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Resumo

Devido as crescentes expansdes demogréaficas e industriais observadas nas
Gltimas décadas, 0 meio ambiente tem recebido uma carga significativamente
crescente de efluentes domésticos, industriais e agricolas, causando impactos
severos nos ecossistemas e um potencial comprometimento a saude humana.
Dentre os efluentes domésticos, podemos citar uma gama de poluentes, tais
como quimicos de diversas categorias, além de contaminagfes por agentes
bioldgicos diversos. Ja os efluentes industriais contém poluentes organicos e/ou
inorganicos, dependendo da atividade industrial. Baseando-se nestes dados,
este trabalho teve como objetivo investigar, por meio de ensaios biologicos
com dois organismos-teste, a possivel presenca de contaminantes com
potencial citotdxico, genotdxico e mutagénico, que sdo despejados ao longo do
rio Preto, inclusive na Represa Municipal de Sdo José do Rio Preto. O material
bioldgico utilizado neste estudo constituiu-se de sementes de Allium cepa
(cebola) e peixes da espécie Oreochromis niloticus (Tilapia). Coletas de aguas
foram realizadas, sazonalmente, nos meses de agosto de 2006 e 2007 (estacdo
seca) e marco de 2007 e 2008 (estagdo chuvosa), em seis pontos distintos:
Ponto 1 (P1), 8 km antes do represamento; Ponto 2 (P2), 1 km antes do
represamento; Ponto 3 (P3), local de despejo do esgoto; Ponto 4 (P4), margem
oposta do despejo do esgoto; Ponto 5 (P5), saida do represamento; Ponto 6
(P6), 1 km ap6s o represamento. Analises quimicas foram realizadas para
todas as coletas realizadas. Para a realizacdo do estudo, 100 sementes de Allium
cepa foram submetidas a germinagédo, em placa de Petri, em amostras de aguas
coletadas nos seis diferentes pontos do rio Preto, em agua ultra pura (controle
negativo) e em uma substancia reconhecidamente aneugénica (Trifluralina -
controle positivo), sempre a temperatura ambiente. As células dos meristemas
radiculares de Allium cepa, expostos as amostras de aguas coletadas ao longo
do rio Preto, ndo apresentaram diferencas significativas de indice mitético, para
a maioria dos pontos de coleta e periodos estudados, quando comparados com

os resultados do controle negativo. Além do potencial citotoxico, foi possivel



avaliar o potencial genotoxico dos agentes quimicos presentes nessas amostras
de aguas. Nesta avaliacdo, as aberragdes cromossémicas mais frequentes
foram: C-metéfases, anafases com pontes, perdas e quebras cromossémicas,
aléem de células binucleadas. Nossos resultados mostraram valores
significativos de genotoxicidade para os periodos de agosto de 2006 (para 0s
P3, P5 e P6), marco de 2007 (para os P1, P2, P3 e P6), agosto de 2007 (para 0s
P1, P3, P4 e P6) e marco de 2008 (para os P1, P3 e P6). Valores significativos
de mutagenicidade também foram registrados em agosto de 2006 (para o P6) e
agosto de 2007 (para os P3 e P6), obtidos pelos ensaios do micronucleo.
Alteracbes morfoldgicas nucleolares foi outro pardmetro utilizado para
avaliacdo da citotoxicidade dos poluentes presentes nas amostras de aguas
coletadas. No periodo de agosto de 2006, foi possivel observar um aumento da
area nucleolar nas células de A. cepa, em relacdo ao controle negativo. Em
margo de 2007, apenas as células expostas as aguas do P3 mostraram aumento
da area nucleolar. Ja em agosto de 2007, aguas do P3 causaram uma
diminuicdo e do P6 um aumento da area de um unico nucléolo, em relacéo ao
controle negativo. Foi possivel observar uma diminuicdo de células contendo
um dnico nucléolo, para 0s ensaios com amostras de todos 0s pontos e
periodos, acompanhada de um aumento do ndmero de nucléolos por célula.
Dos peixes, expostos por 72 horas as diferentes amostras de aguas, foram
retiradas amostras de sangue para a confec¢do de laminas pelo método de
esfregaco. As analises realizadas, para todos os periodos, ndo mostraram
resultados significativos de células micronucleadas, em relagdo ao grupo
controle, com excecgéo das células expostas a amostra de dgua do P3 (coleta de
agosto de 2007). AlteracBes nucleares também foram registradas. Essas
alteracbes foram: nucleo notched; ndcleo lobed; broken-eggs; blebbed,;
caridlise e células binucleadas. Os resultados obtidos com a analise do ensaio
do cometa mostraram escore significativo para os P3 e P6, para todos os
periodos do estudo, confirmando a acdo genotdxica registrada em Allium cepa,
para as aguas do rio Preto. Esses resultados podem ser explicados pelo fato

desses pontos serem o ponto final da rede de esgoto. Nossos dados apontam



para um comprometimento das aguas do rio Preto, decorrente de contaminacéo,
principalmente, conferida por efluentes urbanos e industriais, além de também
servir de alerta para a necessidade de um melhor monitoramento das &guas
deste recurso hidrico, para que o mesmo ndo venha conferir perigo aos que

fazem uso de suas aguas.

Palavras-chave: Allium cepa; Oreochromis niloticus; aberragoes
cromossdmicas; nucléolo; anormalidades nucleares; micronudcleo; ensaio do

cometa; poluicdo aquética.



Abstract

Due to increasing population and industrial expansion observed in recent decades,
the environment has received a significant increased burden of domestic industrial
and agricultural sewerage, which can cause severe impacts on ecosystems, and a
potential damage to human health as well. A wide range of harmful pollutants can
be found in domestic effluent, such as chemicals from various categories, in
addition to contamination by various biological agents. On the other hand,
industrial effluents contain organic and / or inorganic pollutants, depending on
industrial activity. Based on these data, this study aimed to investigate, by means
of biological tests with two test-organism, the possible presence of contaminants
with cytotoxic, genotoxic and mutagenic potential, which are dumped along the
Preto river, an important river that flows in the region of Sao Jose do Rio
Preto/SP. The biological material used in this study consisted of seeds of Allium
cepa (onion) and one specie of fish (Tilapia: Oreochromis niloticus). Water
samples were taken seasonally in August 2006 and 2007 (dry season) and March
2007, and 2008 (rainy season), in six distinct sites: Site 1 (S1), 8 km before the
damming, Site 2 (S2), 1 km before the damming, Site 3 (S3), place of sewerage
discharge; Site 4 (S4), opposite margin of sewage discharge, Site 5 (S5), end of
the damming; Site 6 (S6) 1 km after damming. Chemical analyses were performed
for all collected samples. For the study, 100 seeds of A. cepa were submitted to
germination in Petri dishes with samples water from six different sites of the
Preto river, Ultra pure water (negative control), and with an aneugenic substance
(Trifluralin - positive control). For most of collection points and periods studied,
root meristems cells of A. cepa, exposed to water samples collected along the
Preto river, showed no significant differences in mitotic index when compared to
the results of the negative control. In addition to the cytotoxic potential, genotoxic
potential of chemicals in samples of water was evaluated. Thus, the most frequent
chromosomal aberrations were: C-metaphases, anaphase with bridges,
chromosome breaks and losses, and binucleate cells. Our results showed

significant genotoxicity for the periods from August 2006 (for the S3, S5 and S6),



March 2007 (for S1, S2, S3 and S6), August 2007 (for S1, S3, S4 and S6) and
March 2008 (for S1, S3 and S6). Significant values of mutagenicity were also
recorded in August 2006 (for the S6) and August 2007 (for S3 and S6), obtained
by the micronucleus test. Nucleolar morphological changes were another
parameter used to evaluate the cytotoxicity of pollutants in the water samples. In
August 2006, an increase in the nucleolar area was observed in the cells of A.
cepa, in relation to the negative control results. In March 2007, only the cells
exposed to the waters of S3 showed increased nucleolar area. In August 2007,
water caused a decrease in one single nucleolus area of S3, while increased area of
a single nucleolus was found in S6, when compared to the negative control. A
decrease of cells containing a single nucleolus was observed for tests with
samples of all items and periods, accompanied by an increased number of nucleoli
per cell. Blood samples of fishes under 72 hours exposed in the various samples
of water were taken for the construction of the method of smear slides. All
analyses showed no significant results concerning micronucleated cells in the
control group, with the exception of cells exposed to the water sample of S3
(collection of August 2007). Nuclear changes were also recorded. These changes
were notched nuclei, lobed nuclei; broken-eggs; blebbed; cariolysis and binucleate
cells. Analysis of the comet assay scores showed significant results for S3 and S6,
for all periods of the study, confirming the genotoxic action for A. cepa. These
results can be explained by the fact that these points are the end point of the
sewage network. Our data suggest that waters of the Preto river are endangered
due to contamination, mainly by urban and industrial effluents, and also serve as a
warning for the necessity of better monitoring of water resource, so that it will not

expose users in danger when using its water.

Keywords: Allium cepa; Oreochromis niloticus; chromosomal aberrations;

nucleolus; nuclear abnormalities; micronucleus; comet assay; water pollution.



1. INTRODUCAO

1.1. Mutagénese ambiental

Os seres vivos estdo expostos as acBes de numerosos agentes
potencialmente toxicos. Estes agentes podem ser fisicos, quimicos ou bioldgicos e
podem provocar efeitos fisioldgicos, bioquimicos, patoldgicos e, em alguns casos,
genéticos (ARNAIZ, 1995).

A toxicologia estuda a acdo de compostos quimicos e de outros agentes
sobre o0s organismos, com énfase especial aos efeitos adversos ou danosos
(RAND; PETROCELLLI, 1985). A genética toxicoldgica investiga 0s mecanismos
de acdo de agentes toxicos que sdo capazes de induzir interacGes altamente
especificas com os acidos nucléicos, podendo resultar em danos genéticos, como
mutacdo de ponto, erros durante o mecanismo de replicagio do DNA,
irregularidade mitotica, dentre outros (MATSUMOTO; MARIN-MORALES,
2004).

Pesquisas que investigam a acdo de agentes mutagénicos ambientais tem
tido grande importancia no cenario mundial, pois, embora possam ocorrer
mutacBes espontaneas, a maior parte delas é induzida por agentes fisicos,
quimicos ou bioldgicos, aos quais 0 homem pode estar exposto (MATSUMOTO;
MARIN-MORALES, 2004), o que pode por em risco a sua saude.

Os agentes mutagénicos sdo substancias que induzem alteracBes na
molécula de DNA. Essas alteracdes podem ser corrigidas pelo proprio mecanismo
de reparo das celulas, mas, quando ndo reparadas ou reparadas erroneamente,
originam mutacgdes génicas e cromossomicas (CONNOR; FERGUNSON, 1993;
UMBUZEIRO; ROUBICEK, 2003). Mutagdes génicas referem-se as mudancas
de um ou poucos nucleotideos do polimero de DNA, por delecbes, duplicacdes
e/ou alteracOes de pares de bases, que acabam modificando o funcionamento de
um gene. Ja nas mutagdes cromossdmicas, ha uma reorganizagdo na estrutura do
DNA por translocacdo, inversdo, delecdo, duplicacdo, fusdo e fissdo dos

cromossomos, alterando o complemento cromossémico em estrutura e/ou ndmero



(NATARAJAN; OBE, 1982; PAVLICA et al.,, 2000; ERDTMANN, 2003;
JUNDI; FREITAS, 2003).

A maior parte das substancias quimicas, que apresentam potencial
mutagénico, altera o material genético, em todas as fases do ciclo celular. Porém,
para que as alteracdes cromossdmicas se fixem, € necessario que haja um evento
de replicacdo do DNA, logo ap0s a ocorréncia da alteracdo (OBE et al, 1982).

De acordo com Mitchelmore e Chipman (1998), a genotoxicidade, que € a
capacidade de um agente tdxico danificar a molécula de DNA, esta, de maneira
geral, relacionada com eventos de poluicdo ambiental. Os compostos genotoxicos
e mutagénicos encontram-se distribuidos nos ecossistemas aquaticos e terrestres,
sendo transferidos e acumulados nos seres vivos, via cadeia trofica, podendo
causar efeitos deletérios aos organismos expostos (UMBUZEIRO; ROUBICEK,
2003).

Existem muitas categorias de classificacdo das fontes de polui¢do ou das
atividades humanas que alteram a qualidade da agua. Dentre elas, temos as
atividades industriais, a producdo de energia, o transporte, a mineragdo, as
atividades agricolas e urbanas (FALKENMARK; ALLARD, 1991; OHE et al.,
2004). Ja, as substancias poluidoras sdo classificadas em diferentes categorias
como: acidos e agentes acidificantes (SO2, NOn); nutrientes (NO3-, PO4-3);
compostos organicos degradaveis; metais e metaldides, entre outros
(FALKENMARK; ALLARD, 1991).

A toxicidade aguda caracteriza-se, segundo White et al. (1996), como o
primeiro nivel de impacto no ecossistema aquatico. Os autores afirmam que,
atualmente, muitas descargas industriais contém diversas substancias que, mesmo
ndo tendo efeito agudo, s@o capazes de reduzir, em longo prazo, a sobrevida de
um organismo. A reducdo de sobrevida pode ser devido aos danos causados no
genoma das células somaticas e/ou germinativas, que promovem desordens
genéticas e até mesmo o cancer.

Muitas técnicas, tais como a analise de aberra¢es cromossémicas, ensaio
do cometa; teste do micronucleo; quantificacdo dos adutos de DNA,; anélise das

caracteristicas morfologicas nucleolares, estdo sendo desenvolvidas, por muitos



autores, para avaliar o potencial genotdxico e mutagénico de agentes poluidores
(McCARTHY et al., 1989; DEPLEDGE, 1996; KHAIDAROVA; KALASHNIK,
1999; MATSUMOTO et al., 2005). Dependendo da mutacdo a ser investigada e
do tipo de material a ser avaliado, € realizada a escolha do organismo e do teste
mais adequado para o estudo (MATSUMOTO, 2003).

1.2.  Allium cepa como organismo teste

Os testes citogenéticos permitem a compreensdo dos efeitos combinados
de substancias toxicas e mutagénicas sobre 0s organismos-teste e mostram ser
eficientes, quando utilizados no biomonitoramento da extensdo da poluigédo
(MORAES, 2000).

Vegetais superiores constituem um importante material para testes
genéticos utilizados para o monitoramento de poluentes ambientais (CARITA;
MARIN-MORALES, 2008). Atividades mutagénicas de quimicos podem ser
analisadas em diferentes sistemas testes vegetais como em Allium cepa,
Arabidopsis thaliana e Hordeum vulgare. Por meio desses sistemas vegetais,
podem ser realizados ensaios de aberragcdes cromossémicas e testes citogenéticos
(CONTE et al., 1998; TIMBREL, 1999; RANK et al., 2002). Bioensaios
realizados com plantas tém sido considerados mais sensiveis e mais simples,
guando comparados com os de animais. Esses organismos-teste tém sido
validados em estudos de colaboragdo internacional entre os “United Nations
Environmental Program” (UNEP), “World Health Organization” (WHO) e “US
Environmental Protection Agency” (USEPA), que provaram a eficiéncia destes
organismos no monitoramento de mutagenicidade causada por poluentes
ambientais (FERNANDES et al., 2007).

Muitos vegetais tém sido considerados excelentes organismos indicadores
de efeitos genotdxicos e mutagénicos de ambientes com presenca de substancias
quimicas (SHARMA; PANNEERSELVAN, 1990). Desta forma, ensaios com este
grupo de organismo sdo Uteis para se testar amostras ambientais complexas como
esgoto (GROVER; KAUR, 1999), aguas de rios (RANK; NIELSEN, 1998) e
solos contaminados (KOVALCHUCK et al., 1998; COTELLE et al., 1999).



O género Allium tem sido um sistema-teste bastante utilizado em estudos
de mecanismos basicos e de determinacdo dos efeitos de alguns quimicos. Entre
as espécies de Allium, A. cepa é a mais indicada como material-teste padréo pela
“Royal Swedidsh Academy of Science” (FISKEJO, 1985) e pelo “Gene Tox
Program” (GRANT, 1982).

A espécie A. cepa tem sido, freqgiientemente, utilizada para se determinar
efeitos citotoxico, genotoxico e mutagénico de varias substancias (GRANT, 1982;
FISKEJO, 1985; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004), sendo utilizada
como um organismo padrdo para testes rapidos (SMAKA-KINCL et al., 1996),
por apresentar boa correlacdo com sistemas teste de mamifero (GRANT, 1982;
RANK; NIELSEN, 1993; CHAUHAN et al., 1999, MATSUMOTO et al., 2006).
Alteracdes cromossdmicas em A. cepa podem ser observadas em qualquer fase do
ciclo celular e sdo consideradas evidéncias de efeitos mutagénicos promovidos
por agentes clastogénicos ou aneugénicos, classificados de acordo com o tipo de
alteracéo induzida (VIDAKOVIE-CIFREK et al., 2002).

A. cepa tem sido indicado como um eficiente organismo-teste de
citotoxicidade e mutagenicidade, devido ao conhecimento do seu ciclo celular, ao
crescimento rapido de suas raizes, ao grande nimero de células em divisdo, a sua
alta tolerancia a diferentes condicdes de cultivo, a sua disponibilidade durante o
ano todo, ao seu facil manuseio, por responder a iniUmeros mutagenos conhecidos
e por possuir cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de grande tamanho
(FISKEJO, 1985; QUINZANI-JORDAO, 1987; GRANT, 1994; EGITO et al.,
2007).

O uso do A. cepa como material teste foi, originalmente, introduzido por
Levan em 1938 (apud FISKEJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1993) e, a partir dai,
tem sido utilizado para avaliar e classificar a toxidade de quimicos presentes no
meio ambiente (FISKEJO, 1985). Essa espécie tem sido utilizada como vegetal
teste indicador de mutagénese por diversos autores como Khors et al. (1997),
Rank e Nielsen (1997), Smaka-Kincl et al. (1997), Kovalchuck et al. (1998),

Fernandes et al. (2007), Matsumoto; Marin-Morales, 2004; Matsumoto et al.



(2006), Carita e Marin-Morales (2008), Leme e Marin-Morales, 2008, Leme et al.
(2008), dentre outros.

Testes com A. cepa sdo adequados por oferecer parametros microscopicos
como anafases prematuras, aderéncias cromossomicas, pontes, fragmentacdo e
perdas cromossdmicas, C-metafases e micronicleos, que podem se caracterizar
em evidéncias de eventuais mutacbes no contetdo genético celular. Segundo
Fiskej6 (1985), resultados positivos obtidos pelo teste de A. cepa devem ser
considerados como uma indicacdo da potencialidade do quimico testado em

induzir também danos biolégicos em outros organismos.

1.3. Teste de aberragdes cromossémicas

O teste de aberracGes cromossdmicas € uma das mais antigas ferramentas
utilizadas no estudo de avaliacdo da genotoxicidade e mutagenicidade. Esse teste,
baseado na citogenética convencional, € um dos poucos métodos diretos para
mensurar alteracbes em sistemas expostos a mutagenos ou carcindgenos
potenciais (RANK et al., 2002), sendo considerado um ensaio muito sensivel e
confiavel para estudo e monitoramento ambiental (FISKEJO, 1985; GRANT,
1994; COTELLE et al., 1999; EVSEEVA et al., 2003; MATSUMOTO; MARIN-
MORALES, 2004; EGITO et al., 2007; CARITA; MARIN-MORALES., 2008;
LEME; MARIN-MORALES, 2008).

Os testes de aberracGes cromossdmicas com A. cepa fornecem um rapido
exame dos efeitos toxicos de substancias quimicas complexas e de ions metalicos
(GRANT, 1982; FISKEJO, 1985; FISKEJO, 1988; FISKEJO, 1993; GRANT,
1994; NIELSEN; RANK, 1994; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004;
MATSUMOTO et al. 2005, 2006). Este teste foi o primeiro dos nove ensaios com
vegetais avaliados pelo programa Gene-Tox da Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (CONSTANTIN; OWENS, 1982; GRANT, 1994) e tem sido,
amplamente, utilizado na avaliagdo de amostras ambientais complexas como rios
(RANK; NIELSEN, 1998, 1999; SMAKA-KINCL et al., 1996; MATSUMOTO et
al., 2006; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES,



2008; LEME et al., 2008 ), solos contaminados (COTELLE et al., 1999) e esgoto
(GROVER; KAUR, 1999).

Pelo teste de aberragfes cromossdmicas em células meristematicas de A.
cepa pode ser quantificada uma série de parametros morfolégicos e citogenéticos,
incluindo a morfologia e o crescimento da raiz, o indice mitdtico, a indugéo de
micronucleos e de anormalidades no ciclo célular, como C-metafases, aderéncias
cromossémicas, pontes e fragmentacGes cromossomicas, entre outras (GRANT,
1994; EVSEEVA et al., 2003; EGITO et al., 2007).

A avaliacdo da freqiiéncia de aberracdes cromossdmicas e de micronucleos
em células de meristemas radiculares fornece um método fécil e eficiente para se
estudar os efeitos de diferentes agentes mutagénicos, como compostos de
mercurio, selénio, zinco, cromo e cadmio (FISKEJO, 1979; FISKEJO, 1988;
GULATI et al., 1994; BORBOA; DE LA TORRE, 1996; MATSUMOTO;
MARIN-MORALES, 2004; MATSUMOTO et al., 2006).

1.4. Caracteristicas morfologicas nucleolares

O nucléolo é o componente celular que reflete o estado de atividade da
célula (FISCHER et al., 1991; GERRERO et al., 1989; HERNDEZ-VERDUM,
1991; RISUENO; MEDINA, 1986). Nessa organela, genes de DNA ribossomal
sdo transcritos em RNA ribossomal, sendo, mais tarde, processados e
empacotados em subunidades de ribossomos (MARTINI; FLAVELL, 1985;
RISUENO; MEDINA, 1986).

O tamanho do nucléolo, freglientemente, indica sua atividade total, mas
também pode refletir o grau de coordenacao de todos 0s processos que afetam o
acimulo das subunidades ribossomais no nucléolo (KWIATKOWSKA;
MASZEWSKI, 1985; KARPOVA et al., 2006). O numero de nucléolo por célula
corresponde ao nimero de sitios de sintese de RNA ribossomal ativo, ou seja, 0
nimero de regides organizadoras nucleolares (RONs) ativas no nucleo em
intérfase (SHERUDILO; SEMESHIN, 1969; LAZREVA, 1999; LEEK et al.,
1991; RUSCHOFF et al., 1995).



Mudancgas das caracteristicas nucleolares podem servir de parametro para a
avaliacdo da toxicidade de metais pesados (ARKHIPCHUK, 1995;
ARKHIPCHUK et al., 2000; KARPOVA et al., 2006). Karpova et al. (2006),
estudando células de Bétula pendula que cresceram expostas a polui¢do da cidade
de Voronezh, observaram um aumento no nimero de células com trés nucléolos.
Um aumento no numero de nucléolo por célula também foi observado para
coniferas que cresceram sob condices de estresse (KHAIDAROVA,;
KALASHNIK et al., 1999), fendbmeno este considerado como decorrente de
adaptacdo destas plantas as condi¢es ambientais submetidas.

Succi et al. (2008), estudando o efeito de diferentes concentragdes de
chumbo (0,025 mg/L e 0,034 mg/L), sobre células meristematicas de A. cepa,
observaram uma diminuicdo da area nucleolar, para as células expostas a
concentracdo mais baixa, e um aumento desta area para a concentracdo mais

elevada.

1.5. Peixes como organismo-teste

Outro organismo teste bastante utilizado para o monitoramento de
poluentes ambientais sdo o0s peixes. Segundo Powers (1989), os peixes reinem
caracteristicas que os tornam excelentes modelos experimentais para estudos de
toxicologia aquatica, pois alertam sobre o potencial de perigo de substancias
quimicas ou para a evidéncia da polui¢cdo ambiental.

Peixes acumulam poluentes diretamente de &guas contaminadas ou pela
ingestdo de organismos contaminados, uma vez que desempenham diferentes
papéis na cadeia trofica, sendo capazes de bioacumular, de forma direta,
contaminantes dissolvidos na agua, caracterizando uma via indireta de
contaminacdo (MINISSI et al., 1996; ATTEQ et al., 2002).

A possibilidade dos peixes serem mantidos em laboratério e facilmente
expostos as substdncias tdxicas, permite a utilizagdo destes organismos na
avaliacdo da presenca de substancias que tenham o potencial de causar efeitos
teratogénicos e carcinogénicos em humanos (HARSHBARGER; CLARK 1990).



De acordo com Alves-Costa (2001), a espécie Oreochromis niloticus
(tilapia) é um excelente sistema-teste para ensaios de avaliacdo da toxicidade de
substancias presentes em ecossistemas aquaticos. O. niloticus é uma espécie
comumente encontrada no Brasil, particularmente no estado de S&o Paulo, e em
estuarios pelo mundo todo, conhecida por responder, rapidamente, as alteracdes
ambientais (VIJAYAN et al., 1996).

Os peixes sdo Uteis na avaliacdo de atividades toxicas de substancias
presentes em recursos hidricos, pois sdo sistemas bioldgicos que oferecem varios
parametros de andlise, caracterizados como endpoints eficientes de
genotoxicidade e mutagenicidade. Dentre estes parametros temos: a inducdo de
formacdo de adutos de DNA (SIKKA et al., 1990; STEIN et al., 1993), as analises
de quebras de fita simples, avaliadas pelo ensaio do cometa (SHUGART et al.,

1992) e a acdo mutagénica, por meio do teste do micronucleo.

1.6. Teste do micronucleo

Uma das técnicas mais promissoras, baratas e rapidas para avaliacdo de
mutagenicidade € o teste do micronucleo (LANDOLT; KOCAN, 1983; HEDDLE
et al.,1983). Hayashi et al. (1998) descreveram o teste do micronicleo como uma
técnica vantajosa, pelo fato de poder ser usado em qualquer populagéo celular em
proliferacdo, sem que seja necessario 0 conhecimento prévio de seu cariétipo. O
teste do micronucleo foi, originalmente, desenvolvido como um teste que utilizava
eritrocitos policrométicos de medula déssea de roedores (SCHMIDT, 1976) e, mais
tarde, estendido aos eritrdcitos circulantes (MACGREGOR et al., 1980). Esse teste
tem sido também aplicado, com sucesso, em eritrocitos de peixes.

Segundo Fenech (2000), os micronucleos podem ser resultantes de eventos
celulares que levam a fragmentacdo do material genético, como, por exemplo, 0s
fragmentos acéntricos, decorrentes de quebras cromossémicas durante 0 processo
de divisdo celular (agente clastogénico); ou ainda de perdas de cromossomos
inteiros que ndo sdo incorporados ao nucleo principal, durante o ciclo celular, pela
inativacdo do fuso mitotico (agente aneugénico). Assim, as substancias indutoras

de micronucleo podem ser classificadas como de acdo clastogénica ou aneugénica.



A utilizacdo de técnicas moleculares, como sondas especificas para a
regido centromérica do cromossomo ou anticorpos anticinetocoricos, permite
distinguir a origem dos micronucleos, esclarecendo se sdo formados por
fragmentos acéntricos ou por cromossomos inteiros, perdidos durante o processo
de divisdo celular (RIBEIRO, 2003). Embora o microndcleo possa se originar
espontaneamente, a sua inducdo é, comumente, utilizada para se detectar danos no
material genético, resultantes de exposi¢do a um agente mutagénico (HEDDLE et
al., 1983).

De acordo com Stopper e Muller (1997), uma das causas do aparecimento
de células micronucleadas seria a inducdo de alteragdes na maquinaria mitdtica,
principalmente, alteracdo no fuso e no cinetdcoro. Para Kramer et al. (1990), os
micronucleos sdo capazes de sintetizar DNA, porém ndo esta claro se a
informag&o genética dentro do micronucleo é acessivel para a célula. Ja para Obe
e Beek (1982), micronulcleos decorrentes de aberragbes cromossémicas, tém um
ciclo celular retardado em relacdo ao nucleo principal. Se o microndcleo contém
cromossomos inteiros e a sintese de DNA do seu material genético for sincronica
a sintese de DNA do nucleo principal, é possivel que haja uma reintegracdo do
conteldo genético do micronucleo ao genoma nuclear (GUSTAVINO et al.,
1994).

O mecanismo de formacdo dos micronucleos é o mesmo para todos 0s
organismos. Em plantas, como A. cepa, o teste do microndcleo € avaliado, em
células da regido F1 (regido ndo meristematica) ou ainda, conjuntamente, com as
aberracdes cromossomicas, em células meristematicas (MA et al., 1995; LEME;
MARIN-MORALES, 2008).

Tem se discutido que os microndcleos possam ser uma forma de
eliminacdo de algum tipo de dano sobre o material genético (STOPPER;
MULLER, 1997; FERNANDES et al., 2007). Estudos realizados por Von-Hoff et
al. (1992) em tumores humanos, foram observados a presenca de oncogene
amplificado nesses tumores, geralmente presentes em elementos acéntricos
extracromossdmicos. A eliminacdo desses elementos poderia ser acelerada pela

formacdo de micronucleos. Fernandes et al. (2007) demonstraram, por meio de



ensaios realizados com o herbicida trifluralina, sob o sistema teste de Allium cepa,
que quando o material nuclear foi amplificado, em decorréncia de acéo
aneugénica do herbicida, houve a eliminacdo do mesmo sob a forma de
micronucleos.

Os eritrocitos de peixes sdo especialmente usados em testes de
micronucleo, pois, por serem celulas nucleadas, facilitam, por comparagao destas
estruturas com o ndcleo principal, a conclusdo do tipo de acdo que levou a sua
formacéo (aneugénica ou clastogénica) (AL-SABTI e METCALFE, 1995). Testes
do micronucleo realizados com eritrocitos de sangue periférico de O. niloticus
sdo, particularmente, utilizados para avaliar a presenca de mutdgenos ambientais
(GRISOLIA et al., 2001; MATSUMOTO et al., 2006; VENTURA et al., 2008;
HOSHINA et al., 2008).

Além da analise de microndcleos, algumas alteracbes na morfologia e no
envoltdrio nuclear, decorrentes de efeitos de substancias quimicas presentes na
agua podem ser observadas em eritrocitos de peixes. Carrasco et al. (1990)
classificaram essas anormalidades, como: blebbed (evaginacbes sutis do
envoltério nuclear); lobed (evaginagdes proeminentes do envoltério nuclear);
notched (invaginacdo do envoltério nuclear ou nacleo em forma de rim) e broken
eggs (pequena porcdo nuclear ligada ao nucleo principal por uma pequeno
filamento nucleoplasmatico). Estas alteracbes podem estar relacionadas com
falhas na divisdo celular, processo de morte celular e reacOes decorrentes de
genotoxicidade e/ou mutagenicidade de quimicos ambientais (NAKANO; OKA,
1991; COMARK, 1991; FENECH, 2000) e, portanto, podem ser usadas como
indicativas de reatividade com o material genético, complementando a anélise de

micronucleo.

1.7. Ensaio do cometa

O ensaio do cometa, realizado com eritrécitos de peixes, tem sido um teste muito
usado para a avaliacdo da poluicdo ambiental (NACCI et al.,, 1996;
MATSUMOTO et al., 2006; SOUZA; FONTANETTI, 2007; VENTURA et al.,

2008). Considerada por Monteith e Vanstone (1995) como uma das melhores



ferramentas para o biomonitoramento ambiental, o ensaio do cometa, pode ser
utilizado para se avaliar danos em células em proliferacdo ou nao, in vivo ou in
vitro e podem ser aplicadas com o propdsito de analises genotoxicolégicas.

O ensaio do cometa é, particularmente, uma técnica valiosa que permite a
deteccdo de diferentes respostas celulares ao dano e reparo de DNA, em qualquer
populacdo de células eucarioticas que possa ser obtida por suspensdo simples
(SASAKI et al., 1997; KOSZ-VNENCHAK; ROKOSZ, 1997; MITCHELMORE;
CHIPMAN, 1998). A técnica requer pequenas amostras celulares (1-10.000
células) e os resultados podem ser obtidos em um Unico dia. Ostling e Johanson
(1984) e Olive et al. (1990) tém mostrado que a sensibilidade do ensaio do
cometa, para detectar danos em células unicas, é comparavel a outros métodos de
avaliacdo, sendo usado na investigacdo da genotoxidade de varios agentes
(MATSUMOTO et al., 2005).

O ensaio do cometa, por ser considerado sensivel, rapido, econémico, além
de requerer poucas células para a sua execucdo (KOSZ-VNENCHAK; ROKOSZ,
1997; SASAKI et al., 1997; MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998), tem sido
indicado como um excelente método para se detectar mudangas muito pequenas
na estrutura do DNA, célula a célula, tais como as atividades de reparo, 0 modo de
empacotamento do material genético e a prépria integridade do DNA (KOPPEN
etal., 1999).

Ostling e Johanson (1984) foram os primeiros a desenvolver uma técnica
de eletroforese em gel para detectar danos de DNA, em teste com células Unicas.
Nessa técnica, as celulas embebidas em agarose sdo colocadas em uma lamina de
microscopia, lisadas por detergentes e sais, 0 que promove uma liberacdo do DNA
para ser submetido a eletroforese, sob condi¢des neutras. As células com uma alta
frequéncia de duplas quebras de DNA mostram uma migracdo crescente das
porcBes deste DNA, em direcdo ao anodo. A migracdo de DNA ¢, entdo,
quantificada por coloracdo com brometo de etideo e pela medida da intensidade
da fluorescéncia de duas posicdes fixas, dentro do padrdo de migracdo, usando
fotbmetro microscopico. Como as condi¢bes neutras usadas limitam a

aplicabilidade do teste, esta técnica foi modificada por Singh et al. (1988), que



desenvolveram uma técnica de eletroforese de célula Unica (SCGE-single cell gel
electrophoresis), sob condicbes alcalinas. Com esta modificacdo foi possivel
evidenciar a ocorréncia de quebras em cadeia simples do DNA. Os protocolos
para o ensaio do cometa variam entre laboratérios, porém, Macnamee et al. (2000)
propuseram modificagdes 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 sua confiabilidade. Os resultados obtidos por eles
demonstraram ser similares aqueles previamente relatados, quando utilizaram o
ensaio do cometa convencional.

Durante a ultima década, o ensaio do cometa foi extensivamente utilizado
como uma ferramenta basica em muitas areas de pesquisa, sendo aplicadas como
metodologia de biomonitoramento ambiental, avaliacdo dos efeitos da radiacdo
sobre 0s organismos, investigacdo de processos de reparo do DNA e
ecotoxicologia genética. Frenzilli et al. (2000) utilizaram o ensaio do cometa para
a validacdo dos efeitos genotdxicos de 18 compostos quimicos, revelando sua
eficiéncia na identificacdo de agentes genotdxicos. Os mesmos pesquisadores
também demonstraram que a produgdo de quebras nas fitas do DNA pode ser
correlacionada com as propriedades mutagénicas e carcinogénicas dos poluentes
ambientais.

Bucker et al. (2006) avaliaram o potencial genotoxico e mutagénico do
benzeno, por meio do ensaio do cometa e do teste do micronucleo em peixes
elétricos (Eingenmannia virescens), expostos a 50 ppm deste composto, em
diferentes tempos de exposi¢do. Os autores concluiram que o ensaio do cometa €
mais sensivel que o teste do microndcleo, pois com o teste do micronucleo néo foi
possivel detectar efeitos mutagénicos nos eritrocitos analisados. Em contrapartida,
os dados obtidos pelo ensaio do cometa sugeriram a acdo genotoxica do benzeno,
devido um aumento progressivo no nimero de células com nucletides de classes
dois e trés, de acordo com o gradual aumento de tempos de exposicéo, indicando

um efeito tempo-dependente.



1.8. Genotoxicidade dos metais pesados

Nos ultimos anos, tem aumentado drasticamente a emissdo de metais
pesados no ambiente, causando impacto severo nos ecossistemas e um
comprometimento grave a salde humana. As principais atividades responsaveis
pela contaminagdo por metais pesados em solos e em &guas sdo derivadas de
atividades industriais, agricolas e urbanas, decorrendo em sérios problemas
ambientais (MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2005). Segundo Pascalicchio
(2002), além das atividades industriais, emissfes naturais também podem estar
relacionadas com a contaminagdo ambiental por metais pesados.

Os metais Se, Cd, Cr e Ni sdo encontrados na alimentacdo, normalmente,
em quantidades baixas, mas quando estes metais estdo presentes em excesso,
podem levar a efeitos carcinogénicos e/ou mutagénicos (MINISSI; LOMBI,
1997). Alguns metais pesados induzem a formagéo de tumores em organismos
experimentais e em seres humanos, eventualmente, expostos (MATSUMOTO;
MARIN-MORALES, 2005). Segundo Pascalicchio (2002), os metais pesados e
seus metabolitos induzem alteragdes nas estruturas dos Cromossomos,
promovendo mutagdes de pontos tanto em procariotos como em eucariotos.

O cadmio (Cd) é um metal pesado comumente avaliado em estudos
ambientais, devido a sua alta toxicidade, larga distribuicdo no ambiente e longo
periodo de meia-vida (MARCANO et al., 2002). Este metal age no metabolismo
celular e sua presenca estd relacionada com a alteracdo na diferenciagdo e
proliferacdo celular. Por atuar no aparelho mitético, o Cd, além de promover
alteracdes do indice mitotico, contribui para a formacdo de células portadoras de
micronucleos (MARCANO et al., 2006; SETH et al., 2008).

Estudos realizados por Correia et al. (2008), com células meristematicas de
A. cepa expostas a duas diferentes concentracdes de cadmio (0,007 mg/L e 0,017
mg/L), mostraram um aumento do indice mitético destas células, em relagdo ao
teste controle, um aumento no numero de células com microndcleos e com
aberracdes cromossdmicas (anafases multipolares, pontes e perdas cromossémicas
e uma distribuicdo desigual dos cromossomos nas células-filhas), além de uma

diminui¢do do namero de celulas portadoras de nucléolos Unicos. Por outro lado,



Seth et al. (2008), avaliando os efeitos de trés concentracdes de Cd, pelo teste de
aberracdes cromossémicas e do ensaio do cometa em células meristematicas de A.
cepa, relataram que as trés concentraces foram capazes de inibir o indice
mitotico e induzir a formacg&o de aberra¢fes cromossdémicas e de micronucleos.

Trabalhos realizados por Arkhipchuk e Garanko (2005), com duas
diferentes concentragdes de Cd (0,1 mg/L e 1,0 mg/L), em eritrocitos de Carassius
auratus gibelio, mostraram um aumento no numero de células com micronucleos.

O cédmio tem mostrado efeito em varios niveis de transducdo celular,
como: sinais da membrana plasmatica; o aumento do célcio intracelular livre, que
interfere no metabolismo da ATPase de vesiculas celulares; a ativacdo da
expressao  oncogénica, pela inducdo de transcricdo de oncogenes
(BEYERSMANN et al., 1994).

O chumbo (Pb) é um elemento bastante abundante em toda a crosta
terrestre, usado em processos industriais desde épocas muito antigas, e que teve,
ao longo do tempo, seu uso progressivamente aumentando. A exposi¢do ambiental
ao chumbo aumentou, significativamente, ap0s a revolugdo industrial e ao
consequente aumento da mineragdo (ALLOWAYA; AYRES, 1994).

O Pb promove distirbios mitdticos nas plantas (LEVAN 1945;
AHLBERG et al., 1972; RAMEL, 1973; LIU et al., 1994), toxicidade sobre os
nucléolos (LIU et al., 1994), inducdo de células binucleadas (SWIEBODA, 1976)
e inibicdo do crescimento das raizes (LANE; MARTIN, 1980).

Jiang e Liu (2000), estudando o efeito de diferentes concentragdes de Pb
sobre celulas meristematicas de Zea mays, observaram uma diminuicdo do indice
mitotico, um aumento de células contendo microndcleos e aberracdes
cromossdmicas e inducdo da liberacdo do material nucleolar do nucleo para o
citoplasma. Foi observado por Succi et al. (2008), em células meristematicas de
A. cepa, expostas a diferentes concentragdes de Pb, um aumento significativo do
indice mitodtico, do nimero de células com aberracfes cromossémicas e com
micronucleos e uma diminuicdo da area nucleolar.

O cobre (Cu) é um elemento essencial aos organismos, cuja acdo do

proprio sobre o organismo é regulada por mecanismos homeostaticos. Quando 0s



mecanismos de controle sdo sobrecarregados e/ou quando 0s mecanismos de
reparo celular sdo deteriorados, o Cu passa de elemento essencial a elemento
toxico para a célula (PEDROZO; LIMA, 2001a).

As fontes antropogénicas de cobre incluem desde a emissdo pelas
atividades de mineracdo e fundicdo, até a queima de carvdo como fonte de
energia. Outras fontes incluem seu uso como agente antiaderente em pinturas, na
agricultura (em fertilizante, algicida, suplemento alimentar) e excretas de animais
incluindo a espécie humana (esgotos) (PEDROZO; LIMA, 2001a).

Os efeitos tdxicos do cobre foram diagnosticados para varios organismos
aquaticos (BUTLER; ROESIJADI, 2001; FRANKLIN et al., 2002), inclusive
peixes (PARIS-PALACIOS et al., 2000; SMITH et al., 2001; MANZL et al.,
2003; ARKHIPCHUK; GARANKO, 2005). Rau et al. (2004) demonstraram que
células de peixes sdo mais sensiveis ao cobre que células de mamiferos, dados
estes corroborados pelos estudos realizados por Arkhipchuk e Garanko (2005), em
eritrocitos de Carassius auratus gibelio, que mostraram um aumentado do indice
de microndcleo, apo6s exposi¢édo ao Cu.

O ferro (Fe) é tido como elemento essencial para todas as formas de vida,
uma vez que também é um componente chave para a manutencdo da homeostase
celular. Indmeros processos bioldgicos sdo intermediados por enzimas que
requerem o ferro como co-fator (PEDROZO e LIMA, 2001b). Porém, em altas
concentragdes, o Fe pode se envolver na formacdo de radicais livres (reagdo de
Fenton) e se tornar extremamente tdxico para a célula (MATSUMOTO; MARIN-
MORALES, 2005)

Elevados niveis de Fe foram encontrados em tecidos de tilapias coletadas
no lago Nasser (Egito) por Rashed (2001). A presenca deste metal foi maior no
estdmago do que em outros tecidos. O autor sugere que o elevado indice de Fe
neste lago seja decorrente de um aumento das descargas da agricultura nesta
regido, a qual inclui fertilizantes quimicos e biocidas.

O aluminio (Al) € o terceiro metal mais abundante da crosta terrrestre
(ACHARY, et al., 2008). E um metal altamente citotoxico para as plantas
(PEJCHAR et al., 2002), tendo como a mais importante conseqiiéncia fisioldgica



a interrupcdo do crescimento da raiz das plantas e a mudanca na morfologia
radicular (VOUTSINAS et al., 1997; DOVGALYUK et al., 2003; ACHARY, et
al., 2008). Voutsinas et al. (1997) sugerem que o citoesqueleto seja a estrutura
alvo do Al, pois este metal tem acdo sobre a polimerizacdo das tubulinas e,
consequentemente, na formacao do fuso mitdtico.

Vérias alteracdes celulares foram relatadas para A. cepa, apos exposicao
ao Al, como diminuigdo no indice mitdtico (FISKEJO, 1988; KAYMAK, 1996;
CAMPOS; VICCINI, 2003), anafases e tel6fases com pontes e quebras
cromossdmicas (FISKEJO, 1988; CAMPOS; VICCINI, 2003), células
micronucleadas e binucleadas (FISKEJO, 1988; ROY et al., 1989) e dissolucéo
nucleolar (FISKEJO, 1983).

O manganés (Mn) é um metal insoldvel em agua, encontrado em
abundancia na natureza, sob a forma de Oxidos, carbonatos e silicatos de
manganés. Entre as principais aplicacdes industriais do manganés, destacam-se a
fabricacdo de fosforos de segurancga, pilhas secas, ligas ndo-ferrosas (com cobre e
niquel), esmalte porcelanizado, fertilizantes, fungicidas, racfes, eletrodos para
solda, magnetos, catalisadores, vidros, tintas, cerdmicas, materiais elétricos e
produtos farmacéuticos (cloreto, 6xido e sulfato de manganés) (SALGADO,
1996).

Mukhopadhyay e Sharma (1990) observaram que o Mn causou um
distarbio no fuso mitdtico em células meristematicas de A. cepa. Os mesmos
autores observaram que o metal causou um efeito clastogénico nas células em

estudo, devido a presenga de muitas quebras cromossémicas.

1.9. Caracterizacdo da area de estudo e os padrdes de qualidade de agua
segundo Resolucéo 357/2005 (CONAMA)

De acordo com a resolucdo CONAMA 357/2005, “classe de qualidade de
agua” ¢ o conjunto de condi¢des e padrdes de qualidade de agua, necessarios ao
atendimento dos usos preponderantes, atuais ou futuros. A resolucio CONAMA
(Conselho Nacional do Meio Ambiente), n° 357 de 17 de mar¢o de 2005, dispde



sobre a classificacdo dos corpos de aguas doces, de acordo com Seus USOS
preponderantes, em:

Classe 1: aguas destinadas ao abastecimento doméstico, sem tratamento
prévio ou com simples desinfeccdo;

Classe 2: aguas destinadas ao abastecimento doméstico, apds tratamento
convencional, a irrigacdo de hortalicas ou plantas frutiferas e a recreacdo de
contato primario (natacdo, esqui -aquatico e mergulho);

Classe 3: aguas destinadas ao abastecimento doméstico, apds tratamento
convencional, a preservacgdo de peixes em geral e de outros elementos de fauna e
da flora e a dessedentacdo de animais;

Classe 4: aguas destinadas ao abastecimento doméstico, apds tratamento
avancado, ou a navegacdo, a harmonia paisagistica, ao abastecimento industrial, a
irrigacéo e a usos menos exigentes.

O rio Preto € um rio localizado no interior do estado de S&o Paulo-Brasil
(20° 55° 59” S e 49° 18 59” W), cuja nascente situa-Se entre 0S municipios de
Cedral e Potirendaba. Ao longo do seu curso, recebe os afluentes: corregos da
Lagoa Seca, da Invernada e do Baixad&o, do Elias, das Damas e do Cedro. Passa
pelo distrito de Engenheiro Schmidt e, antes de chegar a Sdo José do Rio Preto,
incorpora as aguas de mais dois corregos (0 Sem Nome e o da Onga ou da Lagoa).
Em 1956, no trecho urbano da cidade de Sdo José do Rio Preto, o rio foi
represado, formando a represa municipal de, aproximadamente, 5Km2 (com 4 Km
de comprimento), com profundidade méaxima de 2,5m (Anexo 1A) e que €
responsavel pelo abastecimento de &gua para 33% da populagdo da cidade.
Quando o rio passa por Sdo Jose do Rio Preto, recebe agua de diversos corregos
como o da Canela, Bora, e Piedade, e, antes de terminar sua travessia pelo
municipio, encontra-se com o corrego da Felicidade, passando por vérias outras
cidades, até desaguar no rio Turvo.

Segundo o Comité das Bacias dos rios Turvo e Grande, o rio Preto, até
encontrar o Corrego Piedade, em Sdo José do Rio Preto, € um rio de classe3,
passando, deste ponto em diante, a ser considerado como de classe 4 (Jornal BOM
DIA, 24/03/08).



Tendo em vista que estudos sobre possiveis impactos das aguas do rio
Preto, decorrentes de contaminantes com potencial citotoxico, genotoxico e
mutagénico sdo bastante escassos, a abordagem proposta para este trabalho,
certamente, trard uma contribuicdo adicional para a populacao, sobre os potenciais
riscos que possam estar expostos, pelo uso inadequado deste recurso, nas varias

atividades nele desenvolvidas.



2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo geral investigar a possivel presenca
de agentes quimicos com potencial citotdxico, genotdxico e mutagénico, que
séo despejados ao longo do rio Preto/SP, inclusive na Represa Municipal de
S&o José do Rio Preto/SP, por meio de bioensaios realizados com 0s sistemas-

testes de Allium cepa e Oreochromis niloticus.

Obijetivos especificos;

v Auvaliar o potencial citotoxico, genotéxico e mutagénico, das aguas
do rio Preto, por meio das analises da freqiiéncia do indice
mitotico, aberragbes cromossémicas e micronucleos, em células

meristematicas de A. cepa;

v Auvaliar o potencial de citotoxicidade de contaminantes quimicos
presentes nas aguas do rio Preto, por meio do uso de caracteristicas
morfologica e quantitativa do nucléolo de células meristematicas

de A. cepa;

v' Avaliar o potencial genotéxico e mutagénico, das aguas do rio
Preto, por meio do ensaio do cometa, do teste do microndcleo e de

outras anormalidades nucleares, em eritrécitos de O. niloticus;

v" Avaliar a influéncia da sazonalidade sobre os resultados obtidos.



3. ARTIGOS A SEREM SUBMETIDOS

Artigo 1: Aberragdes cromossdémicas e microntcleo em Allium cepa, expostas

em aguas do rio Preto

Artigo 2: Danos genotoxicos e mutagénicos em Oreochromis niloticus

(Peciformes, Cichlidae), por amostras de aguas do rio Preto

Artigo 3: Biomonitoramento da poluicdo do rio Preto/SP, usando caracteristicas

nucleolares de Allium cepa
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Resumo

Testes de toxicidade e genotoxicidade tém sido realizados em associacdo as
andlises fisicas e quimicas, a fim de estabelecer a qualidade da agua e contribuir
para a melhoria dos ecossistemas aquaticos. O objetivo do presente estudo foi
analisar os efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos induzidos por poluentes
derivados de despejos realizados ao longo do rio Preto/SP-Brasil, por meio da
andlise da variacdo do indice mitdtico, de aberragfes cromossdmicas e da indugéo
de células micronucleadas, sob o sistema teste de Allium cepa. Foram realizadas
analises quimicas das amostras de agua coletadas nos meses de margo de 2007 e
2008 (estagédo chuvosa) e nos meses de agosto de 2006 e 2007 (estacdo seca), em
seis pontos distintos do rio: Ponto 1 (P1), 8 km antes do represamento; Ponto 2
(P2), 1 km antes do represamento; Ponto 3 (P3), local do despejo de esgoto
urbano; Ponto 4 (P4), margem oposta de despejo do esgoto; Ponto 5 (P5), saida do
represamento; Ponto 6 (P6), 1 km ap6s represamento. Nestas andlises, foram
detectados valores que se encontram acima dos limites recomendados pela
portaria 357/2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), para 0s
elementos quimicos Cd, Pb, Fe, Al, NH3, Mn, Cu e Zn. O potencial genotoxico
dos agentes quimicos presentes nessas amostras de aguas foi obtido pelas analises
de aberragbes cromossdmicas, onde foram encontradas as anormalidades: C-
metafases; anafases com pontes; perdas e quebras cromossomicas; além de células
binucleadas e outras alteracdes celulares. Nossos resultados mostraram valores
significativos de genotoxicidade para os periodos de agosto de 2006 (para os P3,
P5 e P6), marco de 2007 (para os P1, P2, P3 e P6), agosto de 2007 (para os P1,
P3, P4 e P6) e marco de 2008 (para os P1, P3 e P6). Valores significativos de
mutagenicidade também foram registrados em agosto de 2006 (para o P6) e

agosto de 2007 (para os P3 e P6), obtidos pelos ensaios do micronucleo.

Palavras-chave: Allium cepa; aberragbes cromossdmicas; micronucleo;

genotoxicidade; mutagenicidade



1. Introducéo

Com o crescimento da populagdo humana e da producdo industrial tem
havido um aumento crescente das descargas poluidoras, que provocam a
deterioracdo do meio ambiente. Dentre os ambientes impactados pela poluigédo
ambiental, os ecossistemas aquaticos sdo 0s mais atingidos, pois acabam, de uma
forma ou de outra, servindo como receptores temporarios ou definitivos de uma
enorme gama de substancias. Quando a carga poluidora contém substancias
capazes de induzir danos no material genético de organismos expostos, pode
também ocorrer uma transferéncia deste comprometimento para a populacdo
humana que, de alguma maneira, interage com este ecossistema aquatico (Claxton
et al., 1998; Andrade et al., 2004; Matsumoto et al., 2006; Egito et al., 2007).

Devido ao aumento da descarga quimica no ambiente, diversos estudos
tém sido realizados, na tentativa de avaliar os efeitos que possam ser induzidos
por estes agentes. Testes de toxicidade e genotoxicidade tém sido realizados em
associacdo com analises fisicas e quimicas, para se estabelecer a qualidade de
corpos d’agua e/ou contribuirem para a melhoria dos ecossistemas aquaticos

(Grant, 1994, 1999; Smaka-Kincl et al., 1996; Egito et al., 2007).

Plantas superiores constituem um importante material para ensaios
citogenéticos realizados com o intuito de monitorar os poluentes ambientais.
Vegetais superiores, incluindo Allium cepa, sdo reconhecidos como excelentes
bioindicadores, para se determinar efeitos citotoxico, genotoxico e mutagénico de
quimicos ambientais, incluindo metais pesados (Fiskejo, 1988; Steinkellner et al.,
1998) e tem sido usado para 0 monitoramento de amostras complexas, como
aguas de rios (Rank e Nielsen, 1998; Matsumoto e Marin-Morales, 2004; Egito et
al., 2007; Leme e Marin-Morales, 2008; Caritd e Marin-Morales, 2008), lagos
(Grisolia et al., 2005), esgotos industriais e domésticos (Matsumoto e Marin-

Morales, 2004) e solos contaminados (Cotelle et al., 1999).

Para Grant (1982) e Chauhan et al. (1999), A. cepa é um eficiente

sistema teste para avaliar o potencial genotoxico de quimicos presentes no



ambiente, devido sua sensibilidade e boa correlagdo com sistema teste de
mamiferos, sendo indicado para ensaios de monitoramento ambiental,

especialmente de ambientes aquaticos.

O presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos citotoxicos,
genotoxicos e mutagénicos induzidos por poluentes derivados de despejos
realizados ao longo do rio Preto/SP-Brasil, por meio da analise da variacdo do
indice mitdtico, de aberracbes cromossémicas e da inducdo de células

micronucleadas, sob o sistema teste de Allium cepa.

2. Materiais e Métodos
2.1. Caracterizacao da area de estudo e locais de coleta das amostras de agua
A éarea escolhida no presente estudo foi o rio Preto (20° 55° 59 S/ 49° 18’
59” W), localizado no interior do estado de Sdo Paulo-Brasil. Em S&o José do Rio
Preto/SP- Brasil, no trecho urbano, o rio apresenta uma parte represada, formando
a represa municipal responsavel pelo abastecimento de agua da populacdo. A area
total da represa municipal é de aproximadamente 5 Km? (com 4 Km de
comprimento), com profundidade maxima de 2,5m. O rio Preto ha varios anos,
vem sofrendo com a poluicdo dada pelos emissarios de esgotos néo tratados, pelo
despejo clandestino de lixos e pelo assoreamento decorrente, principalmente, da
auséncia da mata ciliar. Alguns acidentes foram registrados neste rio,
especificamente na zona urbana de S&o José do Rio Preto, com registros de
mortalidade de peixes decorrente de lancamentos irregularmente de efluentes
industriais (CETESB — 03/2004 - Sdo José do Rio Preto/SP).

Para a avaliacdo do potencial citotoxico, genotoxico e mutagénico das
aguas do rio Preto, amostras de aguas foram coletadas em de marco de 2007 e
2008 (estacdo chuvosa) e agosto de 2006 e 2007 (estagcdo seca), em seis pontos
distintos do rio Preto: Ponto 1 (P1), 8 km antes do represamento; Ponto 2 (P2),
1km antes do represamento; Ponto 3 (P3), local de despejo do esgoto; Ponto 4
(P4), margem oposta do despejo do esgoto; Ponto 5 (P5), saida do represamento;

Ponto 6 (P6), 1 km apds represamento (Figural).



Gal6es plasticos novos, com capacidade de 20L, foram utilizados, para a coleta
das amostras de aguas aos ensaios de Allium cepa. Para as amostras de aguas
destinadas as analises de elementos quimicos, frascos estéreis de vidro de 2L
foram utilizados para coleta. O procedimento das coletas das amostras de aguas
foi realizado segundo a metodologia de coleta de aguas superficiais, descrita pela
CETESB (1987), como segue:

(1) Primeiramente, os galGes foram submergidos nas aguas do local de

coleta, para uma lavagem previa do mesmo com a dgua do ponto a ser coletado;

(2) Apo6s este procedimento, o0s 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;

(3) Apos coleta, as amostras foram levadas imediatamente ao laboratdrio

para inicio dos experimentos.

Temperaturas médias, maximas e minimas e indices pluviométricos
foram obtidos, para todos os meses de coleta, junto ao Centro de Pesquisas
Metereoldgicas e Climaticas Aplicadas a Agricultura (CEPAGRI), da cidade de
S&o José do Rio Preto/SP-Brasil (Tabela 1).

2.2. Material bioldgico

O material biolégico utilizado nos ensaios de citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade constituiu-se de sementes de Allium cepa (2n =
2X =16 cromossomos) de uma Unica variedade (Baia Periforme) e de um mesmo

lote, para evitar diferentes respostas durante os bioensaios.

2.3. Bioensaio

Sementes de A. cepa foram submetidas a germina¢do em amostras de

aguas coletadas nos pontos de coleta acima mencionados, em agua Milli-Q



(controle negativo) e 0,0019ppm de uma substancia reconhecidamente aneugénica
(Trifluralina - controle positivo), em placas de Petri contendo, aproximadamente,
100 sementes cada. Os experimentos foram desenvolvidos em temperatura

ambiente.

Apds a germinacgdo, quando as raizes de A. cepa atingiram cerca de 1,5
cm de comprimento, elas foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de
etanol para 1 acido acético — v:v), por um periodo de 24 horas. Posteriormente,
para analise dos indices mitético, de aberrages cromossémicas e de celulas com
micronucleos, as radiculas fixadas foram submetidas a reacdo de Feulgen (Mello e
Vidal, 1978, com modificacdes), que compreende duas etapas: uma hidrolise
acida em HCIl 1M a 60° C, durante 11 minutos e a coloracdo pelo reativo de
Schiff, por 2 horas, em local escuro. Para o preparo das laminas, as pontas das
raizes foram seccionadas, em lamina, para extragdo das suas regides
meristematicas. Para intensificar a coloragdo das células, foi adicionada aos
meristemas uma gota de carmim-acético (2%). O material foi recoberto com
laminula e, com o auxilio de um estilete de madeira, submetido a uma leve
pressao, para proporcionar um melhor espalhamento das células sobre a lamina,
sem o comprometimento das analises. O material foi analisado ao microscépio de

luz, com aumento de 400 vezes.

Para analises dos efeitos genotoxicos, diversos tipos de aberragdes
cromossémicas foram consideradas, em diferentes estagios de divisdo celular
(profase, metafase, anafase e teléfase), como C-metéafases, metafases aderentes,
perdas, pontes e quebras cromossdmicas, anafases multipolar e outras. As células
com micronucleos, observadas em celulas meristematicas de A.cepa, foram
utilizadas como um outro endpoint, considerado como resultante de efeito
mutagénico dos quimicos presentes nas aguas utilizadas nos ensaios. O efeito
citotoxico foi um terceiro parametro considerado, obtido pelas anélises do indice

de divisdo celular, ou indice mitético exibido pelas células, segundo a férmula:

IM (indice mitético) = numero de células em divisdo x 100

total de células observadas



Para todas as categorias analisadas, foram contabilizadas cerca de 5000
células por tratamento, sendo 500 células por Iamina, obtidas de um total de 10
laminas. Os dados foram comparados, usando o teste Kruskal-Wallis, em um nivel

de significancia de p<0,05.
3. Analises quimicas

Foram realizadas andlises quimicas de todas as amostras de agua coletadas ao
longo do rio Preto. Para esta analise foram quantificados os elementos quimicos:
nitrato, nitrito, amonia, sulfatos, cloreto, chumbo, aluminio, manganés, ferro total,

cobre, zinco, cromo e cadmio.
4. Resultados
4.1. Parametros quimicos

Nas andlises quimicas foram detectados valores que se encontram acima
dos limites recomendados pela portaria 357/2005, do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), para os elementos quimicos Cd, Pb, Fe, Al, NH3, Mn, Cu
e Zn (Tabela 2).

4.2. Inducéo dos efeitos citotoxicos

Os indices mitoticos obtidos pelas analises realizadas em células de A.
cepa nao mostraram diferencas significativas quando comparados com 0s
resultados do controle negativo em células meristematicas de A. cepa, expostas as

amostras de aguas coletadas ao longo do rio Preto (Tabela 3).

4.3. Inducéo de aberragdes cromossdmicas e nucleares

Foram observadas células micronucleadas, exibindo diferentes
tamanhos de microndcleos (Figura 2b-g), além de células portadoras de quebras
cromossomicas (Figura 2h, 2i - setas), que foram contabilizadas como endpoint de
potencial mutagénico. Foi observado um aumento significativo (p<0,05) na
frequéncia de quebras cromossémicas e de células micronucleadas para os ensaios

realizados com as amostras de agua do P3 (agosto de 2007) e P6 (agosto de 2006



e agosto de 2007), quando comparados com o controle negativo (Tabela 3 e
Figura 3 A). O controle positivo apresentou valores significativos para todos os

periodos estudados.

Na avaliacdo do potencial genotoxico, foram observadas as seguintes
anormalidades: anafase com perda cromossomica (Figura 2k, 2l - setas); C-
metafase (2n); anafase com ponte cromossémica (Figura 20); célula binucleada
(Figura 2p); anafase multipolar (Figura 2q, 2r), dentre outras. Células
meristematicas de A. cepa, expostas as amostras de aguas coletadas nos P3 e P6,
exibiram frequéncias de aberragcdes cromossomicas maiores que as do controle
negativo, com diferencas estatisticamente significativas, para todos os periodos
estudados (Tabela 3). Valores significativos também foram registrados para
amostras de aguas coletadas nos periodos de marco de 2007-2008 e agosto de
2007, para 0 P1. Os P2 e P4, quando comparados com o controle negativo,
apresentaram valores significativos nos periodos de marco e agosto de 2007,
respectivamente. Células meristematicas expostas a amostra de agua do P5
apresentaram valores estatisticamente significativos somente no més de agosto de
2006 (Tabela 3 e Figura 3B).

Quando o numero de cada tipo de anormalidades foi analisado
individualmente, apenas a frequiéncia de pontes cromossdémicas, encontrada para
0s ensaios realizados com amostras do P3 no periodo de agosto de 2007, mostrou
resultado estatisticamente significativo em relacdo ao controle negativo (Tabela
4).

5. Discussao

O despejo acidental e intencional de compostos quimicos prejudiciais
no ambiente aquatico tem o potencial de perturbar a estrutura e o funcionamento
do ecossistema natural (Vanzella et al., 2007). Existem muitas fontes poluidoras
derivadas de varias atividades humanas que alteram a qualidade da 4gua. Para Ohe

et al. (2004), as atividades relacionadas com a industria, a producdo de energia, 0



transporte, a mineracao e agricultura constituem fontes poluidoras importantes dos
recursos hidricos. Segundo Falkenmark e Allard (1991), as substancias poluidoras
podem ser classificadas em diferentes categorias como: &cidos e agentes
acidificantes (SO,, NO,); nutrientes (NO3, PO,®); compostos organicos

degradaveis; metais e metaldides.

O rio Preto, tido como modelo deste estudo, € um rio que, ao passar
pelo trecho urbano da cidade de S&o José do Rio Preto/SP-Brasil, recebe todo o
esgoto gerado no municipio (de cerca de 480 mil habitantes), que equivale a quase
20 toneladas de detritos, sem tratamento, langados, diariamente, neste manancial.
As amostras de aguas do rio Preto apresentaram indices acima dos recomendados
dos elementos quimicos: cobre (Cu) cadmio (Cd), ferro (Fe) e chumbo (Pb), em
quase todos os pontos de coleta e periodos estudados, cujas concentragdes
diferiram entre as estacfes e entre as amostra de agua. O Fe e o Cu foram
encontrados em todas as amostras de aguas coletadas, para todos os periodos do
estudo, sempre em concentracdes bem superiores as recomendadas pela

legislacdo, pelo nivel de classe que o rio se insere.

Em duas das coletas realizadas (agosto de 2007 e margo de 2008), foi
também observada a presenca de Manganés, em concentracGes superiores as
recomendadas pela legislacdo. Em agosto de 2007, o Mn foi encontrado em todas
as amostras coletadas, com excegdo dos P2 e P4 e em margo de 2008 s6 néo foi
registrado para o P4. Contudo, os indices aumentados deste metal ndo foram
suficientes para explicar a inducdo dos efeitos genotdxicos observados, pois,
mesmos nos pontos e periodos onde ndo foram quantificados niveis acima do
padrdo recomendado pela legislacdo, houve registros de aberracOes
cromossémicas, parametros indicativos da genotoxicidade da agua do rio Preto.

O Pb apresentou diferencas entre as estacdes de verdo e de inverno, para
quase todos 0s pontos de coleta, apresentando valores maiores no inverno que no
verdo. O aumento desses valores na estacéo seca pode ser explicado pela perda do
volume de agua, comum na maioria dos reservatorios de agua, durante a estiagem.

Em contrapartida, na ultima coleta (verdo de 2008), foram observados valores



superiores aos encontrados para as coletas anteriores, podendo este acréscimo
estar relacionado com um aumento de emissdo de efluentes contaminados com
este metal neste periodo.

A distribuicdo dos compostos quimicos, contaminantes ou ndo dos
ambientes aquaticos, € controlada por processos quimicos, fisicos e bioldgicos
que, acabam determinando sua concentracdo na coluna de agua, nos solidos
suspensos e nos sedimentos (S4, 2003; Santos et al., 2006).

Os niveis de citotoxicidade de um composto testado podem ser
determinados pelo aumento ou decréscimo do indice mitético (IM), que pode ser
usado como um parametro de citotoxicidade em estudos de biomonitoramento
ambiental (Fernandes et al., 2007). indices mitéticos menores que o controle
negativo podem indicar que o crescimento e o desenvolvimento dos organismos
expostos foram afetados pelos compostos testados. Por outro lado, indices
mitéticos maiores que os encontrados no controle negativo sdo provenientes da
inducdo do aumento da divisdo celular, que podem caracterizar um evento
detrimental para as células, produzindo uma proliferacdo descontrolada e,
eventualmente, levar a uma posterior formacgédo de tumor (Carita e Marin-Morales,
2008)

De acordo com Caritd e Marin-Morales (2008), o aumento ou a
diminuicdo do indice mitotico pode ser um importante indicador para monitorar
0s niveis de poluicdo em ambientes afetados, especialmente aqueles contaminados

com compostos potencialmente toxicos e citotdxicos.

Metais pesados introduzidos no ambiente de maneira natural e/ou
antropogénica acumulam no solo e sdo absorvidos pelas plantas, induzindo a
muitos efeitos toxicos, especialmente, nas raizes. Foi mostrado que metais
pesados como chumbo e cadmio inibiram o crescimento de raizes (Liu et al.,
1994, 2003; Seregin et al., 2004) devido ao decréscimo no indice mitdtico, valores
estes acompanhados pela reducdo do numero de células em metéafase e anafase
(Wierzbicka, 1988, 1989; Samardakiewicz e Woz ny, 2005; Fusconi et al., 2006).



Segundo Seth et al. (2008), a interacdo do metal pesado cadmio com
proteinas essenciais para a progressao do ciclo celular pode ser a causa da inibicéo
do indice mitotico. Inibicdo da sintese dessas proteinas pode também causar
retardo no crescimento, como relatado, precocemente, em mostarda indiana

exposta ao cadmio (Seth et al., 2007).

Na opinido de Wierzbicka’s (1999), a redu¢do no nimero de células em
divisdo, na presenca de metais, resulta de distarbios do ciclo celular conduzindo
para seu prolongamento. Por exemplo, em células meristematicas de A. cepa
tratadas com chumbo, o ciclo celular foi alongado por 8,5h, quando comparado
com controle negativo. Este aumento do ciclo mitético se deu, principalmente,
pela prolongacdo da fase S. A reducdo na proliferacdo celular também foi
observada por Lerda (1992). O autor observou que a frequéncia de células em
divisdo foi diminuindo, progressivamente, com o aumento das concentragdes de

chumbo.

Segundo Glinska et al. (2007), os metais chumbo, cadmio e cromo
diminuiram o indice mitético e induziram numerosos distirbios mitéticos em
raizes meristematicas de A. cepa, confirmando seus efeitos citotdxicos descritos

para muitas plantas.

No presente estudo o teste de indice mitotico ndo se caracterizou em um
bom pardmetro para avaliacdo deste tipo de poluicdo para este recurso hidrico,
haja vista, que nenhum resultado apresentou-se estatisticamente significativo,
guando comparado com o controle negativo.

Quanto a genotoxicidade dessas aguas, uma elevada freqliéncia de
aberrag6es cromossdmicas foi observada em todos os pontos e periodos de coleta.
Aberragbes cromossdémicas sdo caracterizadas por mudancas na estrutura
cromossémica ou no numero total de cromossomos que podem ocorrer,
espontaneamente, e como resultado de exposicdo a agentes fisicos e quimicos
(Leme et al., 2008).

As aberracGes cromossémicas mais observadas em nossos ensaios foram

alteracdes em células em anafase (ponte, perda, e multipolaridade), em metafase



(C-metafases), como também a presenca de células binucleadas, células com

microndcleos e quebras cromossdmicas.

Segundo Fenech e Crott (2002), microndcleos podem ser resultados de
fragmentos acéntricos (agentes clastogénico) ou de cromossomos inteiros (agente
aneugénico) que ndo foram incorporados ao nucleo principal, durante o ciclo
celular. Desta maneira, uma substancia capaz de induzir a formacdo de
microndcleos, pode ser considerada uma substancia clastogénica ou aneugénica
(Meng, 2003). A acdo clastogénica é comprovada pela presenca de micronucleos
decorrentes de quebras cromossémicas durante o processo de divisdo celular. J& a
acdo aneugénica acontece pela inativacdo do fuso mitotico, que levara a perda de
cromossomos inteiros, ficando os mesmos ausentes no nucleo principal da célula
(Fenech, 2000).

Yamamoto e Kikuchi (1980) mostraram que, medindo o didmetro do
micronucleo, € possivel determinar se 0 agente testado tem acgdo clastogénica
ou aneugeénica. Os autores mostraram que microndcleos derivados de agentes
clastogénicos eram menores que 0s micronucleos derivados de acédo
aneugénica. Contudo este método ndo tem sido satisfatério para um grande
nimero de micronucleos, ndo mostrando confiangca em muitos outros casos.
Outros autores, como Combes et al., 1995; Fenech, 2000, concluiram que a
utilizacdo da andlise do tamanho do microndcleo, como um parametro para
determinar clastogenicidade ou aneugenicidade de agentes diversos, poderia
ndo ser confidavel o suficiente, visto que, dependendo da espécie, o cariotipo
pode ser assimétrico, sendo heterogéneo em relacdo ao tamanho do

cromossomo, como, por exemplo, o cariétipo humano.

Contrariamente ao observado no homem, algumas espécies de plantas
superiores, como A. cepa, possuem um padrdo cariotipico simétrico, o qual
apresenta  homogeneidade quanto ao tamanho dos seus cromossomos,
apresentando cromossomos grandes e em pequena quantidade (2n = 16) (Grant,
1982; Fiskesjo, 1985). Desta forma, a metodologia proposta por Yamamoto e

Kikuchi (1980), pode ser valida para o organismo teste de A. cepa, para a



deteccdo das acdes aneugénica e/ou clastogénica de uma substancia, em

relacdo ao tamanho de seus micronucleos.

Além disso, 0os micronucleos presentes nas células mostraram tamanhos
variados. Nem todos os microndcleos observados apresentaram tamanho
semelhante aos micronucleos observados para o0s ensaios realizados com a
Trifluralina, um herbicida de reconhecida a¢do aneugénica (Fernandes et al.,
2007), sugerindo assim que alguns metais do presente estudo podem apresentar
acdo clastogénica e outros agdo aneugénica, 0 que pode também ser reforcado
pelos tipos de aberracbes observadas (quebras e perdas cromossdmicas),
durante as andlises. Estudos com girassois relataram que, dependendo da
concentracdo e do tempo de exposicao ao aluminio, cadmio, cobre e niquel,
aumenta o efeito clastogénico e aneugénico nessas plantas (Chakravarty e
Srivastava, 1992). Também foi documentado que os metais chumbo, cadmio e
cromo induziram micronicleo em células meristeméticas de A. cepa. (Lerda,
1992; Matsumoto et al, 2006; Glinska, 2007).

Os resultados mostraram um aumento significativo do numero de
micronUcleos em raizes expostas aos P3 (agosto de 2007) e P6 (agosto de 2006 e
agosto de 2007), em relagdo ao controle negativo, mostrando o efeito mutagénico
dos agentes quimicos presentes nas amostras das aguas destes pontos de coleta.
Esses resultados podem nos indicar que a baixa pluviosidade observada na estacao
seca, pode ter promovido uma maior concentracdo dos metais presentes nas
amostras destas aguas e que aguas derivadas desses pontos de coleta apresentaram
maior potencialidade de inducdo de efeitos mutagénicos, decorrente do
comprometimento ambiental, conferido pelo despejo direto de esgoto urbano

nesses pontos.

Alteracbes como C-metafases caracterizam uma evidéncia da presenca de
agentes aneugénicos, pois sdo decorrentes de uma completa inativacdo do fuso
mitético das células (Fiskejo, 1985; Fiskejo, 1993). Quando os fusos séo
completamente inativados, nenhuma placa equatorial é organizada e,

conseqlientemente, a divisdo do centromero é bloqueada. Sendo assim, podemos



sugerir que muitas das C-metafases observadas nos ensaios realizados com as
diferentes amostras de agua devem ser decorrentes da inativacao do fuso mitético
destas células. De acordo com Fernandes et al., (2007), a presenca de C-metéfases
pode resultar em células multinucleadas, embora o resultados mais frequente

sejam a inducdo de células polipldides e de celulas com micronucleos.

Os resultados ndo mostraram valores significativos para C-metafases, em
células meristematicas expostas a aguas do rio Preto. Por outro lado, apresentaram
aumento de micronucleos de tamanho grandes em alguns pontos, confirmando a
acdo aneugénica dos quimicos presentes nas amostras de aguas coletadas. Glinska
et al. (2007) mostraram que solucbes de cadmio, chumbo e cromo, nas
concentracdes de 100 pM, induziram formacdo de C-metafases e microndcleos

em células meristematicas de A.cepa.

Pontes cromossomicas, segundo Marcano et al. (2004), podem ocorrer
como conseqiiéncia da aderéncia e uma subsequente falha na separacdo dos
cromossomos na anafase ou ainda ser atribuida a uma translocacéo desigual ou
inversdo dos segmentos cromossdmicos. Uma vez aderidas, as cromatides
permanecem unidas e, quando separadas, na anafase, podem levar a ruptura do
cromossomo. Essa sugestdo esclareceria a presenca de microndcleos derivados de
perdas de cromossomos inteiros, apds tratamento com amostras de agua do rio

Preto.

De acordo com Rank e Nielsen (1998), as anafases multipolares decorrem
do mau funcionamento do fuso mitético, que distribui os cromossomos de forma
irregular, encaminhando-os para mais de dois polos nas celulas, contrariamente ao
que ocorre em células de divisdo normal. Para Fernandes et al. (2007), as anafases
multipolares podem ser decorrentes de acdo aneugéncia de uma substancia, que
impede a polimerizacdo dos fusos mitéticos, sem impedir a duplicacdo dos centros
organizadores de microtubulos. Quando a acdo do agente é atenuada e a célula
volta a normalidade de divisdo, vai existir mais de dois centros organizadores de

microtubulos presentes, levando a multipolaridade na divisao.



De acordo com a literatura, tais alteracbes podem ser decorrentes da acéo
de certos metais pesados. Nos Ultimos anos, a emissdo de metais pesados no
ambiente tem aumentado, causando impacto severo nos ecossistemas e o
comprometimento grave a salde humana. As principais atividades
responsaveis pela contaminacdo por metais pesados no solo e na agua sao as
atividades industriais, agricolas e urbanas, decorrendo em sérios problemas

ambientais (Marcano et al., 2002; Matsumoto e Marin-Morales, 2005).

Os dados indicam aumento da genotoxicidade e mutagenicidade na época
da estacdo seca comparada com a estacdo chuvosa, principalmente nos pontos
3 e 6 onde ocorrem descargas de efluentes.
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