divididos aleatoriamente em 8 grupos experimentais com 5
peixes cada.

Os grupos experimentais foram dispostos em 8 aquérios contendo 15L

cada, sendo 2 para os controles (negativo e positivo), 1 para a amostra do
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Ribeirdo SABESP, 4 para as amostras do rio Guaeca e 1 para a amostra
diluida em agua, na proporc¢édo 3:1 — v/v, do P1 do rio Guaecd, devido a grande
guantidade de Oleo presente nesta amostra. Para as demais amostras néo
houve necessidade de realizacdo de ensaios com diluicdes. Como controle
negativo foi utilizado agua de poc¢o artesiano e para controle positivo foi
injetado, intraperitonealmente, em cada espécime deste grupo, metilmetano
sulfonato (5ul/kg, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3). Ap0s completar 72 horas de
tratamento, amostras de sangue, de todos os individuos, foram coletadas por
puncdo cardiaca, utlizando seringas descartaveis tipo insulina (1mL)

previamente lavadas com heparina.

4.3.5.1. Teste do Micronucleo

A confeccdo das laminas foi feita por meio da técnica de esfregacos
(extensbes sanguineas), sendo a primeira gota descartada com a finalidade de
evitar contaminacdo do material. Foram realizadas trés extensdes sanguineas
para cada espécime de Oreochromis niloticus.

As laminas foram fixadas em etanol absoluto por 10 minutos e, apds 24
horas, submetidas a hidrélise acida em HCI 1IN a 60°C, por 11 minutos.
Imediatamente ap6s a hidrdlise, as laminas foram submetidas a coloracdo em
reativo de Schifff por duas horas (MELLO e VIDAL, op. cit).

Foram analisados 1000 eritrécitos por peixe, nos quais foram
determinadas as frequiiéncias de células micronucleadas e portadoras de
anormalidades nucleares, segundo descricdo de Carrasco et al. (1990). A

andlise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, o qual possibilita a
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comparacdo dos tratamentos com o controle negativo, bem como dos
tratamentos entre si, a 0,05 de nivel de significancia. Os melhores resultados
foram fotodocumentados para serem utilizados na apresentacdo dos

resultados.

———— Dy
72 horas TN

Figura 11. Esquema do ensaio de Oreochromis niloticus e a preparacao
das laminas para o teste do Micronucleo.
4.2.5.2. Ensaio Cometa
Para realizacdo do ensaio do cometa utilizou-se a metodologia descrita
por Singh et al. (1988), com algumas modificagdes. Primeiramente, as laminas
foram mergulhadas em agarose normal 1,5% a 60°C, secas e armazenadas em

geladeira. Amostras de 3L de sangue de peixes foram diluidas em 1000uL de
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solucéo fisiologica de vertebrados e as laminas montadas com 10pL desta
suspensédo celular adicionados a 120uL de agarose de baixo ponto de fuséo
(0,5%) a 37°C. Posteriormente, as laminas foram incubadas em uma solucéo
de lise (ImLde triton X-100, 10mL de DMSO e 89 mL de solucdo de lise
estoque, pH 10,0 — solucao estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM,
~8,0g de NaOH sélido, 10g de lauryl sarcosinato sddico para 1L), em geladeira
por, no minimo, 1 hora. Apés a lise, as laminas foram transferidas para a cuba
de eletroforese contendo tampdo (NaOH 300mM + EDTA 1mM, pH 12.1) a
4°C, na qual permaneceram por 20 minutos, antes da corrida de eletroforese
em corrente 25V e 300mA. Decorrido os 20 minutos de corrida, as laminas
foram neutralizadas em tampé&o (Tris 0,4M-HCI, pH7,5) por 15 minutos, secas a
temperatura ambiente e fixadas com etanol 100% por 10 minutos. A coloragao
foi realizada com brometo de etidio (0.02mg/mL).

Para cada peixe foram analisados, aleatoriamente, 100 nucledides, com
a utilizacdo de microscépio de fluorescéncia Leica, filtro B - 3* (excitaco:
i=420n-490nM, barreira: 1=520nM), em objetiva de 40x. Os nucledides foram
classificados, visualmente, de acordo com a migracdo dos fragmentos em
classe 0, nenhum ou pouco dano; classe 1, pequeno dano; classe 2, médio
dano; classe 3, grande dano (KOBAYASHI et al., 1995). Os escores de cada
tratamento foram verificados e submetidos ao teste estatistico de Kruskal-
Walllis para comparacao de danos entre os tratamentos e o controle negativo,

bem como dos tratamentos entre si.
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Figura 12. Esquema da realizacdo do ensaio de Oreochromis niloticus e a
aplicacdo da técnica do ensaio do cometa.
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Figura 13. Classes de cometa em eritrocitos de Oreochromis niloticus apés a
exposicdo as aguas impactadas por hidrocarbonetos de petréleo do rio
Guaeca. A. Classe 0; B. Classe 1; C. Classe 2; D. Classe 3.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho, foram avaliados os parametros fisico-quimicos e
guimicos (inorganicos e organicos) para as amostras de aguas e analises
guimicas de substancias inorganicas para as amostras de sedimentos do rio
Guaeca e do Ribeirdo SABESP, ambos situados na Serra do Mar, Municipio de
S&o0 Sebastdo-SP.

As amostras de agua e sedimento coletadas nestes rios foram utilizadas
em ensaios bioldgicos (genotoxicidade e mutagenicidade), para estimar as
possiveis acdes dos contaminantes presentes nas mesmas.

Para a avaliacdo das amostras de &gua, foram aplicadas as
metodologias de AberragBes cromossémicas e de Micronlcleos em sistema
teste de A. cepa e de Micronucleo e de ensaio do cometa em sistema teste de
Oreochromis niloticus. Para as amostras de sedimentos, foi aplicada, apenas, a

metodologia de Aberracdes cromossdmicas em A. cepa.

5.1. Anélises de parametros fisico-quimicos
Os resultados obtidos das analises dos parametros fisico-quimicos estao

reunidos nas Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4. Parametros fisico-quimicos obtidos para as amostras de aguas
coletadas em julho de 2005 (estacao seca).

Pontos de pH Temperatura Salinidade Condutividade turbidez Oxigénio
coleta (°C) (%) (mS/cm) dissolvido
(mg/L)
ponto 1 7,05 16,7 0,01 0,311 95 0,84
ponto 2 7,89 16,6 0 0,133 0 7,76
ponto 3 8,07 16,6 0 0,80 0 10,50
ponto 4 7,70 17,6 0,14 2,88 2 8,6
ponto 5 8,27 18,6 0 0,066 0 10,07

Tabela 5. Parametros fisico-quimicos obtidos para as amostras de aguas
coletadas em fevereiro de 2006 (estagéo chuvosa).

Pontos de pH Temperatura Salinidade Condutividade turbidez Oxigénio

coleta (°C) (%) (mS/cm) dissolvido
(mg/L)
ponto 1 7,29 25,2 0 0,179 284 4,51
ponto 2 6,97 24,3 0 0,133 16 6,15
ponto 3 7,05 24,9 0 0,86 8 7,27
ponto 4 6,96 26,2 0 0,118 8 7,70
ponto 5 6,9 24,7 0 0,064 5 8,50

Segundo os orgados ambientais, como a Companhia de Tecnologia e
Saneamento do Estado de Sao Paulo (CETESB, 2007), as analise de
parametros fisicos e quimicos séo considerados fundamentais para a avaliagcao
de qualidade de aguas. Adicionalmente, tais analises tém se mostrado também
essenciais na certificacdo dos resultados obtidos por testes biolégicos
empregados na area de monitoramento ambiental. Desta maneira, analises
fisico-quimicas tem sido realizadas concomitantemente aos ensaios biolédgicos,
para a certificagdo da reagbes dos organismos-teste aos agentes quimicos
estudados.

O potencial hidrogeniénico (pH) é considerado um importante parametro
fisico no controle de qualidade de aguas, principalmente, quando estas sao

destinadas ao abastecimento de centros urbanos. Além disso, o pH se destaca
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por ser um fator de influéncia em grande parte das rea¢fes quimicas (FREITAS
et al., 2002). De acordo com os resultados expressos nas Tabelas 1 e 2, foi
possivel observar que ndo houve grandes variacdes entre os valores de pH
obtidos para as amostras das aguas coletas, sendo estes sempre préximos ao
valor de pH neutro.

A temperatura € um parametro que esta ligado a quantidade de energia
térmica ou calor de um sistema. Elevadas temperaturas correspondem a um
aumento da velocidade de agitacdo térmica dos atomos. Desta maneira, a
temperatura exerce um importante papel na velocidade de reacdes quimicas e
no estado fisico da matéria (ESTEVES, 1998). As variacdes de temperatura
encontradas para as aguas do rio Guaeca foram compativeis com a
sazonalidade, ou seja, no inverno (julho de 2005) as temperaturas foram mais
baixas do que as registradas para o verao (fevereiro de 2006) (Tabelas 1 e 2).

A condutividade é um parametro fisico que pode trazer importantes
informacdes quanto a presenca de sais dissolvidos. Pode-se inferir que, quanto
maior o valor de condutividade, maior é a quantidade de matéria ibnica
dissolvida (ESTEVES, 1998). Pela andlise dos resultados obtidos, observamos
que o valor de condutividade foi consideravelmente superior apenas para a
amostra de agua do ponto 4 do rio Guaec4, coletada em julho de 2005 (Tabela
1). No entanto, este resultado parece nao ter relacdo com o impacto do
vazamento do oleoduto OSBAT e sim pela localizacdo deste ponto, pois o
mesmo corresponde a foz do rio, tendo assim influéncia de aguas salgadas.
Além disso, por se tratar de uma amostra coletada no periodo de seca, era de

se esperar um valor elevado de sua condutividade, uma vez que neste periodo
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o volume de Agua do rio € menor e 0s componetes normais, ou possiveis
poluentes ambientais existentes encontram-se mais concentrados.

A salinidade encontra-se intimamente relacionada a condutividade, pois
€ uma medida da quantidade de sais presentes em uma amostra (ESTEVES,
1998). Desta maneira, nossas analises para 0s valores de salinidade,
mostraram que apenas o ponto 4 registrou valor elevado (Tabela 1), dentre as
amostras coletadas em julho de 2005.

A turbidez de um liquido esta relacionada com a presenca de particulas
em suspensdo, as quais podem ser decantaveis a curto, médio e longo prazo,
dependendo do seu tamanho e de sua densidade. De maneira geral, os
componentes que conferem turbidez a agua enquadram-se em células
microbianas, argilas, matéria parcialmente umificada, matéria organica em
decomposicdo e substancias quimicas formadoras de precipitados (FREITAS
et al., 2002). Nossos dados mostraram valores elevados de turbidez nas
amostras de agua do ponto 1 do rio Guaeca, coletadas em julho de 2005 e
fevereiro de 2006 (Tabelas 1 e 2). Tais valores, como ja mencionado para a
condutividade, ndo estéo relacionados ao impacto do vazamento de 6leo e sim
as caracteristicas do ponto de coleta. O ponto 1, corresponde a nascente do rio
Guaecd, é caracterizado por pequeno volume de &agua e presenca de
sedimento argiloso, sendo este Ultimo o principal fator relacionado com os
valores elevados de turbidez registrados.

O oxigénio dissolvido (OD), medido em miligramas por litro (mg/l) de
agua analisada, provém, em geral, da dissolucdo do oxigénio atmosférico e

também da producéo liberada por alguns microorganismos presentes na agua.
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Tal fator constitui-se de um importante parametro fisico-quimico de andlise de
qualidade de aguas, uma vez que ele é caracterizado como fator vital para os
organismos aquaticos e, consequentemente, para a manutencdo do equilibrio
dos ecossistemas aquaticos (CETESB, 2007).

Nossos dados mostraram valores baixos de OD apenas para a amostra
de agua coletada no ponto 1 do rio Guaecd, da coleta de julho de 2005 (Tabela
1). Ao contrario dos resultados mencionados anteriormente, provavelmente,
este valor esteja relacionado ao impacto do 6leo, devido a grande quantidade
de Oleo presente nas 4guas do ponto 1 do rio Guaeca. Grandes quantidades de
6leo podem formar camadas densas na superficie da agua, impedindo as
trocas gasosas e, consequentemente, a oxigenagédo promovida pela obtencgéo
de oxigénio atmosférico (CETESB, 2007). Por outro lado, este baixo valor de
OD pode estar relacionado a uma intensa atividade microbiana, a qual, com a
finalidade de quebrar as moléculas de hidrocarbonetos de petréleo no processo
de biodegradacdo, aumenta o consumo de oxigénio, promovendo uma

demanda bioquimica de oxigénio dissolvido (DBO).

5.2. Andlises Quimicas de Inorganicos
Os resultados obtidos para as analises de inorganicos estdo reunidos
nas Tabelas 6, 7, 8 e 9.

Tabela 6. Analise quimica de inorganicos nas amostras de aguas coletadas em
junho de 2005 (estacdo de seca) no rio Guaeca e Ribeirdo SABESP.

pontos Ca Mg Na Al Fe K S0,*
metais
(mg/L)

ponto 1 12,1 9,01 6,0 <0,10 10,5 5,0 1,9
ponto 2 3,31 3,13 18,1 <0,10 <0,10 2,3 6,4
ponto 3 2,13 1,79 10,4 <0,10 <0,10 15 3,5
ponto 4 22,7 65,6 577 <0,10 <0,10 21,6 138

ponto 5 1,38 1,24 7,2 <0,10 <0,10 1,1 2,5
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W P Si Cu Zn Mn Ba B
metais
(mg/L)
ponto 1 <0,20 <0,10 <0,01 0,07 6,44 0,03 0,214
ponto 2 <0,20 4,75 <0,01 <0,04 0,14 <0,01 0,274
ponto 3 <0,20 3,97 <0,01 <0,04 0,06 <0,01 0,214
ponto 4 <0,20 6,02 <0,01 <0,04 0,06 0,20 0,133
ponto 5 <0,20 6,22 <0,01 <0,04 <0,01 <0,01 0,171
W Cd Cr Ni Pb Sr Vv Mo
metais
(mg/L)
ponto 1 <0,005 <0,005 <0,005 <0,02 0,098 <0,005 <0,01
ponto 2 <0,005 <0,005 <0,005 <0,02 0,047 <0,005 <0,01
ponto 3 <0,005 <0,005 <0,005 <0,02 0,029 <0,005 <0,01
ponto 4 <0,005 <0,005 <0,005 <0,02 0,347 <0,005 <0,01
ponto 5 <0,005 <0,005 <0,005 <0,02 0,019 <0,005 <0,01

Tabela 7. Analise quimica de inorganicos nas amostras de sedimentos
coletadas em junho de 2005 (estacdo de seca) no rio Guaeca e
Ribeirdo SABESP.

W Ca Mg Na Al Fe K P
metais
(mg/L)
ponto 1 0,28 0,75 0,59 5,70 4,79 1,16 396
ponto 2 0,27 0,62 0,81 5,41 3,95 1,47 318
ponto 3 0,61 0,45 1,09 6,16 6,81 2,62 525
ponto 4 0,59 0,45 1,52 3,74 3,10 1,51 497
ponto 5 0,94 0,55 1, 56 6,71 3,89 2,57 531
V Si Cu Zn Mn Ba Mo Cd
metais
(mg/L)
ponto 1 219 39,4 88,6 905 390 <2,50 <0,25
ponto 2 63 17,5 63,7 650 402 <2,50 <0,25
ponto 3 51 2,7 50,5 826 587 <2,50 <0,25
ponto 4 116 7,2 37,4 452 470 <2,50 <0,25
ponto 5 35,2 8,58 48,1 517 642 <2,50 <0,25
W Cr Ni Pb Co Sr Vv
metais
(mg/L)
ponto 1 109 54,0 10,5 28,8 29,0 115
ponto 2 88,6 29,6 13,3 18,4 44,7 94,5
ponto 3 71,0 16,0 15,8 18,3 90,5 147
ponto 4 36,7 11,4 9,95 13,0 87,3 70,8
ponto 5 39,0 12,3 16,1 13,8 129 86,3
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Tabela 8. Analise quimica de inorganicos nas amostras de aguas coletadas em
fevereiro de 2006 (estacdo chuvosa) no rio Guaeca e Ribeirdo

SABESP.
W Ca Mg Na Al Fe K S0,*
metais
(mg/L)
ponto 1 10,5 6,6 27,8 <0,10 0,8 5,4 6,2
ponto 2 6,0 2,8 26,3 <0,10 0,4 3,2 10,6
ponto 3 4,1 1,5 19,1 <0,10 0,2 2,5 8,3
ponto 4 5,1 2,1 24,3 <0,10 0,2 2,8 9,1
ponto 5 3,1 1,8 20,9 <0,10 <0,05 2,6 7,9
W P Si Cu Zn Mn Ba B
metais
(mg/L)
ponto 1 <0,20 7,0 <0,01 <0,10 1,49 0,04 0,03
ponto 2 <0,20 14,0 <0,01 <0,10 0,15 0,02 0,02
ponto 3 <0,20 9,9 <0,01 <0,10 0,07 0,01 0,02
ponto 4 <0,20 9,9 <0,01 <0,10 0,09 0,02 0,02
ponto 5 <0,20 7,0 <0,01 0,1 0,04 0,01 0,02
W cd Cr Ni Pb Sr v Mo
metais
(mg/L)
ponto 1 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,10 <0,01 <0,01
ponto 2 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,04 <0,01 <0,01
ponto 3 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,03 <0,01 <0,01
ponto 4 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,03 <0,01 <0,01
ponto 5 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,02 <0,01 <0,01

Tabela 9. Analise quimica de inorganicos nas amostras de sedimentos
coletadas em fevereiro de 2006 (estacdo chuvosa) no rio Guaecé e
Ribeirdo SABESP.

pontos Ca Mg Na Al Fe K P
metais
(mg/L)

ponto 1 0,50 0,78 0,81 7,03 4,45 0,50 268
ponto 2 0,27 1,34 0,81 5,41 3,95 0,27 160
ponto 3 0,62 0,76 1,12 7,24 4,25 0,62 398
ponto 4 0,61 0,60 1,20 7,83 3,34 0,61 368
ponto 5 0,54 0,64 0,97 6,78 0,27 0,54 293
W S Cu Zn Mn Ba Mo B
metais
(mg/L)
ponto 1 97,7 33,4 72,2 855 481 1,36 <0,50
ponto 2 208 53,3 117 757 575 0,74 13,1
ponto 3 99,2 19,5 63,4 608 563 <0,25 <0,50
ponto 4 142 17,1 51,6 417 562 <0,25 <0,50

ponto 5 59,8 11,6 49 289 582 <0,25 <0,50
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pontos Cr Ni Pb Co Sr V Cd
metais
(mg/L)

ponto 1 117 53,0 8,84 28,7 70,7 106 <0,25
ponto 2 137 56,3 15,8 32,3 35,7 128 <0,25
ponto 3 73,9 25,3 15,8 18,3 80,7 91,8 <0,25
ponto 4 52,9 20,1 19,0 14,7 83,9 70,3 <0,25
ponto 5 40,6 14,2 18,4 12,2 82,2 61,0 <0,25

Andlises quimicas de substancias inorganicas sao, atualmente,
imprescindiveis para a avaliacdo de qualidades de aguas, principalmente, se
estas séo destinadas ao consumo humano ou atividades de lazer. Sabe-se que
0S seres vivos necessitam de pequenas quantidades de alguns metais para a
realizacdo de suas funcgBes vitais. No entanto, niveis excessivos desses
elementos podem causar diversos efeitos deletérios a saude dos organismos
vivos. Dentre os metais, a classe dos metais pesados destaca-se pela
periculosidade por tratarem-se de elementos altamente reativos com a
potencialidade de bioacumulagdo nos organismos expostos (FREITAS et al.,
2002).

Nossos dados ndo foram conclusivos para a analise quimica de metais,
pois, apesar dos valores obtidos, para a maioria dos elementos, enquadrarem-
se aos valores padrbes de qualidade de aguas (Resolucdo CONAMA N° 357,
de 17 de marco de 2005), os que diferiram podem nédo estar relacionados a
contaminacao por hidrocarbonetos de petréleo e sim as caracteristicas naturais
das aguas do rio Guaeca. Aguas da nascente do rio Guaeca, diferentemente
dos demais pontos do rio, apresentam altas concentracbes de ferro,
caracteristica esta decorrente da presenca deste metal nos sedimentos do local
(comunicacao pessoal com funcionéarios do Instituto Florestal). No entanto, ndo

h& registros de avaliagcdes de concentracdes de metais para as aguas do rio
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Guaeca anteriores ao impacto do vazamento do oleoduto OSBAT, o que

comprometeu a conclusao exata dos dados obtidos por esta analise.

5.3. Analises Quimicas de Hidrocarbonetos

Os resultados obtidos para as analises quimicas de Hidrocarbonetos
Totais de Petréleo (TPHSs) e de Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos (PAHS)
mostraram presenca destes agentes apenas para a amostra de dgua do ponto
1 do rio Guaeca, coletada em junho de 2005 (Tabelas 10 e 11).
Tabela 10. Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (TPHs) analisados e detectados

pela analise quimica na amostra de agua do ponto 1 do rio Guaeca,
coletada em junho de 2005 (estacdo de seca).

Amostra Ponto de coleta TPHs Concentracéo (pg/l) LD (ug/l)
Julho 2005 ponto 1 C10 ND 50,00
Cl1 ND 50,00
C12 148.34 50,00
C13 148.34 50,00
Cl4 310.40 50,00
C15 271.53 50,00
C16 261.53 50,00
C17 966.30 50,00
C18 509.27 50,00
C19 ND 50,00
C20 ND 50,00
Cc21 ND 50,00
C22 ND 50,00
C23 ND 50,00
C24 ND 50,00
C25 ND 50,00
C26 ND 50,00
Cc27 ND 50,00
C28 ND 50,00
C29 ND 50,00
C30 ND 50,00
C31 ND 50,00
C32 ND 50,00
Total de n-alcanos 2615.71
MCNR 79896.62

MCNR: Mistura Complexa nédo Resolvida
ND: ndo detectado
LD: limite de deteccédo
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Tabela 11. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (PAHs) analisados e
detectados pela andlise quimica na amostra de agua do ponto 1 do
rio Guaecd, coletada em junho de 2005 (estagdo de seca).

Amostra Ponto de coleta PAHs Concentracéo (ug/l) LD (ug/l)
Julho 2005 ponto 1 naftaleno 7.08 0,25
acenaftileno 4.56 0,25
acenafteno 1.91 0,25
fluoreno 15.12 0,25
fenantreno 78.78 0,25
pireno 9.43 0,25
benzo(a)antraceno 3.82 0,25
criseno 18.88 0,25
antraceno ND 0,25
fluoranteno ND 0,25
benzo(b)fluoranteno ND 0,25
benzo(k)fluoranteno ND 0,25
benzo(a)pireno ND 0,25
indeno(1,2,3-cd)pireno ND 0,25
dibenz(a,h)antraceno ND 0,25
benzo(g,h,i)perileno ND 0,25
Total of PAHs 139.58

ND: ndo detectado
LD: limite de deteccao

Atualmente, andlises quimicas de hidrocarbonetos sédo consideradas
essenciais para a avaliagdo da contaminacdo ambiental, uma vez que estes
agentes sao relacionados a muitos efeitos nocivos a salde humana, incluindo
alguns tipos de céncer. Dentre os hidrocarbonetos, uma das classes mais
preocupantes é a dos PAHSs, devido ao conhecimento dos seus efeitos toxicos,
mutagénicos e carcinogénicos aos organismos expostos (AINA et al., 2006).
Desta forma, a andlise de PAHs tem se destacado entre as andlises quimicas
para detecgdo de hidrocarbonetos, sendo realizada concomitantemente aos
ensaios biolégicos. A analise quimica no presente trabalho foi fundamental
para complementacdo dos dados obtidos para o teste de Allium cepa, pois foi
possivel correlacionar os dados da analise quimica com os do teste biolégico

empregado.
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5.4. Sistema-teste de Oreochromis niloticus

A avaliagdo de impactos e riscos decorrentes de vazamentos de 6leo é
um processo complexo que envolve desde analises quimicas até o
desenvolvimento ou adaptacbes de metodologias ecotoxicoldgias
(BOLOGNESI et al., 2006).

Segundo Udroiu (2006), o teste do microntcleo (MN) é amplamente
utilizado para estimar danos citogenéticos induzidos por agentes fisicos e
guimicos, podendo ser facilmente aplicado em diversos organismos, como, por
exemplo, os peixes.

Peixes tém sido utilizados como organismos-teste devido as suas
diferentes fungbes na cadeia trofica, a caracteristica de acumular substancias
toxicas e por responder a baixas concentragdes de mutagenos (CAVAS et al.,
2005). Por estas razdes, a utilizacdo de peixes como bioindicadores dos efeitos
da poluicdo ambiental tem se mostrado crescente, permitindo uma deteccéo
precoce de problemas no ambiente aquatico (LOPEZ-BAREA, 1996; VAN DER
OOST et al., 2003).

Desta forma, a aplicagdo do teste do MN em peixes tem se mostrado
muito eficiente na detecc&o de uma ampla variedade de agentes (GRAVATO &
SANTOS, 2003; RODRIGUEZ-CEA et al.,, 2003; PALHARES & GRISOLIA,
2002; BAHARI et al., 1994), incluindo contamina¢des por hidrocarbonetos de
petroleo (HOSHINA, 2005; VANZELLA, 2006; SOUZA & FONTANETTI 2006).

No presente estudo, teste do MN e de anormalidades nucleares foram
aplicados em eritrécitos de Oreochromis niloticus, apdés a exposicdo dos

organimos em &guas contaminadas por hidrocarbonetos de petréleo. Os
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resultados obtidos pela analise de eritrcitos micronucleados (Fig. 14A e B) e
portadores de anormalidades nucleares de O. niloticus estdo reunidos na
Tabela 12. Dentre as anormalidades nucleares classificadas por Carrasco et al.
(1990), foram observadas no presente trabalho nucleo do tipo “broken-egg”
(Fig. 14C), nucleo “blebbed” (Fig. 14D), nucleo “notched” (Fig. 14E), nucleo

“lobed” (Fig. 14F) e caridlise (Fig. 14H).

Quanto as frequéncias de MN, ndo foram observados resultados
significativos entre o controle negativo e as amostras de agua do rio Guaeca e
do Ribeirdo SABESP, em nenhuma das coletas realizadas (Tabela 12). No
entanto, nossos resultados ndo sdo conclusivos, pois as amostras do rio
Guaecd, referentes a coleta de julho de 2005, foram armazenadas por um
longo periodo, o que pode ter inviabilizado o teste. As aguas coletadas ndo
foram imediatamente utilizadas pela falta de material biolégico no periodo
referente a andlise, pois neste periodo de inverno os peixes ficam mais
sensiveis e morrem com muita facilidade, principalmente, devido a
contaminacdo fungica, decorrente da diminuicdo da imunidade em
temperaturas baixas. Outro fator, que pode ter comprometido o teste foi o
tempo de exposicdo dos peixes de 72 horas. Vanzella (2006), em ensaios com
exposicdo de Prochilodus lineatus (curimba) em frag6es sollveis de Oleo
diesel, constatou que as frequiéncias de micronlcleos aumentavam em relagdo
ao aumento do tempo de exposicdo, sendo 0 tempo maximo testado de 96
horas.

Ao contrario dos resultados obtidos pela analise de MN, as freqUéncias

de anormalidades nucleares foram significativamente maiores, em relacdo ao
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controle negativo, para as amostras de aguas do ponto 1 bruto e diluido 3:1 e
dos pontos 2 e 3 do rio Guaeca, apenas para a coleta de inverno (Tabela 12).

Recentemente, a presenca de anormalidades nucleares tem sido
reportada por diversos autores em diferentes organismos, inclusive em peixes
(CARRASCO et al., 1990; CAVAS & ERGENE-GOZUKARA, 2003, 2005;
BARSIENE et al., 2006; SOUZA & FONTANETTI, 2006). A observacio de
eritrocitos portadores de tais anormalidades pode ser indicativo da presenca de
agentes quimicos capazes de promoverem alteracdes nucleares, embora esta
acao ainda seja pouco conhecida para peixes. Para a elucidacdo desse efeito,
serdo necessarios estudos adicionais mais especificos, a fim de compreender
melhor a natureza das anormalidades nucleares.

Ao longo das ultimas décadas, o ensaio do cometa tornou-se um dos
mais utilizados testes-modelo de avaliagdo de danos no DNA, sendo aplicado
para diversas finalidades, como testes de genotoxicidade, biomonitoramento
humano, ecogenotoxicologia e estudos fundamentais de danos e reparos no
DNA (COLLINS, 2004). Desta maneira, 0 ensaio do cometa tem sido
frequentemente aplicado, conjuntamente ao teste do MN, para estudos de
monitoramento ambiental (RUSSO et al., 2004).

O ensaio do cometa foi aplicado em eritrécitos de Oreochromis niloticus
para ambas as coletas (inverno e verdo) realizadas no rio Guaeca e Ribeirdo
SABESP, porém, obteve-se resultados apenas para a coleta de verdo (Tabela
13), devido a problemas na padronizacdo da técnica. Para essa coleta, o
ensaio foi realizado em versdo alcalina com pH 12.1, a qual apenas nao

permite a deteccdo de sitios alcali-labeis e sitios abasicos.
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Apesar das frequéncias de nucledides com e sem danos, obtidas para
os tratamentos controles e para as amostras de aguas do rio Guaeca e
Ribeirdo SABESP, mostrarem diferengcas numéricas, estas nado foram
significativas, quando comparadas pelo teste estatistico de Kruskal-Wallis
(Tabela 13). Desta forma, 0 ensaio do cometa nao evidenciou a¢do genotoxica
para eritrocitos de O. niloticus submetidos as amostras de aguas dos diferentes
pontos dos rios Guaeca e Ribeirdo SABESP.

Por fim, podemos concluir que, devido aos problemas de obtencdo e
manutencdo dos espécimes de O. niloticus e a necessidade de uma melhor
padronizacédo das metodologias aplicadas, os ensaios de MN e do cometa ndo
foram conclusivos para a avaliagdo dos possiveis efeitos genotoxicos e
mutagéncios induzidos por aguas contaminadas com hidrocarbonetos de

petréleo.
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Tabela 12. Comparacdo das frequéncias de Microndcleos e Anormalidades
Nucleares em eritrécitos de Oreochromis niloticus, apds exposi¢céo
dos peixes as amostras de agua do rio Guaeca e Ribeirdo

SABESP.

Amostra Pontos de coleta NUmero Numero total Microntcleos Anormalidades

amostral de eritrécitos Nucleares

analisados

controle negativo 4 1000 0 0,71+3,31

controle positivo 3 1000 0,13+0,57 1,53+6,43

ponto 1 3 1000 0 2,80+£18,82*

ponto 1 — agua 5 1000 0,02+0,45 2,00+9,42*

Julho 2005 diluida

ponto 2 5 1000 0,14+1,14 2,33+12,10*

ponto 3 3 1000 0 5,81+13,67*

ponto 4 5 1000 0,02+0,44 1,66+6,83

ponto 5 2 1000 @ e e

controle negativo 4 1000 0,22+1,5 6,0+32,52

controle positivo 5 1000 0,20+1,41 5,74+31,83

ponto 1 5 1000 0,10+1,22 6,51+33,15

ponto 1 — agua 4 1000 0,02+0,5 2,35+11,47

Fevereiro 2006 diluida

ponto 2 5 1000 0,02+0,44 4,50+32,90

ponto 3 5 1000 0,14+1,51 6,28+29,64

ponto 4 5 1000 0,20£2,34 6,53+55,37

ponto 5 4 1000 0,10+1,41 3,87+33,42

médiaxDP
* diferenca significativa em relacéo ao controle negativo (p<0,05), de acordo com o teste de Kruskal-Wallis.
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Tabela 13. Andlise de eritrocitos de Oreocrhomis niloticus expostos as
amostras de aguas do rio Guaecd e Ribeirdo SABESP pela
técnica do ensaio do cometa.

Pontos Total de
de nucledides Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Score
coleta analisados
100 24 18 55 10 158
controle 100 75 19 3 1 28
negativo 100 0 1 24 78 283
100 58 18 27 1 48
Total 400 157+33,67 56+8,67 109+21,36 90+37,24 X=129,25+117,35
100 0 69 21 99 150
100 8 76 17 1 260
controle 100 0 0 6 0 315
positivo 100 0 2 12 95 323
100 0 0 5 108 337
Total 500 843,57 147+39,43 61+6,90 303+41,45 X=277+76,77
100 0 3 65 36 241
100 17 55 17 16 137
ponto 1 100 12 57 6 26 147
100 22 56 22 11 133
100 2 74 11 15 141
Total 500 53+9,51 245+31,27 143+21,12 160+16,99 X=168,5+46,08
100 0 9 77 16 211
ponto 1 100 8 87 7 3 110
diluido 100 0 0 1 100 302
100 2 38 52 12 178
Total 400 10+1,41 134+26,87 137+36,06 131+62,22 X=200,25+87,68
100 0 8 10 84 280
100 0 0 18 86 294
ponto 2 100 1 3 30 68 134
100 0 3 29 70 271
100 0 1 15 94 219
Total 500 1+0,44 15+3,08 102+8,79 402+11,08 X=239,6+65,48
100 8 37 53 3 152
100 0 6 35 71 289
ponto 3 100 0 1 22 92 321
100 0 0 27 82 300
100 0 0 52 49 251
Total 500 8+3,57 44+15,95 189+14,20 297+35,34 X=262,6+66,84
100 0 7 18 77 274
100 46 17 20 18 111
ponto 4 100 0 0 19 85 293
100 32 41 31 3 112
100 64 34 9 4 64
Total 500 142+28,29 99+17,42 97+7,82 187+40,33 X=170,8+104,90
100 5 27 43 25 188
ponto 5 100 71 41 4 2 55
100 7 69 8 21 148
Total 300 83+37,54 137+21,38 55+21,45 48+12,28 X=130,33+68,23

* diferenca significativa em relagdo ao controle negativo (p<0,05), de acordo com o teste de Kruskal-

Wallis.
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Figura 14. Eritrécitos de Oreochromis niloticus expostos as aguas do rio
Guaecd e Ribeirdo SABESP. A e B. Micronucleos; C. Nucleo do tipo “broken-
egg”; D. Nucleo do tipo “blebbed”; E. Nucleo do tipo “notched”; F. Nicleo do
tipo “lobed”; G. Formacao de célula binucleada; H. Cariélose.
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5.5. Anélise de Sedimentos pelo Sistema-teste de Allium cepa

No ambito da é&rea de monitoramento ambiental, sedimentos s&o
reconhecidos como reservatérios de contaminantes nos ecossistemas
aguaticos, os quais se comportam como liberadores de agentes toxicos que
ameacam continuamente a salde e a viabilidade da biota aquatica (CHEN e
WHITE, 2004). Dentre os poluentes armazenados nos sedimentos, agentes
genotdxicos e mutagénicos tem se destacado, devido ao seu alvo de acao ser
0 material genético de organismos vivos.

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (PAHsS) sao importantes
poluentes ambientais, sendo amplamente estudados na area de monitoramento
de sedimentos aquaticos, devido a periculosidade que confere aos organismos
expostos. As fontes de contaminacdo de PAHs sdo inUmeras, porém, podemos
citar como uma das grandes atividades liberadoras destes agentes para o
ambiente aquatico a industria do petroleo (BIHARI et al., 2006).

Muitos estudos na area da genética toxicologica tém sido realizados
ultimamente para avaliagdo dos efeitos induzidos por sedimentos
comtaminados com PAHs. No entanto, a maioria destes estudos esta
relacionada a sedimentos marinhos e, quando relacionados a sedimentos de
ros, a maioria se restringe a utilizacdo do teste de mutagenicidade em
Salmonella (CHEN e WHITE, 2004).

Testes de aberracBes cromossdmicas (AC) e micronucleos (MN) foram
aplicados em células meristematicas de Allium cepa expostas aos extratos
solubilizados de sedimentos do rio Guaecd impactado por petrdleo. Os

resultados obtidos para estas analises estdo reunidos na Tabela 14.
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Pela andlise dos resultados, podemos inferir que freqléncias
significativas de AC foram obtidas para as radiculas submetidas aos extratos
solubilizados de todos os sedimentos coletados em julho de 2005 (Tabela 14).
No entanto, grandes quantidades de oOleo foram visualizadas apenas na
amostra de sedimento referente ao ponto 1 do rio Guaecd, dificultando o
estabelecimento da correlag@o das frequéncias significativas de AC obtidas e a
contaminacao por hidrocarbonetos de petrdleo. Tal correlagéo ficou ainda mais
prejudicada pela falta de analises quimicas de hidrocarbonetos para estas
amostras, pelos altos custos que representavam.

Para a analise de MN, observou-se frequéncia significativa apenas para
a amostra de sedimento do ponto 2 do rio Guaeca, referente a coleta de
fevereiro de 2006 (Tabela 14). Contudo, a correlacdo de tal resultado com a
contaminacdo por hidrocarbonetos de petroleo também ndo pode ser
estabelecida devido, como mencionado acima, a falta de analises quimicas de
hidrocarbonetos para as amostras coletadas.

Portanto, conclui-se que para uma avaliacdo mais precisa das reacoes
dos organismos a contaminacdo de sedimentos por hidrocarbonetos de
petréleo, hd necessidade de associar aos testes biologicos, andlises quimicas
destes agentes, a fim de estabelecer uma possivel correlagéo entre estes dois
parametros. Adicionalmente, sugerimos que avaliagcbes de sedimentos pelo
teste de Allium cepa sejam conduzidas submetendo as sementes a germinacao
no préprio sedimento e ndo nos seus extratos solubilizados e lixiviados, como
alguns autores sugerem (COTELLE et al.,, 1999). Entendemos que esta

sugestdo poderia levar a resultados mais confiaveis, pois certificaria a relagédo
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da resposta do organismos-teste com 0s contaminantes presentes nas
amostras, eliminando a hipétese de perdas de elementos durante 0os processos
de preparo dos extratos solubilizados ou lixiviados. No entanto, testes
comparativos entre amostras de sedimentos e 0s seus respectivos extratos
devem ser realizados, para a confirmacdo dos efeitos induzidos por
hidrocarbonetos de petréleo presentes em sedimentos de rios impactados por

vazamentos de 6leo.

Tabela 14. Comparacdo das Freqiiéncias de indice Mitdtico, Aberracdes

Cromossdmicas e Micronucleos em células meristeméticas de A.
cepa, apbds exposicdo aos extratos solubilizados dos sedimentos

do rio Guaeca.

Amostra Pontos de coleta Numero de indice Aberracdes Micronucleos
células Mitético Cromossodmicas
analisadas
controle negativo 5000 17,27+18.15 0,83+2,34 0,62+0,87
controle positivo 5000 18,47+15.77 3,80+8,23* 2,68+2,18
ponto 1 5000 22,44+13,45 3,96+6,20* 1,83+1,42
Julho 2005 ponto 2 5000 25,13+18,90 4,48+5,60* 1,68+1,32
ponto 3 5000 25,46+20,51 4,20+5,27* 1,90+1,50
ponto 4 5000 26,84+15,66 5,47+7,45* 3,09+2,30
ponto 5 5000 25,23+12,67 2,54+7,25 1,53+3,18
controle negativo 5000 29,18+10,46 1,34+2,33 0,13+1,05
controle positivo 5000 32,25+13,21 1,45+2,75 2,08+7,22*
ponto 1 5000 32,00+23,40 1,00+2,02 0,45+2,86
Fevereiro 2006 ponto 2 5000 32,64+18,86 1,45+2,95 0,85+3,74*
ponto 3 5000 32,18+14,27 1,36+3,09 0,37+1,91
ponto 4 5000 32,70+11,20 1,00+1,63 0,40+1,56
ponto 5 5000 31,56+7,35 0,80+2,56 0,33+1,16

médiatDP

* diferenca significativa em relacéo ao controle negativo (p<0,05), de acordo com o teste de Kruskal-Wallis.
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Resumo

A utilizacdo de Allium cepa como organismo-teste para monitoramento
da genotoxicidade ambiental tem se mostrado muito eficiente ao longo dos
anos. Tal eficiéncia se deve ndo apenas as facilidades do ensaio, baixo custo e
rapida obtencao de resultados, mas, principalmente, a alta correlacdo com 0s
outros sistemas-teste, incluindo os de mamiferos. A contaminacdo ambiental
por hidrocarbonetos tem sido foco preocupante, atualmente, pelos riscos que
estes agentes podem promover a saude humana. Testes de aberracdes
cromossémicas (AC) e de micronucleos (MN) foram aplicados em células de
raizes de Allium cepa, para avaliar a qualidade das aguas do rio Guaeca,
localizado na cidade de Sao Sebastido-SP, Brasil, afetadas por vazamento de
oleoduto. Analises quimicas de Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (TPHSs) e
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (PHAs) também foram realizadas para
as amostras coletadas. As coletas foram feitas em julho de 2005 (estacdo de
seca) e fevereiro de 2006 (estacdo chuvosa), em 4 pontos distintos do rio. A
maior incidéncia de AC e MN em células meristematicas de A. cepa foi
observada apds a exposicdo das sementes a amostra coletada, apenas para o
periodo de seca, na nascente do rio, a qual corresponde ao local de
afloramento do 6leo vazado. Para as radiculas submetidas a esta amostra,
além da regiao meristematica também foi analisada a incidéncia de MN em
células F; (regidao nao-meristematica), a qual mostrou uma maior frequéncia
destas irregularidades, indicando a evolucdo de AC para MN. As andlises
quimicas destas amostras comprovaram a contaminagdo de TPHs e PHAs,

mostrando uma correlagéo direta entre a contaminag&o por hidrocarbonetos de



Artigo 1 81

petréleo e os efeitos genotdxicos e mutagénicos observados no teste de Allium

cepa.

Palavras-chaves: Teste de Allium cepa, Aberragcbes Cromossomicas,

Micronucleos, poluicao de aguas, petréleo.
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1. Introducéo

As atividades humanas tém provocado, ao longo dos anos, grandes
impactos no meio ambiente, principalmente em ecossistemas aquaticos, o que
tem levado a um comprometimento da qualidade das &guas, a qual é
considerada um dos fatores essenciais para a manutencdo das funcdes vitais
e, consequentemente, da vida no planeta.

O petrdleo, uma das mais importantes fontes de energia do planeta, tem
sido relacionado com atividades humanas geradoras de impactos ambientais,
onde a maioria delas comprometem corpos d’aguas, decorrente das atividades
da industria petrolifera, que usa o petréleo como matéria prima [1]. Desta
maneira, as grandes contaminagbes ambientais por hidrocarbonetos,
detectadas ao redor do mundo, vém sendo relacionadas as atividades desta
industria, as quais podem liberar poluentes desde 0s processos de extracao até
o refino de seus produtos [2].

Muitos problemas de salde humana, incluindo alguns tipos de céancer,
atualmente, séo atribuidos a presenca de diversos contaminantes presentes no
meio ambiente e na agua, em particular [3]. Dentre todos os hidrocarbonetos
descritos, a classe dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PHAS),
também presentes no petréleo, tem sido indicado como um dos mais perigosos
contaminantes ambientais, devido aos seus efeitos toxicos, mutagénicos e
carcinogénicos [4].

O aumento significativo da poluicdo ambiental e a crescente preocupacao
com o bem-estar social tém levado pesquisadores a desenvolverem testes

bioldgicos eficientes, pois estes sao indispensaveis para a avaliacdo de
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reacOes de organismos vivos frente a contaminagdo ambiental complexa, bem
como para indicar os efeitos sinergisticos potenciais de varios poluentes
presentes no meio ambiente. Desta forma, a garantia e manutencdo de
ambientes seguros requerem testes padrGes para avaliacdo de agentes
genotoxicos e/ou mutagénicos de facil execucdo e de rapida obtencdo de
resultados, além de serem facilmente reprodutiveis [5].

Considerando as necessidades mencionadas acima, sistemas-teste
vegetais vém se destacando como excelentes modelos genéticos para triagem
e monitoramento de poluentes ambientais [5,6]. Tal destaque ndo se deve
apenas a sensibilidade de deteccao de mutagenos em diferentes ambientes,
mas também pela possibilidade de avaliacao de diversos “endpoints” genéticos,
0s quais abrangem desde mutac¢des pontuais até aberracdes cromossOmicas
em células e/ou em 6rgéos como folhas, polens e endospermas [6].

Dentre os vegetais superiores utilizados como modelos-teste, a espécie
de Allium cepa vem se mostrando um eficiente modelo genético de
monitoramento ambiental. Desde a introdugdo desta espécie como sistema-
teste [7], adaptagBes na metodologia do teste de A. cepa tém sido realizadas a
fim de possibilitar uma melhor avaliagédo da contaminagcdo ambiental complexa
[5,8,9]. Tais adaptacdes possibilitaram uma maior abrangéncia de utilizacdo
deste teste, além de destacar a sua sensibilidade, para a deteccédo de danos
genéticos induzidos por poluentes ambientais presentes em diversos
ambientes e em especial na agua [3,10-15].

A espécie de A. cepa tem sido indicada, ndo apenas pela sua alta

eficiéncia e sensibilidade, mas também por outras vantagens, como baixo
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custo, facil manuseio e, principalmente, por apresentar boas condi¢cdes
cromossdmicas, como a presenca de cromossomos grandes e em nuamero
reduzido (2n=16), sendo este fator fundamental para estudos de avaliacdo de
danos cromossdmicos e/ou de disturbios do ciclo de divisdo celular, incluindo
riscos de aneuploidia [5, 16].

Outro ponto que destaca a utilizacdo do teste de A. cepa é a alta
sensibilidade e boa correlacdo com outros sistemas-teste, principalmente com
os de mamiferos. Sabe-se que tais fatores sdo fundamentais para avaliacdo
mais precisa de riscos ambientais, bem como para a extrapolacdo de dados
para outros organismos alvos, como, por exemplo, o0 homem. Desta maneira,
FISKESJO [5] constatou para o teste de A. cepa, praticamente a mesma
sensibilidade que sistemas-teste de algas e de linfocitos humanos. RANK e
NIELSEN [10] mostraram, além da maior sensibilidade do teste de A. cepa em
relacdo aos testes de Ames e Microscreen, uma correlacdo de 82% deste teste
com o de carcinogenicidade em roedores. Além disso, estudos de
sensibilidades entre vegetais superiores tém mostrado maior sensibilidade da
espécie A. cepa em relagdo a outros organismos-teste, como, por exemplo, 0
de Vicia faba [9,15].

Considerando que a contaminacdo ambiental por hidrocarbonetos,
principalmente pelos PHAs, pode causar varios danos a saude humana, e que
uma das importantes fontes de contaminacdo sao as atividades da inddstria
petrolifera, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos genotdxicos
e mutagénicos induzidos por aguas impactadas por petrdleo, usando Allium

cepa como sistema-teste. Além disso, o presente estudo investigou a eficiéncia
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e a sensibilidade do teste de A. cepa para avaliagdo da contaminacéo por

hidrocarbonetos de petrdleo.

2. Materiais e Métodos

2.1. Caracterizacao da area de estudo e procedimentos de coleta das

amostras de aguas

O rio Guaecd, localizado no Parque Estadual da Serra do Mar, Séo
Sebastido-SP, Brasil, foi usado no presente trabalho como area de estudo
(Figura 1). Este rio, situado em uma area de preservagdo permanente, a qual é
caracterizada pela alta biodiversidade e pela proximidade da estacdo de
capitacdo de agua para abastecimento, foi impactado por vazamento de
petréleo em fevereiro de 2004, devido ao rompimento do oleoduto da regido.
Por se tratar de um duto subterraneo, o 6leo vazado atingiu, primeiramente, as
aguas subterrdneas, sendo, posteriormente, aflorado na nascente do rio

Guaeca, afetando todo o curso deste rio.

As coletas foram realizadas em julho de 2005 (estacdo de seca) e
fevereiro de 2006 (estacdo de chuva). As amostras foram coletadas em 4
pontos distintos, ao longo dos 8 Km do rio Guaeca, como descrito a seguir:
ponto 1 (P1), nascente do rio e local de afloramento do 6leo vazado; ponto 2
(P2), principal ponto de conten¢do e remocéao de 6leo do rio, estabelecido pela
CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de
Sédo Paulo — Brasil), empresa responsavel pela fiscalizacdo da area; ponto 3

(P3), ponto de menor declividade do rio e ponto 4 (P4), foz do rio (Figura 1).
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Para o procedimento das coletas destas amostras foi adotada a metodologia de
coleta de aguas superficiais, descrita pela CETESB (1987), como segue:
galbes plasticos novos, com capacidade de 20L, foram, primeiramente, os
submergidos nas aguas do local de coleta, para uma lavagem previa do
mesmo com a agua do ponto a ser coletado. Apos este procedimento, os
recipientes foram, novamente, submergidos nas aguas dos respectivos pontos,
porém, em locais correspondentes aos pontos médios da largura do rio, até o
completo preenchimento de seu volume. Apoés a coleta das amostras de aguas,
0s galdes foram, imediatamente, lacrados e refrigerados a 4 + 2°C, para o
transporte.

Dados metereoldgicos referentes aos periodos das coletas realizadas no
rio Guaeca foram obtidos junto a Estagdo Metereoldgica do Centro de Biologia
Marinha (CEBIMar) da Universidade de S&o Paulo (USP), Brasil (Tabela 1). De
acordo com estes dados, julho de 2005 apresentou o menor indice de chuvas
deste ano, caracterizando a estag¢do de seca, enquanto que fevereiro de 2006

representou a estacao chuvosa por apresentar um alto indice pluviométrico.

2.2. Organismo-teste

Foram utilizadas sementes da espécie de Allium cepa (variedade baia
periforme), marca® Topseed, por caracterizar-se em um material de anélise
mais homogéneo, tanto geneticamente como fisiologicamente, acessivel
durante o ano inteiro, 0 que nos proporciona uma maior confiabilidade para os

ensaios realizados.
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2.3. Metodologia

Os ensaios de aberracdes cromossdmicas (AC) e microndcleos (MN) em
células meristematicas de radiculas de Allium cepa, foram realizados de acordo
com o protocolo estabelecido por Grant [16], com algumas modificacoes,
descritas abaixo. Sementes de cebola, dispostas em placas de Petri forradas
com papel filtro, foram submetidas a germinacdo nas diferentes amostras de
aguas coletadas, sendo utilizada uma placa de Petri para cada ensaio. Devido
a grande quantidade de fragGes nao-sollveis de 6leo presentes na amostra do
ponto 1, coletada em julho de 2005, também foi realizado um ensaio com esta
amostra filtrada. Quando as radiculas atingiram cerca de 2.0 cm de
comprimento, elas foram coletadas e fixadas em acido alcool-acético (3:1-v/v)
por 24 h. ApGs a fixacao, as raizes foram submetidas a coloracdo em reativo de
Schiff, como descrito por Feulgen e Rossenbeck, appud Mello e Vidal [17].
Para o preparo das laminas, os meristemas foram recobertos com laminulas e,
suavemente, esmagados em uma gota de carmim acético (2%). As laminulas
foram retiradas em nitrogénio liquido e as laminas montadas com resina
sintética, para serem, posteriormente, analisadas. Agua ultrapura foi usada
para o teste controle negativo, e 4 x 10* M de metilmetano sulfonato (MMS,
Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3) para o controle positivo. Para a analise de AC,
varios tipos de aberracdes foram considerados (fragmentos cromossdémicos,
perdas de cromossomos, pontes, atrasos, aderéncias, entre outros) nas
diferentes fases de divisdo celular (metafase, anafase e teléfase), sendo todos
0s registros reunidos em uma s6 categoria para possibilitar a avaliacdo das AC

como um unico “endpoint”. A incidéncia de MN em células meristematicas de A.
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cepa foi considerada como outro parametro de avaliagdo, ndo sendo agrupada
junto com as AC. O indice Mitético (IM), que corresponde a relacéo do nimero
de células em divisdo, constituiu um terceiro parametro de avaliacdo. A analise
de todos estes parametros se deu pela contagem de cerca de 5000 células por
tratamento, sendo 500 células por lamina para um total de 10 laminas. Analise
estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, o qual possibilita a
comparagdo dos tratamentos com controle negativo, bem como dos

tratamentos entre si, em nivel de significancia de 0,05.

Para a analise de MN em células F; (regido ndo-meristematica), foi seguido
0 protocolo estabelecido por Ma et al. [9]. Esta analise foi realizada apenas
para as radiculas expostas as amostras dos pontos 1 e 3, correspondentes a
julho de 2005, e aos controles negativo e positivo, referentes a esta mesma
coleta. Para a andlise, as raizes foram submetidas a coloracao em reativo de
Schiff como descrito anteriormente. As laminas foram preparadas por
esmagamento suave da regido Fi, que esta localizada a 1 milimetro acima da
regido meristematica, seguindo o mesmo procedimento citado para regido
meristematica. A contagem de MN e a andlise estatistica foram seguidas, de

acordo com o descrito acima para as laminas de células meristematicas.

2.4. Analises Quimicas

Andlises quimicas de Hidrocarbonetos Totais de Petroleo (TPHs) e de
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (PAHs) de amostras de agua

coletadas no rio Guaeca e Ribeirdo SABESP foram realizadas pela empresa
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Analytical Technology, Sdo Paulo-SP. Para a analise de TPHSs, foi seguido o
método USEPA 8015, o qual utiliza a técnica de cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo de chama (Gcfid). A andlise de PAHs seguiu 0 método
USEPA 8270, com a utilizacdo da técnica de cromatografia gasosa com
detector de massas (Gcms), a qual € capaz de detectar os seguintes PAHS:
naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(123-cd)pireno,

dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno.

3. Resultados
Dentre as amostras submetidas a analise quimica, apenas a amostra de
agua do ponto 1, coletada em julho de 2005, teve resultado positivo para a

contaminacdo de TPHs e PAHSs (Tabela 2 e 3).

Os resultados obtidos para os testes de AC e MN, usando o sistema-teste

de Allium cepa, estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5.

Para os IM, foram observadas diferencas de valores entre os ensaios
realizados para as duas coletas, sendo obtidos valores mais baixos para o0s
tratamentos da primeira coleta (julho de 2005), em relacdo a segunda (fevereiro
de 2006). No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
IM dos tratamentos, quando comparados com o controle negativo, para

nenhum dos ensaios realizados.
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As frequéncias de AC observadas nas células meristematicas de A. cepa,
apos exposicao nas aguas coletadas no rio Guaecd, em geral, se mostraram
superiores as encontradas para o controle negativo, embora nem todas as
diferencas foram significativas estatisticamente. Somente as freqiiéncias de AC
observadas para as amostras dos pontos 1 e 3, da coleta de julho de 2005,
apresentaram valores significativos em relacdo ao controle negativo. No
entanto, quando analisadas as frequéncias de MN das células meristeméticas
expostas a amostra de agua coletada no ponto 1 (estacdo seca), observamos
um valor significativamente maior do que o obtido para o controle negativo.
Esta analise, quando comparada com as freqtiéncias de MN, obtidas para as
demais amostras do rio Guaeca (estacdo seca), também se mostrou
significativamente maior. Para os ensaios realizados com a amostra filtrada do
ponto 1, coletada em julho de 2005, ndo observamos diferengas significativas
das freqiéncia de AC e MN, em relagcdo a mesma amostra ndo filtrada. Porém,
como descrito para a amostra néo filtrada, valores significativos foram obtidos
em relacdo ao controle negativo.

Analises de MN em células F; foram realizadas devido a alta freqtiéncia de
AC observadas nas células meristematicas submetidas & amostra do ponto 1,
bem como ao valor significativo de AC detectado para a amostra nao
contaminada do ponto 3, ambas referentes a coleta de Julho de 2005. Tal
analise mostrou que a incidéncia de MN foi significativamente maior, em
relacdo a do controle negativo, apenas para as radiculas expostas a amostra

do ponto 1, a qual ainda se mostrou superior quando comparada com a
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freqliéncia de MN obtida para as células meristematicas submetidas a esta

mesma amostra.

4. Discussao

O indice Mitotico (IM) tem se mostrado um importante parametro para a
avaliacdo dos efeitos de agentes quimicos sobre o ciclo celular [11,18,19]. As
diferencas observadas para os valores de IM nos dois experimentos realizados
no presente estudo, ndo parecem estar relacionadas com as caracteristicas
particulares de cada amostra testada, mas sim aos fatores climaticos, uma vez
gue os ensaios foram realizados em diferentes estacfes do ano. Desta
maneira, observou-se que no inverno, o IM se mostrou menor, devido a uma
diminuicdo da divisdo celular, decorrente das temperaturas mais baixas deste
periodo, enquanto que no verdo, este indice exibiu valores maiores para todos

os testes realizados.

Aberragbes cromossdmicas (AC) sdo reconhecidas como importantes
conseqliéncias de acdes genotOxicas de agentes quimicos [20], aos quais
muitos organismos, inclusive o homem, estdo expostos. Estudos
epidemiol6gicos tem mostrado que pessoas com elevadas frequéncias de AC
apresentam risco significativo de desenvolvimento de cancer [21]. Por estas
razbes, testes biologicos para avaliagdo de AC como “endpoint” de agentes
quimicos tém sido desenvolvidos com a finalidade de garantir um ambiente
seguro. Dentre estes sistemas-teste, o teste de Allium cepa tem se

caracterizado como um modelo rapido e eficiente na avaliacdo da
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genotoxicidade causada por poluentes ambientais [5,6,22-25], bem como para

a avaliacdo de qualidades de aguas [3].

Nossos dados mostraram que a andlise de AC nao foi totalmente
eficiente para a avaliagdo de genotoxicidade das aguas do rio Guaeca, apos
impacto por petréleo, pois encontramos resultados significativos de AC tanto
para a amostra mais impactada por 6leo (ponto 1), como para a amostra ndo
impactada (ponto 3), segundo os resultados das andlises quimicas. No entanto,
a avaliagcdo da indugcdo de MN em células meristematicas de Allium cepa, junto
com o teste de AC, possibilitou uma andlise precisa da contaminagéo por
hidrocarbonetos de petréleo, uma vez que apenas para a amostra do ponto 1,
de julho 2005, foi observada frequéncia significativa ndo s6 em relacdo ao
controle negativo como também em relagédo aos demais pontos de coleta do rio
Guaeca. Tal amostra corresponde ao local de afloramento do 6leo vazado para
0 rio, sendo a Unica amostra para a qual foi constatada a presenca de TPHs e
PHAs pelas analises quimicas.

Devido a grande presenca de 6leo na amostra do ponto 1, referente a coleta
de julho de 2005, foi realizado teste com a amostra submetida a filtracdo para
compreender a relacdo entre os possiveis danos causados pelas fracdes
solaveis e ndo sollveis do 6leo vazado. Os valores de AC e MN ndo foram
significativos entre estas amostras (filtrada e néo filtrada), indicando que a
inducdo de AC e MN nas células meristematicas de Allium cepa, apés
exposicdo a agua coletada no ponto 1, deve estar relacionadas com a
presenca das fragBes soluveis do Oleo presentes na amostra, conforme

constatado nas analises quimicas.
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Os dados também mostraram alta correlagdo entre as elevadas freqiéncias
de AC e MN em células Allium cepa observadas para a amostra de agua do
ponto 1, coletada na estacdo de seca. Tal relacao foi confirmada pela analise
de MN em células F; (regido ndo-meristematica), a qual mostrou que algumas
células meristematicas portadoras de AC, provavelmente, progrediram para
células micronucleadas, pela alta freqiiéncia de MN observada para estas
células F;. Segundo Fenech [26], MN séo resultados de fragmentos acéntricos
ou de cromossomos inteiros que ndo foram incorporados ao nucleo principal
durante o ciclo celular. Fragmentos cromossémicos podem ser derivados de
guebras cromossémicas decorrentes de a¢do clastogénica de uma substancia
[27], ou a partir de aberragBes cromossdmicas, como as pontes anafasicas, as
quais podem se romper e originar fragmentos acéntricos [24]. Por outro lado,
perdas cromossGmicas sdo consequéncias da inativacdo dos fusos mitéticos
durante a divisdo celular (acdo aneugénica) [28]. Desta maneira, os MN
observados em células F; devem ter sido originados de danos néo reparados
ou reparados de modo incorreto nas células parentais [29]. Outra hip6tese para
a alta frequéncia de MN na regido F; seria a de que células meristeméticas
portadoras de AC poderiam ser inviaveis, o que as levariam a um processo de
morte celular. Como o indice de AC foi alto, a morte destas células aberrantes
poderiam levar a uma diminuicdo no total de células F;, 0 que aumentaria,
proporcionalmente, o nimero de células com MN nesta regido.

Apesar do teste de A. cepa ter grande aceitacdo como teste de
monitoramento ambiental, alguns autores apresentam certa restricdo quanto a

utilizacdo de sistemas-teste vegetais na avaliacdo de certas classes de
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carcinégenos, como a dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PHASs), das
nitrosaminas e de algumas outras [28,30]. Tal fato é devido ao complexo
sistema de metabolizacdo, necessario para ativacdo do potencial genotéxico
destas substancias, e que estdo presentes em mamiferos e no homem. No
entanto, estudos de sistemas de ativacdo metabdlica em plantas vém sendo
realizados, ha anos, e a capacidade de vegetais superiores ativarem
promutdgenos em mutagenos ja foi comprovada por varios pesquisadores [31-
33]. Contudo, sabe-se que alguns dos metabdlitos produzidos por esta via
diferem daqueles gerados pela via de metabolizacdo de mamiferos [34].

Apesar da controvérsia exposta acima, a importancia do sistema-teste
de Allium cepa, para avaliacdo da genotoxicidade de PHAs, foi mostrada por
Fiskejo desde 1985 [5] com a utilizacdo de benzo[a]pireno. Segundo o autor, as
células de Allium cepa apresentam um sistema de enzimas oxidases capazes
de metabolizar hidrocarbonetos policiclicos e, apesar de outros sistemas-teste
se mostrarem mais sensiveis, 0s resultados gerados pelo teste de Allium cepa
devem ser considerados como alarme, alertando para a possibilidade de acgéo
semelhante em outros organismos. Nossos dados corroboram com a afirmacéo
de Fiskesjo [5], pela alta sensibilidade observada no teste de Allium cepa
realizado com as 4guas do rio Guaecd, impactadas pelo vazamento de 6leo,
uma vez que mutagenicidade foi observada, apenas, para a amostra na qual foi
detectada presenca de TPHs e PHAs pelas andlises quimicas .

Desta maneira, concluiu-se que, aguas impactadas por hidrocarbonetos
de petréleo podem apresentar efeitos genotdxicos e mutagénicos sobre

organismos expostos, como mostrou claramente o caso do rio Guaecd, pela
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mutagenicidade observada apenas para a amostra na qual foi detectada a
presenca de TPHs e PHAs pela andlise quimica. Além disso, sugere-se que 0s
valores significativos de AC e MN, observados nas células de Allium cepa seja,
provavelmente, decorrente da acdo dos PHAs quantificados na analise
guimica, uma vez que é sabido que PHAs sdo perigosos carcindbgenos
ambientais. Concluiu-se também que vazamentos de oleodutos em rios, se
gerenciados de maneira correta, com a realizacdo de planos adequados de
contingéncias do acidente pela empresa poluidora [35], com a remocdo e
contencdo de 6leo vazado, podem levar a uma recuperacao da qualidade das
aguas, como foi observado para o rio Guaeca, uma vez que ndo foram
detectados impactos por hidrocarbonetos nem nas analises quimicas, nem nos
testes de AC e MN para as amostras coletadas em fevereiro de 2006.

Por fim, concluiu-se ainda que o sistema-teste de A. cepa foi sensivel
para a analise proposta, se mostrando um modelo eficiente na detecgéo de
contaminacdo por hidrocarbonetos de petréleo. No entanto, embora ambos os
tipos celulares utilizados, meristematicas e F;, tenham sido adequados para
esta andlise, sugerimos que a contagem de MN nas células meristematicas
sejam computados, juntamente, com as AC, para tornar a analise mais
confiavel. Sugerimos ainda que os testes de AC em céulas meristematicas seja
complementares as analises de MN em células F1, para o esclarecido da acéo

celular do quimico investigado.
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Tabela 1. Dados metereolégicos referentes aos periodos de coletas das

amostras no rio de Guaeca, Sao Sebastiao - SP.

Més Média de Média de Umidade indice de
temperatura temperatura  Relativa do Ar  Chuva (mm)
maxima (°C) minima (°C) (%)

Julho 2005 33,14 15,39 85,43 0,008
Fevereiro 2006 35,9 21,06 89,43 0,043

Tabela 2. Hidrocarbonetos totais de petroleo (TPHs) detectados pela analise
guimica na amostra de agua do ponto 1 do rio Guaeca, coletada em

junho de 2005 (inverno).

Amostra Ponto de coleta TPHs Concentracéo (ug/l) Limite Deteccéo (ug/l)
C12 148.34 50,00
C13 148.34 50,00
Cl4 310.40 50,00
C15 271.53 50,00
Julho 2005 ponto 1 C16 261.53 50,00
C17 966.30 50,00
C18 509.27 50,00
Total de n-alcanos 2615.71
MCNR 79896.62

MCNR: mistura complexa néo resolvida

Tabela 3. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PHAs) detectados pela
analise quimica na amostra de agua do ponto 1 do rio Guaeca,

coletada em junho de 2005 (inverno).

Amostra Ponto de coleta PHAs Concentracao (pg/l) Limite Deteccao (pg/l)
naftaleno 7.08 0,25
acenatftileno 4.56 0,25
acenafteno 1.91 0,25
fluoreno 15.12 0,25
Julho 2005 ponto 1 fenantreno 78.78 0,25
pireno 9.43 0,25
benzo(a)antraceno 3.82 0,25
criseno 18.88 0,25

Total of PHAs 139.58
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Tabela 4. Comparacdo das Freqiiéncias de indice Mitético, Aberracdes
Cromossomicas e Micronucleos em células meristematicas de A.

cepa, apos exposicao as amostras de aguas do rio Guaeca.

Amostra Pontos de coleta Numero de indice Aberracdes Micronucleos
células Mitético Cromossoémicas
analisadas
controle negativo 5000 17.32+16.26 0.86+2.02 0.125+0.87
controle positivo 5000 18.46+13.71 4.00+8.00° 0.54+2.17
ponto 1 5000 15.0048.00 7.5+¢21.73° 2.72+8.27°
Julho 2005 ponto 1 — agua 5000 19.57+17.40 8.20+25.55° 3.86+22.46%
filtrada
ponto 2 5000 15.10+8.76 3.36+3.73 0.26+1.37°
ponto 3 5000 18.55+11.06 4.16+5.00* 0,52+3.37°
ponto 4 5000 15.88+£16.81 3.41+£5.57 0.25+1.10°
controle negativo 5000 29.204£10.96 1.3442.32 0.14+1.06
controle positivo 5000 32.26+11.87 1.45+2.72 2.10£7.20°
. ponto 1 5000 31.21+16.46 1.10+2.64 0.84+4.00
Fevereiro 2006 ponto 2 5000 31.34+11.35 15+2.51 0.78+2.86
ponto 3 5000 30.62+14.12 1.33+3.77 1.28+8.48
ponto 4 5000 31.28+21.07 1.86+3.63 1.62+5.34

média+D

& diferenca significativa em relac&o ao controle negativo (p<0.05), de acordo com o teste de Kruskal-Wallis

b diferenca significativa em rela¢éo a amostra de agua do ponto 1 de Julho de 2005 (p<0.05), de acordo com
o teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 5. Comparacdo das frequéncias de Micronucleos em células
meristematicas e F; de A. cepa ap0s exposicdo a amostra de
agua do ponto 1, coletada em Julho de 2005.
Amostra Pontos de coleta NUmero de Freqiéncia de FregUéncia de
células MN em células MN em células
analisadas meristematicas F,
controle negativo 5000 0.125+0.87 0.16+0.78
controle positivo 5000 0.54+2.17 1.36+£3.26
Julho 2005 ponto 1 5000 2.72+8.27% 12.8+15.64%
ponto 1 — 4gua 5000 3.86+22.46° 13.2+14.8%
filtrada
ponto 3 5000 0,52+3.37 0,16+1,13
médiatDP

@ diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (p<0.05), de acordo com o teste de Kruskal-
Wallis.
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Figura 1. Localizacdo do Municipio de Sao Sebastido, dos pontos de coleta no
rio Guaeca e do oleoduto responsavel pelo impacto de 6leo no referido rio. P1:
nascente do rio e local de afloramento do 6leo vazado; P2: principal ponto de
contencdo e remocao de 6leo do rio; P3: ponto de menor declividade do rio; P4:
foz do rio.
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Resumo

Teste de aberragcbes cromossdmicas (AC) vem sendo largamente
utilizado, ndo apenas para estimar o potencial genotoxico de agentes quimicos,
mas também para avaliar os mecanismos de acdo destes agentes sob o
material genético de organismos expostos e assim obter um melhor
entendimento da atuagdo de substancias quimicas sobre a molécula de DNA.
Na ecotoxicologia, 0os agentes quimicos sao classificados de acordo com sua
acao, podendo ser considerados de ac¢do clastogénica ou aneugénica. Dentre
0S organismos-teste utilizados para esta finalidade, a espécie de Allium cepa
vem se destacando pela sua sensibilidade de resposta e pelas boas
caracteristicas cromossémicas, as quais sdo essenciais para estudos de danos
cromossdmicos ou disturbios do ciclo de divisdo celular. Desta maneira, com o
objetivo de avaliar os mecanismos de acdo de aguas impactadas por
hidrocarbonetos de petréleo, foi aplicado o teste de AC em células
meristematicas de A. cepa expostas a agua do rio Guaeca, Sao Sebastiao-SP,
impactada por vazamento de oleoduto da regido. Os resultados mostraram
elevadas frequéncias de AC e Micronucleos (MN) para as radiculas expostas a
agua contaminada do rio Guaecd, além da inducdo de morte celular,
visualizadas por alguns tipos de aberra¢cdes no material genético de A. cepa
expostos a esta agua. Os resultados também apontaram acdes tanto
clastogénica como aneugénica da amostra de agua em estudo em decorréncia
provavelmente da presenca de hidrocarbonetos derivados do vazamento de

petréleo.
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1. Introducéo

As aberragbes cromossémicas (AC) séo caracterizadas por mudancas
na estrutura normal de um cromossomo ou no ndamero total de cromossomos,
podendo ocorrer espontaneamente ou como resultado de exposicdo de
agentes fisicos ou quimicos (RUSSEL, 2002). Agentes fisicos e quimicos
podem induzir AC por diferentes mecanismos de acdo, sendo estes
denominados de acles clastogénica e aneugénica. Agdo clastogénica é
caracterizada pela inducédo de quebras cromossémicas durante o processo de
divisdo celular, ao contrario da acdo aneugénica, que € dada pela inativacao de
estruturas celulares, como, por exemplo, os fusos mitéticos, com consequentes
perdas cromossbémicas (FENECH, 2000).

Alguns autores afirmam que as AC estdo intimamente relacionadas com
neoplasias e que existe uma correlacao positiva entre elevadas frequéncias de
AC e o desenvolvimento de alguns tipos de cancer (NATARAJAN, 2002;
BONASSI et al., 2002; OBE et al., 2002). Desta maneira, a presenca de AC
tem se caracterizado em importantes eventos indicativos precedentes da
carcinogénese, sendo consideradas biomarcadores fundamentais para a
avaliacdo dos efeitos da exposicdo humana a agentes fisicos e quimicos
(NATARAJAN, 2002; OBE et al., 2002).

A preocupacdo com a crescente introducdo de agentes quimicos no
ambiente e os aumentos significativos de casos de cancer tém promovido o
desenvolvimento e a aplicacdo de inUmeros testes biol6gicos para avaliar os
efeitos induzidos por estes agentes. Dentre estes testes, o teste de AC, que é

um dos mais antigos e mais utilizados, vem sendo considerado como um dos
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poucos métodos diretos capazes de mensurar mutacdes em sistemas expostos
a mutagenos ou carcindgenos potenciais (RANK et al., 2002). Adicionalmente,
tal teste, por ser baseado na citogenética classica, é facilmente aplicado em
uma ampla variedade de organismos, o que favorece a sua utlizacdo no
monitoramento ambiental.

Entre os organismos utilizados em testes de AC, plantas superiores sao
reconhecidas como excelentes indicadores de efeitos genotoxicos e
mutagénicos de quimicos ambientais (GRANT, 1994, 1999), tendo a espécie
de Allium cepa como destaque. Desta maneira, teste de AC em Allium cepa
vem sendo considerado um eficiente teste de curta-duragédo para avaliacao de
poluentes ambientais em geral (FISKESJO, 1985, 1988; COTELLE et al., 1999)
e, em particular, para poluentes aquéaticos (SMAKA-KINCL et al., 1996; RANK e
NIELSEN, 1993, 1994; MATSUMOTO et al., 2006; FATIMA e AHMAD, 2006;
MIGID et al, 2007). Além disso, as caracteristicas cromossomicas desta
espécie favorecem a aplicacdo do teste de AC, ndo apenas para investigacao
de efeitos genotdxicos, mas também para a compreensdo de mecanismos de
acgéo dos quimicos investigados (FISKESJO, 1985; RANK e NIELSEN, 1997).

Considerando que hidrocarbonetos de petréleo podem apresentar
efeitos danosos sob o material genético de organismos expostos e que a
compreensdo dos mecanismos de acao de tais agentes é fundamental para
melhor entendimento de sua atuacdo sob o DNA, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar os mecanismos de acdo de aguas impactadas por

hidrocarbonetos de petréleo em decorréncia de vazamento de oleoduto.
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2. Material e Métodos

2.1. Material de Estudo

Amostra de agua do rio Guaecd, localizado no Parque Estadual da Serra
do Mar, Municipio de S&o Sebasti&o-SP, Brasil, foi utilizada como material de
estudo para se avaliar as conseqiiéncias na biota associada a este recurso
hidrico, que foi impactado por petrdleo decorrente de vazamento de oleoduto
em fevereiro de 2004 (Figura 1). A coleta foi realizada em julho de 2005, na
nascente do rio Guaecd (Figura 1), ponto este correspondente ao afloramento
do 6leo vazado para o rio e o unico local do rio que foi detectada presenca de
hidrocarbonetos de petréleo (TPHs e PAHS), pelas analises quimicas (Tabelas
1 e 2). Para o procedimento das coletas destas amostras foi adotada a
metodologia de coleta de aguas superficiais, descrita pela CETESB (1987),
como segue: galdes plasticos novos, com capacidade de 20L, foram,
primeiramente, os submergidos nas aguas do local de coleta, para uma
lavagem previa do mesmo com a agua do ponto a ser coletado. Apds este
procedimento, os recipientes foram, novamente, submergidos nas aguas dos
respectivos pontos, porém, em locais correspondentes aos pontos médios da
largura do rio, até o completo preenchimento de seu volume. Apds a coleta das
amostras de aguas, os galdes foram, imediatamente, lacrados e refrigerados a

4 + 2°C, para o transporte.
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2.2. Organismo-teste

Como organismo-teste, foram utilizadas sementes da espécie de Allium
cepa (variedade baia periforme), marca® Topseed, por caracterizar-se em um
material de analise homogéneo, tanto genética como fisiologicamente,

proporcionando uma maior confiabilidade nos resultados.

2.3. Metodologia

Os ensaios de aberracdo de cromossbmicas (AC) em células
meristematicas de radiculas de Allium cepa, foram realizados de acordo com o
protocolo estabelecido por Grant (1982), com algumas modificacées. Sementes
de cebola, dispostas em placas de Petri forradas com papel filtro, foram
submetidas a germinacdo na amostra de agua coletada no rio Guaeca e nos
tratamentos controles negativo e positivo, sendo utilizada uma placa de Petri
para cada tratamento. Agua ultrapura foi usada para o teste controle negativo,
e 4 x 10™* M de metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3) para
o controle positivo. Quando as radiculas atingiram cerca de 2.0 cm de
comprimento, elas foram coletadas e fixadas em acido alcool-acético (3:1-v/v)
por 24 h. Apés a fixacao, as raizes foram submetidas a coloracao em reativo de
Schiff, como descrito por Feulgen e Rossenbeck (1924, appud MELLO e
VIDAL, 1978). Para o preparo das laminas, os meristemas foram recobertos
com laminulas e, suavemente, esmagados em uma gota de carmim acético
(2%). As laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas

montadas com resina sintética, para serem, posteriormente, analisadas. Varios
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tipos de AC foram analisados, nas diferentes fases de diviséo celular (préfase,
metafase, anéafase, teléfase), sendo agrupados em categorias, de acordo com
0S mecanismos de acdo. As quebras e as pontes cromossdmicas foram
reunidas como derivadas de efeito clastogénico, enquanto que as perdas,
aderéncias, atrasos, multipolaridade e c-metafases foram consideradas
decorrentes de distlirbios nos fusos mitdticos, caracterizando o efeito
aneugénico. Como indicativo de processos de morte celular, foram utilizadas as
alteragbes nucleares classificadas de ndcleos lobulados e células
polinucleadas. A incidéncia de microndcleos (MN), assim como o seu
tamanho, também foram registrados para avaliacdo de acdes clastogénica e/ou
aneugénica. A analise se deu pela contagem de cerca de 5000 células por
tratamento, sendo 500 células por lamina para um total de 10 laminas. Para a
comparagédo das frequiéncias totais de células aberrantes, obtidas nos ensaios
com a amostra de agua do rio Guaeca e o controle negativo, foi aplicado o

teste estatistico de Kruskal-Wallis.

3. Resultados
Os resultados obtidos para o teste de AC, usando o sistema-teste de

Allium cepa, estdo reunidos na Tabela 3 e Figura 2.

Pela andlise dos dados obtidos, observou-se que a freqiiéncia total de
células aberrantes foi significativamente maior, em relagdo ao controle
negativo, apds a exposicao das sementes a amostra de agua coletada no rio

Guaeca (Tabela 3). Adicionalmente, a analise dos tipos de células aberrantes
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mostrou-se diversificada, incluindo desde aberragcbes cromossémicas até

alteragbes nucleares (Tabela 3, Figura 2).

Dentre as AC observadas, as quebras e as pontes cromossdmicas
apresentaram, quando agrupadas, as menores freqiéncias (0,43) quando
comparadas com o agrupamento das demais aberragbes como perdas,
atrasos, aderéncias, multipolaridade e c-metafases (1,46). Quanto as
alteracbes nucleares, para o agrupamento das frequéncias de nucleos
lobulados e células polipldides, obteve-se um valor de 1,06. Além disso, dentre
as anormalidades nucleares, observamos a presenca de MN para as radiculas
expostas a amostra de agua do rio Guaeca. A andlise de MN nestas radiculas

também mostrou uma variacdo quanto ao tamanho dos mesmos (Figura 2).

4. Discusséo

Teste de AC em Allium cepa caracteriza-se nao apenas como um rapido
exame de efeitos genotdxicos e mutagénicos de substancias quimicas presente
no meio ambiente (FISKEJO, 1985, 1988; RANK e NIELSEN, 1993, 1994;
GRANT, 1994, 1999; SMAKA-KINCL et al., 1996; COTELLE et al., 1999;
MATSUMOTO et al., 2006; MIGID et al., 2007), mas também como um sistema
apto a avaliar mecanismos de acao de agentes quimicos sob o DNA de
organismos expostos (RANK e NIELSEN, 1997; FERNANDES et al., 2007 - in
press).

A analise das frequéncias totais de AC, obtidas no presente estudo,
mostrou diferenca significativa entre o teste com a agua do rio Guaeca

impactada por hidrocarbonetos e o controle negativo. No entanto, a avaliacdo
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da freqUéncia total de AC indica apenas a genotoxicidade desta agua e ndo os
mecanismos de agdo dos hidrocarbonetos de petréleo sob o material genético
do organismo-teste. Analisando, isoladamente, cada tipo de aberracéo
encontrada, podemos inferir os efeitos destes quimicos, quanto a sua acédo
clastogénica ou aneugénica.

Segundo Fenech et al. (2002), micronlcleos podem ser resultados de
fragmentos acéntricos ou de cromossomos inteiros que nao foram incorporados
ao nucleo principal durante o ciclo celular. Uma substancia capaz de induzir a
formacdo de micronucleos pode ser considerada uma substancia clastogénica
ou aneugénica (YI et al.,, 2003). A acao clastogénica de uma substancia é
comprovada pela presengca de micronucleos decorrentes de quebras
cromossdmicas durante o processo de divisdo celular, ao contrario da acao
aneugénica, que é dada pela inativagcdo do fuso mitético, que levara a perda de
cromossomos inteiros, ficando os mesmos ausentes no nucleo principal da
célula.

Yamamoto e Kikuchi (1980) demonstraram que, medindo o diametro dos
microndcleos, era possivel determinar se o agente era clatogénico ou
aneugénico. Os autores observaram que o0s micronucleos produzidos por
agentes clastogénicos eram, de maneira geral, menores que aqueles
produzidos por agentes aneugénicos. No entanto, apesar do método ter sido
satisfatério para um grande ndmero de micronucleos, este nao se mostrou
confiAvel em muitos outros casos. Combes et al. (1995) concluiram que a
analise do tamanho do micronlcleo ndo é parametro, suficientemente, seguro

para a determinagéo da agéo clastogénica ou aneugénica do xenobionte sobre
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as células expostas. Fenech (2000), baseado em estudos com células
humanas e de outros tipos celulares, afirma que o tamanho dos cromossomos,
por ser heterogéneo, ndo confere em bom parametro para o estabelecimento
de uma correlacdo segura entre o tamanho do micronucleo e o indicativo de
efeito clastogénico ou aneugénico. Para o autor, um microndcleo pequeno
pode conter tanto um fragmento de um cromossomo grande, como um
Cromossomo pequeno inteiro.

Contudo, ao contrario da espécie humana, algumas espécies de
vegetais superiores tém sido amplamente empregadas para avaliacdo da
genotoxicidade de agentes quimicos, devido as boas caracteristicas de seus
cromossomos, que permitem, além da investigagdo do potencial genotoxico, a
avaliagdo dos mecanismos de acOes dos agentes testados. Dentre estas
espécies, Allium cepa vem se destacado pelo seu padrdo cariotipico simétrico,
0 qual apresenta homogeneidade quanto ao tamanho de seus cromossomos,
sendo estes grandes, além de se encontrarem em numero reduzido (2n=16)
(GRANT, 1982; FISKESJO, 1985). Desta maneira, o método proposto por
Yamamoto e Kikuchi (1980), de deteccdo de acbes clastogénica e/ou
aneugénica de uma substancia em relagdo ao tamanho de micronucleos, pode
ser vélido para sistema-teste de A. cepa.

Nossos dados mostraram MN de tamanhos variados e com diferentes
graus de condensacdo em decorréncia da exposicdo de radiculas de A. cepa a
amostra de agua impactada do rio Guaeca. Tal resultado nos sugere que o
petréleo, por ser constituido de uma mistura complexa de hidrocarbonetos,

pode ter tanto uma acéo clastogénica como aneugénica. Estas acdes sobre o
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material genético pode estar relacionada, principalmente, com os PAHSs, pois
os efeitos toxicos, mutagénicos e carcinogénicos ja sao reconhecidos para esta
classe de poluentes (AINA et al., 2006). No entanto, apesar da utilizacdo do
método proposto por Yamamoto e Kikuchi (1980), outras técnicas, como
bandamento cromossémicos (C, NOR e fluorocromos base-especificos) e
hibridacéo in situ (FISH), devem ser aplicadas para a confirmacgdo da hipotese
proposta.

Fragmentos cromossdmicos podem ser derivados de quebras
cromossdmicas decorrentes de pontes anafasicas, que por sua vez podem ser
originadas de translocagdes cromossOmicas coesivas (FISKEJO, 1993).
Nossos resultados nao mostraram freqiéncias elevadas de quebras
cromossdmicas nos meristemas radiculares de A. cepa submetidos as aguas
do rio Guaeca, porém, mostraram, como mencionado acima, frequéncias
elevadas de micronucleos de tamanho e condensacéo variadas. Desta forma,
0s micronucleos menores e mais condensados podem indicar a ocorréncia de
quebras cromossdmicas, dadas pela agéo clastogénica dos hidrocarbonetos de
petréleo presentes nas 4guas do rio Guaeca.

Segundo Fiskejo e Levan (1993), Marcano e Del Campo (1995),
Marcano et al. (1999), Turkoglu (2007) aderéncias cromossdmicas s&o sinais
comuns da acéo toxica sobre o material genético e decorre, provavelmente, em
efeitos irreversiveis para a célula, promovendo a morte da mesma. Para
Marcano et al. (2004), as aderéncias cromossOmicas originam pontes e,
conseqlentemente, quebras cromossémicas. As pontes cromossémicas

decorrentes de aderéncias podem ser multiplas e persistirem até a telofase
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(GIACOMELLI, 1999). Nossos resultados mostraram a presenca de aderéncias
cromossdmicas, porém, estas ndo se encontraram em frequéncias elevadas
nas células meristematicas expostas a agua do rio Guaecad. No entanto, a
simple presenca de aderéncias nestas células pode esclarecer a presenca de
pontes e quebras cromossbmicas nas memas, bem como de feitos
aneugénicos, devido ao seu mecanismo de indugéo.

C-metéfases sdo evidéncias da acado aneugénica de uma substancia,
uma vez que proporcionam a completa inativagdo do fuso mitotico das células
(FISKEJO, 1985; FISKEJO, 1993). Os fusos s&o inativados quando nenhuma
placa equatorial € organizada, o que pode acarretar em um impedimento da
divisdo dos centrdbmeros. Segundo Krisch-Volders (2002) e Fernandes et al.
(2007 - in press), a presenca de C-metafases pode levar a formacao de
nacleos polipléides, embora o resultado mais freqiiente seja a formacao de
uma grande quantidade de micronucleos. Os resultados obtidos com os
meristemas radiculares de A. cepa submetidos a amostra de agua do rio
Guaeca, ndo apresentou freqiiéncia elevada de C-metafases. Porém, nossos
resultados parecem ser concordantes com os de Krisch-Volders (2002), uma
vez que observamos uma grande quantidade de micronucleos em células de A.
cepa expostas a amostra de agua do rio Guaecd, indicando uma agao
aneugénica dos hidrocarbonetos presentes nesta amostra.

Segundo Turkoglu (2007), atrasos cromossémicos sao decorrentes de
falhas na movimentacdo dos cromossomos para 0s polos opostos da célula,
durante processos de divisdo celular. Nossos dados mostraram baixas

frequiéncias de atrasos cromossémicos, porém, devido a sua decorréncia, a



Artigo 2 118

presenca de tal categoria foi considerada como acéo aneugénica da mistura de
hidrocarbonetos testada.

De acordo com Rank e Nielsen (1998), anafases multipolares decorrem
do mau funcionamento do fuso mit6tico, que distribui os cromossomos de
forma irregular, encaminhando-os para mais de dois pélos nas células,
contrariamente ao que ocorre em células de divisdo normal. Em nossos
estudos foram observadas baixas frequéncias de anéfases e teléfases
multipolares, para a amostra de agua do rio Guaeca, mas uma elevada
frequéncia de nucleos lobulados foi observada para o tratamento com esta
amostra.

Fernandes (2005) mostrou que a formagéo de nucleos lobulados podem
ser decorrentes de anafases multipolares portadoras de pontes
cromossémicas. Segundo a autora, essa instabilidade cromossdmica instalada
durante a divisdo nuclear parece ndo impedir que a membrana nuclear se
reestruture. Esta membrana acompanharia a distribuicéo irregular do material
genético na célula e daria origem a estes nucleos disformes (nlcleos
lobulados). Pelos mesmos dados, concluimos que a presenca de nucleos
lobulados decorra na inducdo de processos de morte celular, uma vez que
estes nucleos ndo aparecem nas analises de células F; de radiculas de A.
cepa (LEME et al., 2007, no prelo).

Alguns autores acreditam que as perdas e quebras cromossdmicas,
como também o préprio material excedente, promovido por replicacdo do
material genético, tendem a formar micronicleos que podem vir a ser

eliminados da célula, sob a forma de “mini cells”, formando pequenas porc¢des
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citoplasmaticas portadoras de um reduzido contetdo nuclear (FERNANDES et
al.,, 2007 — in press). No presente estudo, foi observada uma frequéncia
elevada de “mini cells” em meristemas radiculares de A. cepa, apos tratamento
com a amostra de agua do rio Guaeca. A presenca destas “mini cells” parece
ser decorrentes da eliminacdo de MN de células multimicronucleadas, dados
estes concordantes com os apresentados por FERNANDES et al. (2007 — in
press), quando analisou efeito de agentes aneugénicos.

Contudo, a partir de toda analise realizada, concluimos que os
hidrocarbonetos de petroleo podem apresentar tanto uma acao clastogénica
como aneugénica, bem como induzir processos de morte celular, sob o
material genético de organismos expostos. Adicionalmente, concluimos ainda
que, provavelmente, estes efeitos sejam decorrentes da mistura de
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (PAHS), como detectada pela andlise
guimica da amostra de agua do rio Guaeca.

Por fim, concluimos que o teste de AC em A. cepa, associada a analise
dos tamanhos de MN, confere em um bom método para a investigagdo de
mecanismos de acdo de agentes quimicos. No entanto, a avaliagdo de outras
ténicas citogenéticas € indicada, pois pode coneferir uma maior certificacdo dos

resultados.
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Tabela 1. Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (TPHS) registrados pela analise
guimica na amostra de agua do rio Guaeca.

Amostra Ponto de coleta TPHs Concentracéo (ug/l) Limite Detecgéo
(gl
C12 148.34 50,00
C13 148.34 50,00
Cl14 310.40 50,00
C15 271.53 50,00
Julho 2005 ponto 1 C1l6 261.53 50,00
C17 966.30 50,00
Cc18 509.27 50,00
Total de n-alcanos 2615.71
MCNR 79896.62

MCNR: mistura complexa néo resolvida

Tabela 2. Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos (PAHSs) registrados pela
analise quimica na amostra de agua do rio Guaeca.

Amostra Ponto de coleta PAHs Concentracao (ug/l) Limite de Deteccéo
naftaleno 7.08 0,25
acenaftileno 4.56 0,25
acenafteno 1.91 0,25
fluoreno 15.12 0,25
Julho 2005 ponto 1 fenantreno 78.78 0,25
pireno 9.43 0,25
benzo(a)antraceno 3.82 0,25
criseno 18.88 0,25

Total of PAHs 139.58




Tabela 3. Freqgliéncias de células aberrantes em radiculas de Allium cepa expostas a amostra de 4gua do rio Guaeca
contaminada por hidrocarbonetos de petréleo.

Controle Negativo Controle Positivo Amostra contaminada de
‘cg_ (milli-Q) (MMS) agua do rio Guaeca
9 Quebras Cromossomicas 0,01+0,31 0,16+0,87 0,05+0,67
(s} = N
E. Pontes Cromossomicas 0,10+0,84 0,50+1,99 0,38+2,45
@S Perdas Cromossomicas 0,01£0,31 0,14+1,13 0,31+1,45
‘ ~ N
E S Atrasos Cromossomicos 0,010,31 0,07+0,51 0,100,70
3 § Aderéncias
S . 0,40+1,33 1,20+4,22 0,47+2,64
=3 Cromossémicas
g Multipolaridade 0,01+0,31 0,02+0,31 0,20+0,70
< C-metafases 0,0840,70 0,07+0,51 0,38+2,82
Nucleos Lobulados 0+0 0+0 1,05+6,65
8 8§ Células PoliplGides 0+0 0,293,37 0,01x0,31
0 0 3
& g 2 Brotos Nucleares 0,07+0,96 0,48+1,71 1,86+8,37
[T i 7
£%0 § Micronucleos 0,12+0,95 0,53+2,28 2,68+9,10
o —
< “Mini cells” 00 0,02+0,31 1,96+8,13
Células aberrantes 0,97+2,34 4,68+8,23* 10,45+23,45*

médiatDP
* diferenca significativa em relacéo ao controle negativo (p<0,05) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 1. Localizacdo do Municipio de Sao Sebastido, do ponto de coleta no rio
Guaeca (ponto 1) e do oleoduto responsavel pelo impacto de 6leo no referido
rio.



Figura 2. Células meristematicas de A. cepa expostas ao tratamento controle negativo e a amostra de agua do rio Guaeca. A. Nucleo
interfasico;A;. Broto nuclear; A,. MN; As. “Mini cells”; A4. NUcleo lobulado; As e Ag. Células polinucledas com MNs; B. Préfase; B;. Inicio
de formacao de “mini cells” em profase; B,. Préfase com MN de tamanho grande e pouco condensado; B;. Préfase com MN de tamanho
pequeno e condensado (ndo sincronismo de fase entre o micronicleo e o nudcleo principal); C. Metafase; C;. Metafase com quebra
cromossodmica, C,. Metafase com perda cromossdmica; C;. Metafase com MN (ndo sincronismo de fase entre o microntcleo e o ndcleo
principal); D. Anafase; D;. Anafase com ruptura de ponte cromossémica; D,. Anafase com perda cromossémica; D;. Anafase multipolar
com ponte e perda cromossdmica; E. Telofase; E;. Teléfase com material genético se separando do conjunto de cromossomo que
constituira o nucleo filho; E,. Tel6fase com MN (n&o sincronismo de fase entre o micronlcleo e o nicleo principal); E;. Tel6fase com ponte
cromossomica e MN.
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6. CONCLUSAO GERAIS

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

- as analises de metais ndo se mostraram relevantes para o presente
trabalho pela falta de dados anterior ao vazamento que caracterizassem 0s
tracos de metais naturais das aguas do rio Guaeca;

- analises quimicas de hidrocarbonetos de petréleo, principalmente de
PAHSs, sdo importantes para a certificacdo das reacdes dos organismos-teste
aos agentes estudados, como visualizado no presente trabalho, no qual
mutagenicidade foi detectada pelo teste de Allium cepa apenas para a amostra
de agua contaminada por TPHs e PAHSs, conforme os resultados da analise
quimica;

- dguas impactadas por hidrocarbonetos de petroleo podem apresentar
efeitos genotéxicos e mutagénicos aos organismos expostos, conforme
observado no rio Guaeca pela avaliacdo de suas aguas por meio do sistema-
teste de Allium cepa;

- 0 correto gerenciamento dos vazamentos de oleodutos pode levar a
recuperacdo da qualidade das &guas previamente impactadas, como

visualizado no caso do rio Guaeca, no qual os resultados das analises
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guimicas de hidrocarbonetos de petrdleo e do teste de Allium cepa nédo
indicaram contaminagdes por estes agentes na coleta de fevereiro de 2006;

- a partir dos resultados obtidos para o sistema-teste de Allium cepa,
sugerimos que, para obtencdo de resultados mais confidveis, o uso de
sedimento como substrato de germinacdo de sementes de A. cepa pode ser
mais eficiente que a realizagcdo de ensaios com extratos solubilizados ou
lixiviados;

- 0s testes de AC e MN em células meristematicas de Allium cepa e o
teste de MN em células F; desta mesma espécie se mostraram eficientes para
avaliacdo dos efeitos mutagénicos dos agentes quimicos estudados.
Adicionalmente, os testes de AC e MN em células meristematicas de A. cepa
também se mostraram eficientes para avaliagdo dos mecanismos de acao dos
hidrocarbonetos de petréleo estudados. Assim, a analise de ambos os testes
parece ser indicada para avaliagdo de contaminac¢des por hidrocarbonetos de
petréleo;

- 0 sistema-teste de Allium cepa mostrou-se sensivel as andlise
propostas, sendo indicado para a deteccdo e avaliacdo de contaminagdes de
adguas por hidrocarbonetos de petroleo, ao contrario do sistema-teste de
Oreochromis niloticus, que, por dificuldades na realizagdo dos ensaios, néo se

caracterizou em bom organismo-teste.



Referéncias Bibliograficas 133

6. REFEENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABD-ALLAH, G.A.; EL-FAYOUMI, R.l;; SMITH, M.J.; HECKMANN, R.A;
O’NEILL, K.L. A comparative evaluation of afaltoxin B1 genotoxicity in fish

models using the comet assay. Mutation Research, v.446, p.181-188, 1999.

ALBERTINI, R.J.; ANDERSON, D.; DOUGLAS, G.R.; HAGMAR, L.; HEMMINK,
K.; MERLO, F.; NATARAJAN, A.T.; NORPPA, H.; SHUKER, D.E.; TICE, R;
WATER, M.D.; AITIO, A. IPCS guideline for the monitoring of genotoxic effects
of carcinogens in humans, International Programme on Chemical Safety.

Mutation Research, v.463, p.111-172, 2000.

AL-SABTI, K.; METCALFE, C. D. Fish micronuclei for assessing genotoxicity in

water. Mutation Research, v.343, p.121-135, 1995.

ALVES-COSTA, J.R.M. Biomarcadores de contaminacdo em peixes de
agua doce, por contaminagcao de chumbo (Il): ensaios laboratoriais com

Hoplias malabaricus e Oreochromis niloticus. 2001 [s.n.] Dissertacao



Referéncias Bibliograficas 134

(Mestrado em Biologia Celular) — Universidade Federal do Parand, Curitiba/PR.

2001.

[API] American Petroleum Institute. In: About Oil and Natural Gas. Disponivel

em: http://www.api.org/aboutoilgas/. Acesso em: outubro 2006.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. ABNT. NBR — 10006 —
Procedimento para obteng&o de extrato solubilizado de residuos sélidos.

Rio de Janeiro, 2004. 3p.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. ABNT. NBR — 10007 —

Procedimento para amostragem de residuos soélidos. Rio de Janeiro, 2004.

ATEEQ, B.; ADUL FARRAH, M.; ALI, M.N.; AHMAD, W. Clastogenicity of
pentachlorophenol, 2-4-D and butachlor evaluated by Allium rot tip test.

Mutation Research, v.514, p.05-113, 2002a.

ATEEQ, B.; ABUL FARAH, M.; ALI, M.N.; AHAMAD, W. Indution of micronuclei
and erythrocyte alterations in the catfish Clarias batrachus by 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid and butachlor. Mutation Research, v.518, p.135-

144, 2002b.



Referéncias Bibliograficas 135

AVISHAI, N.; RABINOWITZ, C.; MOISEEVA, E.; RINKEVICH, B. Genotoxicity
of Kishon River, Israel: the application of an in vitro celular assay. Mutation

Research, v.518, p.21-37, 2002.

AYLLON, F.; GARCIA-VAZQUEZ, E. Induction of micronuclei and other nuclear
abnormalities in European minnow Phoxinus phoxinus and mollie Poecilia
latipinna: an assessment of fish micronucleus test. Mutation Research, v.467,

p.177-186, 2000.

BARAHI, 1.B.; NOOR, F.M.; DAUD, N.M. Micronucleated erythrocytes as an
assay to assess actions by physical and chemical genotoxic agents in Clarias

gariepinus. Mutation Research, v.313, p.1-5, 1994.

BARSIENE, J.; DEDONYTE, V.; RYBAKOVAS, A.; ANDREIKENAITE, L.
ANDERSEN, O.K. Investigation of micronuclei and nuclear abnormalities in
peripheral blood and kidney of marine fish treated with crude oil. Aquatic

Toxicology, v.78, p.99-104, 2006.

BELPAEME, K.; DELBEKE, K.; ZHU, L.; KIRSCH-VOLDERS, M. Cytogenetic
studies of PCB on brown trout (Salmo trutta fario) using the micronucleus test

and the alkaline comet assay. Mutagenesis, v.11, p.485-492, 1996.

BELPAEME, K.; COOREMAN, K. ZHU, L.; KIRSCH-VOLDERS, M.

Development and validation of the in vivo alkaline comet assay for detecting



Referéncias Bibliograficas 136

genomic damage in marine flatfish. Mutation Research, v.415, p.167-184,

1998.

BIHARI, N.; FAFANDEL, M. HAMER, B. KRALJ-BILEN, B. PAH content, toxicity
and genotoxicity of coastal marine sediments from the Rovinj area, Northern

Adriatic, Croatia. Science of the Total Environment, v.366, p.602-611, 2006.

BOLOGNESI, C.; PERRONE, E.; ROGGIERI, P.; SCIUTTO, A. Bioindicators in
monitoring long term genotoxic impact of oil spill: Haven case study. Marine

Environmental Research, v.62, p.287-291, 2006.

BOMBAIL, V.; DENNIS, A.W.; GORDON, E.; BATTY, J. Application of the
comet and micronucleus assays to butterfish (Pholis gunnellus) erythrocytes

from the Firth of Forth, Scotland. Chemosphere, v.44, p.383-392, 2001.

BONASSI, S.; AU, W.W. Biomarkers in molecular epidemiology studies for

health risk prediction. Mutation Research, v.511, p.73-86, 2002.

CARRASCO, R.K.; TILBURY, K.L.; MYERS, M. Assessment of piscine
micronucleus test as an in situ biological indicator of chemical contaminant
effects. Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, v.47, p.2123-

2136, 1990.



Referéncias Bibliograficas 137

CAVAS, T.; ERGENE-GOZUKARA, S. Micronuclei, nuclear lesions and
interphase silver-stained nucleolar organizer regions (AgNORs) as cyto-
genotoxicity indicators in Oreochromis niloticus exposed to textile mill effluent.

Mutation Research, v.538, p.81-91, 2003.

CAVAS, T.; ERGENE-GOZUKARA, S. Induction of micronuclei and nuclear
abnormalities in Oreochromis niloticus following exposure to petroleum refinery
and chromium processing plant effluents. Aquatic Toxicology, v.74, p.264-

271, 2005.

CAVAS, T.; GARANKO, N.N.; ARKHIPCHUK, V.V. Induction of micronuclei and
binuclei in blood, gill and liver cells of fishes subchronically exposed to cadmium
chloride and copper sulphate. Food and Chemical Toxicology, v.43, p.569-

574, 2005.

CHEN, G.; WHITE, P.A. The mutagenic hazards of aquatic sediments: a review.

Mutation Research, v.567, p.151-225, 2004.

[CETESB] Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental. Guia de coleta
e preservagdo de amostras de agua. Coord. Edmundo Garcia Agudo (et al.)

Sao Paulo, 1987.



Referéncias Bibliograficas 138

[CETESB] Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental. Relatério
Técnico: Acidente com o Oleoduto OSBAT — PETROBRAS / TRANSPETRO

- GUAECA — SAO SEBASTIAO. Sao Paulo, 2005.

[CETESB] Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental. Portal do
governo do Estado de Sao Paulo. Sdo Paulo, 2007. In: Variaveis de qualidade
das aguas. Disponivel em: http://www.cetesb.sp.gov.br/Agua/rios/variaveis.

Acesso em: janeiro 2007.

COLLINS, A.R. The Comet Assay for DNA Damage and Repair: Principle,

Applications and Limitations. Molecular Biotechnology, v.26, p.249-261, 2004.

COTELLE, S.; MASFARAUD, J.-F.; FERARD, J.-F. Assessment of the
genotoxicity of contaminated soil with the Allium/Vicia-micronucleus and
Tradescantia-micronucleus assays. Mutation Research, v.426, p.167-171,

1999.

CORMARK, D.M. Ham’s Histologia, 9 ed. Rio de Janeiro. Guanabara Koogan.

1991. p.5e p.35.

DEARFIELD, K.L.; CIMINO, M.C.; MCCARROLL, N.E.; MAUER, I.; VALCOVIC,
L.R. Genotoxicity risk assessment a proposed classification strategy. Mutation

Research, v.521, p.121-135, 2002.



Referéncias Bibliograficas 139

DOYLE J. Crude awakening: the oil mess in America. Washington: Friends of
the Earth, 1994. In: AGENCY OF TOXIC SUBSTANCE DISEASE REGISTRY.
Disponivel em: http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles. Acesso em: outubro de

2006.

[EPA] Environmental Protect Agency. In: Water Pollution. Disponivel em:
http://www.epa.gov/ebtpages/watewaterpollution.html. Acesso em: janeiro de

2007.

ESTEVES, F.A. Fundamentos de Limnologia. Rio de Janeiro: Interciéncia, 2

ed., 1998. p.602.

FATIMA, R.A.; AHMAD, M. Genotoxicity of industrial wastewaters obtained from
two different pollution sources in northern India: A comparison of three

bioassays. Mutation Research, v.609, p.81-91, 2006.

FENECH, M.; CROTT, J.; TURNER, J.; BROWN, S. Necrosis, apoptosis,
cytostasis and DNA damage in human lymphocytes measured assay:
description of the method and results for hydrogen peroxide. Mutagenesis,

v.14, n.6, p.605-612, 1999.

FENECH, M. The in vitro micronucleus technique. Mutation Research, v.455,

p.81-95, 2000.



Referéncias Bibliogréaficas 140

FENECH, M. Biomarkers of genetic damage for cancer epidemiology.

Toxicology, Limerick, p.411-4116, 2002.

FERNANDES, T.C.C.; MAZZEO, D.E.C.; MARIN-MORALES, M.A. Mechanism
of micronuclei formation in polyploidizated cells of Allium cepa exposed to
trifluralin  herbicide. Pesticide Biochemistry and Physiology. (2007),

doi:10.1016/}.pestbp.2006.12.003.

FISKESJO, G.; LASSEN, C. Benzo[a]pireno and nitrosoguanidine in the Allium

test. Mutation Research, v.97, p.188, 1982.

FISKESJO, G. The Allium test as a standard in environmental monitoring.

Hereditas, v.102, p.99-112, 1985.

FISKESJO, G. The Allium test — an alternative in environmental studies: the

relative toxicity of metal ions. Mutation Research, v.197, p.243-260, 1988.

FISKESJO, G. The Allium cepa test in wastewater monitoring. Environmental

Toxicology and Water Quality, v.8, p.291-298, 1993.

FREITAS, V.P.S.; BRIGIDO, B.M.; BADOLATO, M.I.C.; ALABURDA, J. Padrédo
fisico-quimico da agua de abastecimento publico da regido de Campinas.

Revista Instituto Adolfo Lutz, v.61, n.1, p.51-58, 2002.



Referéncias Bibliogréaficas 141

GRANT, W.F. Chromosome aberration assays in Allium. Mutation Research,

v.99, p.273-291, 1982.

GRANT, W.F. The present status of higher plant bioassays for detection of

environmental mutagens. Mutation Research, v.310, p.175-185, 1994.

GRASSI, L.E.A. Uso da técnica de micronicleos para avaliacdo de
genotoxicidade em peixes dos rios Jaguari e Atibaia — Bacia Hidrografica do
Rio Piracicaba — S&o Paulo — Brasil, In: Hematologia, biometria, teor de
compostos organoclorados e freqiéncia de formagdo de micronucleos
em teledsteos de 4gua doce, sob diferentes condi¢gdes limnoldgicas. 2002.
166 f. Tese (Doutorado em Zoologia) — Universidade Estadual Paulista, Rio

Claro/SP, 2002.

GRAVATO, C.; SANTOS, M.A. Genotoxicity biomarkers’ association with B(a)P
biotransformation in Dicentrarchus labrax L. Ecotoxicology Environmental

Safety, v.55, p.352-358, 2003.

GRISOLIA; C.K.; STARLING, F.L.R.M. Micronuclei monitoring of fishes from
Lake Paranod, under influence of sewage treatment plant discharges. Mutation

Research, v.491, p.39-44, 2001.

GOES, R.C.S. Toxicologia Industrial: um guia préatico para prevencéo e

primeiros socorros. Rio de Janeiro: Revinter, 1997.



Referéncias Bibliogréaficas 142

GONTIJO, AM.M.C.; TICE, R. Teste do cometa para deteccdo de dano no
DNA e reparo em células individualizadas. In: RIBEIRO, L.R.; SALVADORI,
D.M.F.; MARQUES, E.K. (Org.). Mutagénese Ambiental. Canos: Ulbra, 2003.

p.173-200.

HAGMAR, L.; STROMBERG, U.; BONASSI, S.; HANSTEEN, I.-L.; KNUDSEN,
L.E.; LINDHOLM, C.; NORPPA, H. Impact of types of lymphocyte chromosomal
aberrations on human cancer risk: result from Nordic and Italian cohorts.

Cancer Research, v.64, p.2258-2263, 2004.

HANS-JOACHIM, N.; PACZY'NSKA-LAHME, B.; SEVERIN, D. Composition

and properties of petroleum. Stuttgart: Enke, 1981.

HAMOUTENE, D.; PAYNE, J.F.; RAHIMTULA, A.; LEE, K. Use of the comet
assay to assess DNA damage in hemocytes and digestive gland cells of
mussels and clams exposed to water contaminated with petroleum

hydrocarbon. Marine Environmental Research, v.54, p.471-474, 2002.

HARSHBARGER, J.C.; CLARCK, J.B. Epizootiology of neoplasms in bony fish
of North-America. Science of the Total Environment, v.94, n.1-2, p.1-32,

1990.



Referéncias Bibliograficas 143

HAYASHI, M.; UEDA, T.; UYENO, K.; WADA, K.; KINAE, N.; SAOTOME, K;
TANAKA, N.; TAKAI, A.; SASAKI, Y.F.; ASANO, N.; SOFUNI, T.; OJIMA, Y.
Development of genotoxicity assay systems that use aquatic organisms.

Mutation Research, v.399, n.2, p.125-133, 1998.

HEDDLE, J.A.; HITE, M.; IRKHART, B.; MACGREGOR, J.T.E.; SALAMONE,
M.F. The induction of micronuclei as a mensure of genotoxicity — a mensure of
the US environmental protection agency gene-tox program. Mutation

Research, v.123, p.61-118,1983.

HIGASHI, K. Metabolic activation of environmental chemicals by microsomal
enzymes of higher plants. Mutation Research, v.197, p.273-288, 1988.

HOOFTMAN, R.N.; DE RAAT, W.K. Induction of nuclear anomalies
(micronuclei) in the peripheral blood erytrocytes of the eastern mudminnow
Umbra pygmaea by ethyl methanesulphonate. Mutation Research, v.104,

p.147-152, 1982.

HOSE, J.E.; CROSS, J.N.; SMITH, S.G.; DIELL, D. Elevated circulating
erythrocyte micronuclei in fishes from contaminated sites of southern California.

Marine Environmental Research, v.22, p.167-176, 1987.

HOSHINA, M.M. Avaliacdo dos efeitos citotoxicos, genotéxicos e

mutagénicos de petrdleo, por meio dos sistemas-teste de Allium cepa e



Referéncias Bibliograficas 144

Oreochromis niloticus. 2005. 160 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia

Celular e Molecular) — Universidade Estadual Paulista, Rio Claro/SP, 2005.

HOUK, V.S. The genotoxicity of industrial wastes and effluents — a review.

Mutation Research, v.277, p.91-138, 1992.

[ITOPF] International Tanker Owners Pollution Federation. 1987. Response to

Marine Qil Spills. London: Witherby.

KIRSCH-VOLDERS, M.; CUNDARI, F.; VERDOODT, B. Towards a unifying
model for the metaphase/anaphase transition. Mutagenesis, v.13, p.321-335,

1998.

KIRSCH-VOLDERS, M.; VANHAUWAERT, A.; DE BOECK, M.; DECORDIER,
I. Importance of detecting numerical versus structural chromosome aberrations.

Mutation Research, v.504, p.137-148, 2002.

KLIGERMAN, A.D. Fishes as biological detectors of the effects genotoxic
agents. In: HEDDLE, J. A. (ed). Mutagenicity: New Horizons in Genetic

Toxicology, Academic Press, 1982. p.435-456.

KOBAYASHI, H.; SUGIYAMA, C.; MORIKAMA, Y.; HAYASHI, M.; SOFUNI, T.
A comparison between manual microscopic analysis and computerized image

analysis in the cell gel electrophoresis. MMS Comm, v.3, p.103-115, 1995.



Referéncias Bibliogréaficas 145

KOPPEN, G.; TONCELLI, L.M.; TRIEST, L.; VERSCHAEVE, L. The comet
assay: a toll to study alteration of DNA integrity in developing plant leaves.

Mechanisms of Ageing and Development, v.110, n.1-2, p.13-24, 1999.

KOSZ-VNENCHAK, M.; ROKOSZ, ROKOSZ, K. The comet assay for detection
of potential genotoxicity of polluted water. Folia biologica, v.45, n.3-4, p.153-

156, 1997.

KOVALCHUCK, O.; KOVALCHUCK, |.; ARKIPQV, A.; TELYUK, P.; HOHN, B.;
KOVALCHUCK, L. The Allium cepa chromosome aberration test realibly
measures genotoxicity of soils of inhabited areas in Ukraine contamined by the

Chernobyl accident. Mutation Research, v.415, p.47-57, 1998.

LANDOLT, M.L.; KOCAN, R.M. Fish cell cytogenetics: a measure of the
genotoxic effects of environmental pollutants. In: NRIAGU, J.R. Aquatic

Toxicology. New York: J. Wiley, 1983, p.336-353.

LEE, R.F.; STEINERT, S. Use of the single cell gel eletrophoresis/comet assay
for detecting DNA damage in aquatic (marine and freshwater) animals.

Mutation Research, v.544, p.43-64, 2003.

LEME, D.M.; MARIN-MORALES, M.A. Avaliacdo do potencial citotoxico e
mutagénico de dguas e sedimentos do rio Guaeca, Sdo Sebastido — SP,

ap6s impacto de vazamento de oleoduto da regido, utilizando o sistema-



Referéncias Bibliogréaficas 146

teste de Allium cepa. In: IX Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia, Sao

Pedro/SP, 2006.

LEVAN, A. The effect of colchicines in root mitosis in Allium. Hereditas, v.24,

p.471-486, 1938.

LEVAN, A. Cytological reactions induced by inorganic salt solutions. Nature,

v.156, p.751-752, 1945.

LOPEZ-BARREA, J. Biomarkers to detect environmental pollution. Toxicology

Letters, v.88, p.79, 1996.

MA, T.-H; XU, Z.; XU, C.; McCONNELL, H.; RABAGO, E.V.; ARREOLA, G.A,;
ZHANG, H. The improved Allium/Vicia root tip micronucleus assay for
clastogenicity of environmental pollutants. Mutation Research, v.334, p.185-

195, 1995.

MacGREGOR, J.T.; WEHR, C.M.; GOULD, D.R. Clastogen induced micronuclei
in peripheral blood erythrocytes: the basis of an improved micronucleus test.

Environmental Mutagenesis, v.2, n.4, p.509-514, 1980.

MATEUCA, R.; LOMBAERT, N.; AKA, P.V.; DECORDIER, |.; KRISCH-
VOLDERS, M. Chromosomal changes: induction, detection methods and

applicability in human biomonitoring. Biochimie, v.88, p.1515-1531, 2006.



Referéncias Bibliogréaficas 147

MATSUMOTO, S.T. Estudos sobre a influéncia de efluentes
potencialmente genotoxicos, derivados de curtume, na contaminacao de
recursos hidricos da regido de Franca/SP. 2004. 216 f. Tese (Doutorado em

Genética) - Universidade Estadual Paulista, S&o José do Rio Preto/SP, 2004.

MATSUMOTO, S.T.; MANTOVANI, M.S.; MALAGUTTII, M.I.LA.; DIAS, A.L,;
FONSECA, I.C.; MARIN-MORALES, M.A. Genotoxicity and mutagenicity of
water contaminated with tannery effluents, as evaluated by the micronucleus
test and comet assay using the fish Oreochromis niloticus and chromosome
aberrations in onion root-tips. Genetics and Molecular Biology, v.29, p.148-

158, 2006.

MARTINEZ, C.B.R.; COLUS, I.M.S. Biomarcadores em peixes neotropicais
para o monitoramento da poluicdo aquatica na bacia do rio Tibagi. In: A bacia

do rio Tibagi, cap.29m p.551-557, 2002.

McNAMEE, J.P.; McLEAN, J.R.N.; FERRAROTTO, C.L.; BELLIER, P.V. Comet
assay: rapid processing of multiple samples. Mutation Research, v.466, p.63-

69, 2000.

MIGID, A.H.M.; AZAB, Y.A.; IBRAHIM, W.M. Use of plant genotoxicity bioassay
for the evaluation of efficiency of algal biofilters in bioremediation of toxic
industrial effluent. Ecotoxicology and Environmental Safety, v.66, p.57-64,

2007.



Referéncias Bibliograficas 148

MITCHELMORE, C.L.; CHIPMAN, J.K. DNA strand breakage in aquatic
organisms and the potencial value of the comet assay in environmental

monitoring. Mutation Research, v.399, n.2, p.135-147, 1998.

MONTEITH, D.K.; VANSTONE, J. Comparison of the microgel electrophoresis
assay and other assays for genotoxicity in the detection of the DNA damage.

Mutation Research, v.345, n.3 1995.

NACCI, D.E.; CAYULA, S.; JACKMIN, E. Detection of DNA damage in
individual cells from marine organisms using the single cell gel assay. Aquatic

Toxicology, v.35, p.197-210, 1996.

NAKANO, T.MD.; OKA, K. MD. Transition of Ki-67 index of uterine cervical

tumors during radiation therapy. Cancer, v.68, p.517-523, 1991.

OBE, G.; PFEIFFER, P.; SAVAGE, J.R.K.; JOHANNES, C.; GOEDECKE, W.;
JEPPESEN, P.; NATARAJAN, A.T.; MARTINEZ-LOPEZ, W.; FOLLE, G.A.;
DRETS, M.E. Chromosomal aberrations: formation, identification and

distribution. Mutation Research, v.504, p.17-36, 2002.

OSTLING, O.; JOHANSON, K.J. Microelectrophoretic study of radiation-induced
DNA damage inindividual mammalian cells. Biochemical and Biophysical

Research Communications, v.123, p.291-298, 1984.



Referéncias Bibliogréaficas 149

PACHECO, M.; SANTOS, M.A. Induction of EROD activity and genotoxicity
effects by polycyclic aromatic hydrocarbons and resin acids on the juvenile ell
(Anguilla anguilla L.). Ecotoxicology and Environmental Safety, v.38, p.252-

259, 1998.

PALAHRES, D.; GRISOLIA, C.K. Comparison between the micronucleus
frequencies of kidney and gill erythrocytes in Tilapia fish, following mitomycin C

treatment. Genetics and Molecular Biology, v.25, p.281-284, 2002.

PANDRANGI, R.; PETRAS, M.; RALPH, S.; VRZOC, M. Alkaline Single Cell
Gel (comet) Assay and Genotoxicity Monitoring using Bullheads and Carp.

Environmental Molecular Mutagenesis, v.26, p.345-356, 1995.

PEDROZO, M.F.M.; BARBOSA, E.M.; CORSEUIL, H.X.; SCHNEIDER, M.R;
LINHARES, M.M. Ecotoxicologia e avaliacao de risco do petréleo. Salvador:

NEAMA, 2002. p.229.

PLEWA, M.J.; WAGNER, E.D.; STAVREVA, D.A.; GICHNER, T. Plant
activation and its role in environmental mutagenesis and antimutagenesis.

Mutation Research, v.350, p.163-171, 1996.

PLEWA, M.J.; WAGNER, E.D.; JU, Y.H. The plant activation of aromatic
amines into unique high molecular weight agents that induced genomic DNA

damage in mammalian cells. IN: MALUSZYNSKA, J.; PLEWA, M. (Org.).



Referéncias Bibliograficas 150

Bioassays in Plant Cells for Improvement of Ecosystem and human

Health: a course manual. Katowice, 2003. p.39-60.

POWERS, D.A. Fish as model systems. Science, v.246, p.352-358, 1989.

PRZYGODA, R.T.; McKEE, R.H.; AMORUSO, M.A., FREEMAN, J.J.
Assessment of the utility of the micronucleus test for petroleum-derived

materials. Mutation Research, v.438, p.145-153, 1999.

RABELO-GAY, M.N.; RODR'IGUEZ, M.A.R.; MONTELEONE-NETO, R. Testes
com organismos superiores. In: Mutagénese, Teratogénese e
Carcinogénese: Métodos e Critérios de Avaliagdo. Ribeirdo Preto,
Sociedade Brasileira de Genética/Revista Brasileira de Genética, 1991. 59p.e

75p.

RANK, J.; JENSEN, A.-G.; SKOV, B.; PEDERSEN, L.H.; JENSEN, K.
Genotoxicity testing of the herbicide Roundup and its active ingredient
glyphosate isopropylamine using the mouse bone marrow micronucleus test,
Salmonella mutagenicity test, and Allium anaphase-telophase test. Mutation

Research, v.300, p.29-36, 1993.

RANK, J.; NIELSEN, M.H. A modified Allium test as a tool in the acreening of

the genotoxicity of complex mixtures. Hereditas, v.18, p.49-53, 1993.



Referéncias Bibliograficas 151

RANK, J.; NIELSEN, M.H. Evaluation of the Allium anaphase-telophase test in
relation to genotoxicity screening of industrial wastewater. Mutation Research,

v.312, p.17-24, 1994.

RANK, J.; NIELSEN, M.H. Allium cepa anaphase-telophase root tip
chromosome aberration assay on N-methyl-N-nitrosourea, maleic hydrazide,
sodium azide, and ethyl methanesulfonate. Mutation Research, v.390, p.121-

127, 1997.

RANK, J.; NIELSEN, M.H. Genotoxicity testing of wastewater sludge using the
Allium cepa anaphase-telophase chromosome aberration assay. Mutation

Research, v.418, p.113-119, 1998.

RANK, J.; LOPEZ, L.C.; NIELSEN, M.H.; MORETTON, J. Genotoxicity of
maleic hydrazide, acridine and DEHP in Allium cepa root cells performed by two

different laboratories. Hereditas, v.136, p.13-18, 2002.

RIBEIRO, L. R. Teste do micronlcleo em medula 6ssea de roedores in vivo. In:
RIBEIRO, L. R.; SALVADORI, D. M. F.; MARQUES, E. K. (Org.). Mutagénese

Ambiental. Canoas: Ulbra, 2003.p.201-219.

RIBEIRO, L.R.; MARQUES, E.K. A impotancia da mutagénese ambiental na
carcinogénese humana. In: RIBEIRO, L.R.; SALVADORI, D.M.F.; MARQUES,

E.K. (Org.). Mutagénese Ambiental. Canoas: Ulbra, 2003. p.21-27.



Referéncias Bibliograficas 152

RODRIGUEZ-CEA, A.; AYLLON, F.; GARCIA-VAZQUEZ, E. Micronucleus test
in freshwater fish species: an evaluation of its sensitivity for application in the

field surveys. Ecotoxicology Environmental Safety, v.56, p.442-448, 2003.

ROJAS, E.; LOPEZ, M.C.; VALVERDE, M. Single cell gel electrophoresis
assay. methodology and applications. Journal of Chromatography B, v.722,

p.25-254, 1999.

RUSSEL, P.J. Chromosomal mutation. In: B. Cummings (Ed.), Genetics,

Pearson Education Inc, San Francisco, 2002. p.595-621.

RUSSO, C.; ROCCO, L.; MORESCLACHI, M.A.; STINGO, V. Assessment of
environmental stress by the micronucleus test and the comet assay on the
genome of teleost populations from two natural environments. Ecotoxicology

and Environmental Safety, v.57, p.168-174, 2004.

SANCHEZ-GALAN, S.; LINDE, A.R.; IZQUIERDO, J.l.; GARCIA-VAZQUEZ, E.
Micronuclei and fluctuating assymmetry in brown trout (Salmo trutta):
complementary methods to biomonitor freshwater ecosystems. Mutation

Research, v.412, p.219-225, 1998.

SASAKI, Y.F.; IZUMIYAMA, F.; NISHIDATE, E.; ISHIBASHI, S.; TSUDA, S,
MATSUSAKA, N.; ASANO, N.; SAOTOME, K.; SOFUNI, T.; HAYASHI, M.

Detection of genotoxicity of polluted sea water using shellfish and alkaline



Referéncias Bibliograficas 153

single-cell gel electrophoresis (SCE) assay: a preliminary study. Mutation

Research, v.393, n.1-2, p.133-139, 1997.

SCHMIDT, W. The micronucleus test for cytogenetics analysis. In:
HOLLANDER, A. Chemical Mutagenesis: Principles and Methods for Their

Detection. New York: Plenum Press, 1976, p.31-53.

SINGH, N.P.; McCQOY, M.T.; TICE, R.R.; SCHEIDER, E.L. A simple technique
for quantification of low levels of DNA damage in individual cells. Experimental

Cell Research, v.175, n.1, p.184-191, 1988.

SMAKA-KINCL, V.; STEGNAR, P.; LOVKA, M.; TOMAN, M.J. The evaluation of
waste, surface and ground water quality using the Allium test procedure.

Mutation Research, v.368, p.171-179, 1996.

SOUZA, T.S. Avaliacdo do potencial genotdéxico e mutagénico do rio
Paraiba do Sul, numa éarea sob influéncia de uma refinaria de petroleo,
utilizando Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae) como
organismo-teste. 2005. 105 f. Dissertagdo (Mestrado em Biologia Celular e

Molecular) — Universidade Estadual Paulista, Rio Claro/SP, 2005.

SOUZA, T.S.; FONTANETTI, C.S. Micronucleus test and observation of nuclear
alterations in erythrocytes of Nile tilapia exposed to waters affected by refinery

effluent. Mutation Research, v.605, p.87-93, 2006.



Referéncias Bibliograficas 154

STARLING, F.L.R.M. Development of biomanipulation strategies for the
remediation of eutrofication problems in an urban reservior, Lago

Paranoa, Brazil. PhD Thesis. University of stirling, Scotland, 1998.

STEINERT, S.A., Contribution of apoptosis to observad DNA damage in mussel

cells. Marine Environmental Research, v.42, p.253-259, 1996.

TANAKA, P.R. O papel das tilapias (Oreochromis niloticus) no ciclo do
fosforo no Lago Azul (Rio Claro-SP). 2001. 40 f. (Trabalho de Concluséo de
Curso — Ecologia) - Universidade Estadual Paulista, Rio Claro/SP, 2001.

TATES, A.D.; NEUTEBOOM, I, HOFKER, M. DEN ENGELSE, L. A
micronucleus technique for detecting clastogenic effects of
mutagens/carcinogens (DEN/DMN) in hepatocytes of rat liver in vivo. Mutation

Research, v.74, p.11, 1980.

TICE, R.R. The single cell gel/comet assay: a microgel electrophoretic
technique for the detection of DNA damage and repair in individual cells. In:
PHILLIPS, D.H.; VENITT, S. (Eds.), Environmental Mutagenesis. Bios

scientific Publishers, Oxford, p.315-339, 1995.

TICE, R.R., AGURELL, E.; ANDERSON, D.; BURLINSON, B.; HARTMANN, A.;
KOBAYASHI, H.; MIYAMAE, Y.; ROJAS, E.; RYU, J.C.; SASAKI, Y.F. Single
cell gellcomet assay: guidelines for in vitro and in vivo genetic toxicology

testing. Environmental and Molecular Mutagenesis, v.35, p.206-221, 2000.



Referéncias Bibliograficas 155

TOLBERT, P.E.; SHY, C.M.; ALLEN, J.W. Micronuclei and other anomalies in
buccal smears: a field test in snuffs users. American Journal of

Epidemiology, v.134, n.8, p.840-850, 1991.

TOLBERT, P.E.; SHY, C.M.; ALLEN, J.W. Micronuclei and other anomalies in
buccal smears: methods development. Mutation Research, v.271, p.69-77,

1992.

TURKOGLU, S. Genotoxicity of five food preservatives tested on root tips of

Allium cepa L. Mutation Research, v.626, p.4-14, 2007.

UHL, M.; PLEWA, M.J.; MAJER, B.J.; KNASMULLER, S. Basic principles of
genetic toxicology with an emphasis on plant bioassays. In: MALUSZYNSKA,
J.; PLEWA, M. (Org.). Bioassays in Plant Cells for Improvement of

Ecosystem and human Health: a course manual. Katowice, 2003. p.11-30.

UNDROI, I. The micronucleus test in piscine erythrocytes. Aquatic Toxicology,

v.79, p.201-204, 2006.

VANZELLA, T.P. Efeitos genotdxicos e mutagénicos da fracdo soltvel do
6leo diesel em uma espécie de peixe neotropical. 2006. 90 f. Dissertacdo
(Mestrado em Genética e Biologia Molecular) - Universidade Estadual de

Londrina/PR, 2006.



Referéncias Bibliograficas 156

VAN DER OOST, r.; BEYER, J.; VERMELEN, N.P.E. Fish bioacumulation and
biomarkers in risk assessment: a review. Environmental Toxicology and

Pharmacology, v.13, p.57-149, 2003.

VIJAYAN, M.M.; MORGAN, J.D.; SAKAMOTO, T.; GRAU, E.G.; IWAMA, G.K.
Food privation affects seawater acclimation in tilapia: hormonal and metabolic

changes. Journal of Experimental Biology, v.199, p.2467-2475, 1996.

[WHO] WORLD HEALTH ORGANIZATION. International Programme on
Chemical Safety — IPCS. Selected petroleum products, Geneva, 1982

(Environmental Health Criteria, v.20).

Yi, H.; MENG, Z. Genotoxicity of hydrated sulfur dioxide on root tips of Allium

sativum e Vicia faba, Mutation Research, v.537, p.109-114, 2003.



This document was created with Win2PDF available at http://www.win2pdf.com.
The unregistered version of Win2PDF is for evaluation or non-commercial use only.
This page will not be added after purchasing Win2PDF.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	ÍNDICE
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO GERAL E RELEVÂNCIA DO TEMA
	2. OBJETIVOS
	3. REVISÃO DE LITERATURA
	3.1. Caracterização da Área de Estudo
	3.2. Caracterização do Petróleo
	3.3. Genética Toxicológica e o Biomonitoramento Ambiental
	3.4. Utilização do sistema-teste de Allium cepa para monitoramento
	3.5. Sistemas-teste de peixes e considerações sobre a espécie de
	3.6. Teste de aberrações cromossômicas
	3.7. Teste do micronúcleo e anormalidades nucleares
	3.8. Ensaio do cometa

	4. MATERIAIS E MÉTODOS
	4.1. Localização da Área de Estudo e dos Pontos de Coleta das
	4.2. Procedimentos Utilizados para a Realização da Coleta das
	4.2. Material Biológico
	4.3. Métodos

	5. RESULTADOS E DISCUSSÕES
	5.1. Análises de parâmetros físico-químicos
	5.2. Análises Químicas de Inorgânicos
	5.3. Análises Químicas de Hidrocarbonetos
	5.4. Sistema-teste de Oreochromis niloticus
	5.5. Análise de Sedimentos pelo Sistema-teste de Allium cepa

	6. ARTIGO 1
	Resumo
	1. Introdução
	2. Materiais e Métodos
	2.1. Caracterização da área de estudo e procedimentos de coleta das
	2.2. Organismo-teste
	2.3. Metodologia
	2.4. Análises Químicas
	3. Resultados
	4. Discussão
	Agradecimentos
	Referências

	7. ARTIGO 2
	Resumo
	1. Introdução
	2. Material e Métodos
	2.1. Material de Estudo
	2.2. Organismo-teste
	2.3. Metodologia
	3. Resultados
	4. Discussão
	Agradecimentos
	Referências

	8. CONCLUSÕES GERAIS
	9. REFEÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

