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RESUMO

Atualmente, a degradacdo dos recursos hidricos é uma das maiores preocupacdes do
homem, uma vez que pode causar danos diretos ou indiretos a biota associada, bem
como a saude e a sobrevivéncia desses organismos expostos. Um dos fatores que
contribui para a alteracdo da qualidade das dguas € a emissdo de efluentes, seja ela
industrial, doméstica ou de outra origem. Dentre os processos industriais que sao
considerados preocupantes para o meio ambiente, temos a industria petrolifera, ligadas
ao refino de petrdleo. Os efluentes destas industrias podem causar drasticas alteragdes
nos recursos hidricos, devido a emissdao de hidrocarbonetos, podendo comprometer
corpos d’dgua que sdo utilizados em abastecimento de muitas cidades. O presente
estudo teve como objetivo investigar os possiveis efeitos citotdxico, genotoxico e
mutagénico de efluentes de refinaria de petrdleo, que sdo langados no rio Atibaia,
municipio de Paulinia/SP. Para isso, foram coletadas amostras de dgua de seis pontos
distintos: 1) Montante do Rio Jaguari (acima da captacdo da dgua utilizada pela
refinaria); 2) Entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN; 3) Saida da lagoa de
estabilizacdo (dgua destinada aos despejos no Rio Atibaia); 4) 1Km a montante do
ponto 3, no Rio Atibaia; 5) 1 Km a jusante do ponto 3; 6) Apds o tratamento fisico-
quimico e antes do tratamento bacterioldgico. Foram empregadas as metodologias de
aberracdoes cromossdmicas e de Corantes Vitais em Allium cepa (cebola) e teste de
micronucleo e ensaio de cometa em Oreochromis niloticus (tildpia). A partir dos dados
obtidos, pode-se inferir que as dguas do ponto 1 apresentaram baixo potencial
citotoxico, genotoxico e mutagénico. O ponto 6 apresentou o mais alto indice de
citotoxicidade, genotoxicidade e de mutagenicidade. As dguas dos pontos 2 e 3
apresentaram niveis inferiores aos observados para o ponto 6. Foi observado que o
efluente lancado no rio Atibaia (ponto 3) apresentou um indice mais baixo que os dos
pontos 4, 5 e 6, o que indica que os tratamentos realizados pela empresa foram eficazes
para minimizar os efeitos citotoxicos, genotéxicos e mutagénicos dos seus efluentes.
Porém, os indices do ponto 5 (jusante do despejo) foram mais elevados que os
observados para o ponto 4 (montante do despejo do efluente), o que indica que, apesar
da eficiéncia dos tratamentos realizados pela refinaria de petréleo, deve haver alguns

efeitos sinergisticos entre os compostos existentes no efluente final da refinaria com



outros compostos existentes no rio Atibaia, visto que esse rio recebe efluentes

domésticos e de outras industrias, a montante do lancamento do efluente da refinaria.

Palavras-chave: efluentes de refinaria de petrdleo, citotoxicidade, genotoxicidade,

mutagenicidade, Allium cepa, Oreochromis niloticus.



ABSTRACT

The degradation of the hydric resources is one of the man's main preoccupation,
because it can cause direct or indirect damages to health and to the survival of the
exposed organisms. One factor that can contribute for the alteration of the water quality
is the effluents emissions, such as industrial, domestic or of other origin. These effluents
can cause drastic alterations in the hydric resources, due to the emission of
hydrocarbons, which can compromise the water that is used in the supplying of many
cities. The present work had the objective to investigate the possible citotoxic,
genotoxic and mutagenic effects of these petroleum refinery effluents, that are
discharged in the Atibaia river, municipality of Paulinia/SP. Water samples were
collected in six different sites: 1) Jaguari river upstream (above the site were the water
is collected by the industry); 2) entrance of the stabilization lake of REPLAN; 3) exit of
the stabilization lake (water that is destined to be discharged in the Atibaia river); 4) 1
Km upstream of site 3, in the Atibaia river; 5) 1 Km downstream of site 3; 6) after the
physic-chemical treatment and before the biological treatment. The methodologies of
chromosome aberrations, and vital staining were used in the Allium cepa (onion) and
the micronucleus test and comet assay were applied in Oreochromis niloticus (tilapia).
From the results observed, we can suggest that the waters of site 1 has low citotoxic,
genotoxic and mutagenic potentials. Site 6 had shown the highest citotoxic, genotoxic
and mutagenic rates. The waters from sites 2 and 3 presented inferior levels from those
observed in the site 6. It has been observed that the effluent that is discharged in the
Atibaia river (site 3) had a lower level when compared with sites 4, 5 and 6, wich means
that the treatments used by the company are efficient in minimizing the citotoxic,
genotoxic and mutagenic effect of these effluents. However, rates of site 5 (downstream
of the discharge) were higher than those observed in site 4 (upstream of the discharge),
which means that, despite the efficiency of the treatments performed by the petroleum
refinery, there must be some synergistic effects between the compounds of the final
refinery effluents and other compounds that exist in the Atibaia river, since this river
receive other industrial and domestic effluents, in the upstream of the discharge of the

refinery effluent.



Key-words: petroleum refinery effluents, citotoxicity, genotoxicity, mutagenicity,

Allium cepa, Oreochromis niloticus.



1. INTRODUCAO GERAL E RELEVANCIA DO TEMA

O homem, assim como todos os outros organismos, estd exposto a diversos
agentes, sejam eles quimicos, fisicos e bioldgicos, que podem causar, direta ou
indiretamente, sérios danos a sadde e a sobrevivéncia. Atualmente, € crescente a
preocupacdo do homem com relagdo a poluicdo ambiental pois, a cada dia, sdo
produzidas e langadas no meio ambiente, novas substancias quimicas capazes de

promover danos e até mesmo a morte dos organismos vivos.

A formagdo de grandes aglomerados urbanos e industriais e a crescente
necessidade de dgua para o seu abastecimento, além da agricultura e atividades de lazer,
fazem com que hoje a quase totalidade das atividades humanas seja cada vez mais
dependente da disponibilidade e qualidade das dguas continentais. A dependéncia do
homem moderno para com os ecossistemas aqudticos ¢ ainda mais evidente nas regioes
altamente industrializadas, nas quais a demanda de dgua, per capita, tem se tornado
cada vez maior (SILVA et al., 2003).

A d4gua é um recurso mineral finito e um dos fatores indispensdveis a
manutencdo da vida, sendo que, por essa razdo, o seu uso racional, bem como a
conservacgdo da sua qualidade, devem ser incentivados.

Ap6s a revolugdo industrial, um grande nimero de substincias quimicas tem
sido langcadas nos ambientes terrestre, aquatico e na atmosfera. Estas substancias podem
ser transportadas e transformadas, por diferentes processos, em subprodutos que podem
causar efeitos adversos ao homem, assim como danos aos ecossistemas terrestres e

aqudticos (BERTOLETTI, 1996).



Os corpos hidricos de muitas regides brasileiras, como por exemplo as que
abrigam pdlos industriais e as dreas de concentracdo agricola, onde sdo utilizados
diversos tipos de biocidas para o controle das pragas das lavouras, vém sofrendo uma
degradacdo ambiental continua causada pelos efluentes industriais, domésticos e pelas
dguas remanescentes das aplicacdes de biocidas (CETESB, 1987).

Com a crescente industrializagc@o, diversas substancias quimicas sdo produzidas
e lancadas nos corpos d“dgua, sendo que essas substancias podem ter efeitos citotoxicos,
genotoxicos e mutagénicos sobre diferentes organismos, além de poderem induzir
efeitos teratogénicos.

Dentre as diversas industrias que lancam seus efluentes nos recursos hidricos
pode-se citar a industria de refino de petréleo. Apds o processo de refino, uma grande
quantidade de dgua € despejada, juntamente com diversas outras substancias derivadas
do processo, em corpos d “dgua, comprometendo a qualidade desses recursos hidricos.

Diversos organismos sdo utilizados como bioindicadores para se avaliar e
monitorar a qualidade dos ecossistemas aquaticos. Dentre estes organismos, pode-se
citar as espécies Allium cepa (Asparaginales, Alliaceae) e Oreochromis niloticus
(Perciformes, Cichlidae), amplamente utilizados em estudos para esse fim.

A interacdo entre diferentes métodos de avaliacio do potencial tdxico,
genotoxico e mutagénico pode fornecer uma visdo mais global e abrangente sobre os
efeitos de determinada substancia sobre os organismos vivos. Desse modo, para o
presente estudo foram realizados, em Allium cepa e Oreochromis niloticus, ensaios para
se avaliar o possivel potencial citotoxico, genotéxico e mutagénico de dguas do rio
Atibaia, que recebem derivados de residuos de efluentes da refinaria de petréleo
(Refinaria de Paulinia - REPLAN), municipio de Paulinia-SP.

Para melhor apresentacdo, os resultados obtidos no presente trabalho, bem como
a discussdo de cada tema abordado, foram subdivididos em capitulos, escritos em forma
de artigo a serem submetidos em periddicos especializados na area.

Apés a apresentacdo dos referidos artigos, foram realizadas a discussdo e a
conclusdo geral de todos os dados apresentados, a fim de correlaciond-los entre si, para
se obter uma visdo mais holistica dos efeitos dos efluentes de refinaria, sobre os

organismos teste utilizados.



2. REVISAO DA LITERATURA

A dgua é um solvente versitil amplamente usado para transportar produtos
residuais para longe do local de produgdo. Infelizmente, os produtos residuais
transportados sdo freqiientemente toxicos e sua presenca pode degradar, seriamente, o
ambiente do rio, lago ou riacho receptor (WHITE & RASMUSSEN, 1998).

Um aumento significativo no nimero de compostos quimicos industriais,
agricolas e comerciais no ambiente aqudtico levam a vdrios efeitos deletérios nos
organismos aqudticos (LIVINGSTONE, 2001). Muitos desses quimicos podem exibir
atividades genotodxicas, levando a desordens genéticas, a doencas e a mortalidade de
organismos expostos (NEHLS & SEGNER, 2001). Em baixas concentracdes, estas
substancias podem nao ter efeitos agudos detectdveis nos organismos, mas podem, a
longo prazo, reduzir a sua sobrevivéncia. Tais efeitos podem ser manifestados por um
dano maior ou menor nas células somdticas ou germinativas, e pelo aparecimento de
desordens como, por exemplo, o cancer, que requer periodos longos e latentes antes de
tornar-se clinicamente detectivel (WHITE & RASMUSSEN, 1998).

O aumento da contaminagdo do ambiente aqudtico, por varios residuos de
compostos quimicos, tem causado efeitos diretos e indiretos na saide humana (AL-
SABTI et al., 1994). A poluicdo ambiental aqudtica € um problema sério e crescente e
embora exista uma legislacdo pertinente, ela ainda ocorre. Algumas vezes, agentes
toxicos sdo emitidos diretamente no ambiente aquatico, tornando-se genotoxicos pelas

transformagdes bioldgicas ou quimicas sofridas pds-emissdo (CLAXTON et al., 1998).



A toxicologia aqudtica estuda as interferéncias que os compostos quimicos e
outros xenobidticos podem causar nos organismos aquaticos, com énfase especial aos
efeitos adversos ou danosos. Inimeros testes toxicoldgicos sdo utilizados para avaliar as
concentracdoes € o tempo de exposi¢do necessdrios para que esses agentes tOXicos
possam produzir efeitos sobre os organismos. Assim, um teste toxicoldgico é
desenvolvido para mensurar o grau da resposta produzida por um nivel especifico de
estimulo-concentra¢do do composto em estudo (RAND & PETROCELLI, 1985).

As atividades humanas t€m provocado, ao longo dos anos, grandes impactos nos
ecossistemas aquaticos, sendo que os despejos de efluentes industriais € domésticos
constituem-se, indiscutivelmente, a maior fonte antrépica de compostos quimicos que
sdo lancados nos corpos d’dgua (JUNGCLAUS et al., 1978; STAHL, 1991; VEGA et
al.,, 1996). Muitos desses efluentes contém misturas toxicas, tais como agrotoxicos,
metais pesados, produtos industriais e uma variedade de outras substincias que,
conjuntamente, podem agravar ainda mais as condicdes ambientais e,
conseqiientemente, toda a vida do ecossistema.

Problemas decorrentes dos efeitos téxicos nos ecossistemas aquaticos nao se
restringem, apenas, aos desequilibrios ecoldgicos provocados nos corpos d’dgua, mas
como podem, a longo prazo, afetar a saide humana, se considerada a possibilidade da
ocorréncia dos fendmenos de persisténcia e bioacumulacdo de poluentes toxicos, ao
longo da cadeia alimentar (ALVES, 1990; HOUK, 1992).

Virias evidéncias de efeitos de substancias genotdxicas a saude, tais como
anomalias reprodutivas, defeitos congénitos e cancer, t€ém sido citadas. Aumento de
incidéncia de carcinomas gastro-intestinais, de bexiga, anomalias reprodutivas e
malformacdes congénitas tém sido encontradas em populagdes que vivem proximas a
depdsitos de despejos perigosos. Os danos genéticos mais citados sdo as indugdes de
lesdes cromossOmicas estruturais € numéricas especificas, decorrentes dos danos
provocados no DNA. Segundo Houk (1992), trés grandes classes de danos podem ser
descritas: mutagénicos (ou de ponto), referentes as mutacdes no gene, que sao alteragdes
do DNA dentro de seqiiéncias génicas; clastogénicos, referentes as alteragdes na
estrutura cromossOmica, usualmente resultando em ganho, perda, ou rearranjo de pecas
cromossOmicas; e aneugénicos, referentes ao ganho ou perda de cromossomos inteiros

no complemento cromossdmico.



Segundo Schull (1962), as mutacdes sdo alteracdes na seqiiéncia normal de
nucleotideos de um organismo. Deste modo, a mutagenicidade é um efeito téxico que
danifica, especificamente, o material genético da célula, causando uma mudanga no
DNA ou no cromossomo.

Uma substincia pode causar mutagdes por diversos modos de acgdo e,
conseqiientemente, diferentes tipos de componentes estranhos podem ser considerados
mutagénicos. Os efeitos dos agentes mutagénicos podem ser diversos, tais como reacao
direta com o DNA nuclear; incorporagdo do DNA durante a replicacdo celular;
interferéncia na divisao celular mitética ou meidtica, decorrendo em divisao incorreta da
célula (TIMBRELL, 1999; MATSUMOTO et al., 2000).

O petréleo ¢ uma fonte energética nao renovdvel derivada da decomposicio
organica animal e vegetal, composto por uma mistura de hidrocarbonetos € uma
pequena quantidade de impurezas como enxofre, nitrogénio e metais. A partir do refino
do petrdleo sdo extraidos diversos produtos como gasolina, diesel, querosene, gis de
cozinha, 6leo combustivel, lubrificante, além de produzir diversos compostos quimicos
que sdo utilizados como matéria prima por vdarias industrias.

Com o aumento acelerado da produgdo de petréleo, houve também um aumento
concomitante deste produto e de seus derivados em recursos hidricos (FELLENBERG,
1980).

Os hidrocarbonetos (HC) podem originar-se de fontes naturais ou
antropogénicas. As fontes naturais sdo vegetacdo, decomposi¢do microbiana, queima
espontanea de florestas e formacao natural de gés. As fontes antropogénicas resultam da
combustdo incompleta dos combustiveis fésseis evaporados. Entre os hidrocarbonetos
oriundos da queima incompleta dos combustiveis de petréleo, da evaporacdo de
combustiveis liquidos e solventes durante sua estocagem, refino ou manuseio,
destacam-se os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAs), substincias estas com
reconhecido potencial mutagénico (SILVA et al., 2003).

E fato conhecido que os efluentes lancados pela indistria de petréleo pode
conter uma grande variedade de poluentes organicos e metalicos, incluindo fendis, dleo
e graxa, sulfetos, amoOnia nitrogenada e hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs)
(DASGUPTA & ZDUNEK, 1992). Alguns desses compostos sdao utilizados ou

produzidos durante o processo de refino do petréleo, mas muitos deles estdo contidos no



6leo bruto (PORTE & ALBAIGES, 1993). Os contaminantes, como os HPAs, sdo
descritos como carcinogénicos, enquanto outros sdo conhecidos pelo seu potencial
oxidante (PAGLIA & VALENTINE, 1967).

O processamento dos hidrocarbonetos € uma pratica que requer grandes
quantidades de dgua. Desse modo, a industria de petréleo utiliza-se de grandes volumes
de dgua e descarta grandes volumes de efluentes nas dguas superficiais. Embora muitos
dos contaminantes sejam tratados e recuperados para serem reutilizados na refinaria,
uma grande quantidade de compostos toxicos pode estar presente no efluente final a ser
descartado pela industria (AVCI et al., 2005).

Apesar de ser de suma importancia para a sociedade atual, a utilizacdo do
petréleo traz riscos potenciais para o meio ambiente, desde o processo de extragdo,
transporte, refino, até o consumo de seus produtos, com a producdo de gases poluentes.
No entanto, algumas medidas foram e estdo sendo tomadas para minimizar esses riscos.
Dentre essas medidas, o monitoramento ambiental é uma importante estratégia para se

avaliar os impactos ambientais que o petroleo e seus derivados possam promover no

ambiente.

2.1. Sistema-teste vegetal: Allium cepa

A avaliacdo da genotoxicidade de quimicos perigosos/danosos tem sido feita ha
anos, por meio de testes com vegetais superiores (RANK et al., 2002). Durante a década
de 30, Levan (1938) demonstrou que a colchicina poderia causar distirbios no fuso
mitético, levando a uma poliploidizacao em células meristemaéticas de raizes de Allium.
Posteriormente, Levan (1945) demonstrou que vérias solucOes de sais inorganicos
induziam diferentes tipos de aberracdes cromossOmicas, nestas mesmas células de
meristemas radiculares de Allium (A. cepa). Desde entdo, muitos novos testes de
mutagenicidade, utilizando microorganismos, linhagens celulares de mamiferos e outros
sistemas bioldgicos, t€ém sido desenvolvidos, mas os testes com vegetais ainda sdo
utilizados, rotineiramente, em muitos laboratérios de todo mundo, como indicadores de
potencial mutagénico de diversos agentes. Além disso, ensaios com vegetais sao uteis
para se testar amostras ambientais complexas como esgotos industriais e domésticos

(GROVER & KAUR, 1999; HOSHINA, 2002; MATSUMOTO, 2004), aguas de rios



(RANK & NIELSEN, 1998; HOSHINA, 2002; MATSUMOTO, 2004), e solos
contaminados (CHANG et al., 1997; KOVALCHUCK et al., 1998; COTELLE et al.,
1999).

Alguns dos ensaios vegetais realizados com Allium cepa, Vicia faba e
Tradescantia paludosa, que foram utilizados nos estudos dos efeitos mutagénicos das
radiacOes 1onizantes e mutdgenos quimicos, sdo hoje empregados para se avaliar a
mutagenicidade/clastogenicidade de poluentes ambientais. Estudos realizados por
GROVER & KAUR (1999) mostraram que os ensaios com vegetais apresentam
resposta positiva, com relagdo aos poluentes. Grover et al. (1990) avaliaram os efeitos
genotoxicos de pesticidas, utilizando vegetais (teste de aberragdes cromossOmicas) e
mamiferos (teste de microntcleo) como organismos testes € observaram a existéncia de
uma correlacdo significativa (91,5%) entre os dois sistemas testados. A eficicia dos
sistemas teste vegetais foi também registrada por Constantin & Owens (1982),
Matsumoto (2004), Ventura (2004) e Fernandes (2005).

Como j4 citado, os testes utilizando-se Allium sdo realizados desde o final da
década de 30, sendo padronizados por Fiskejo em 1985. Esse teste constitui um ensaio
muito sensivel e confidvel para monitoramento ambiental e € baseado na avaliacdo do
potencial genotéxico e mutagénico de substancias quimicas em espécies do género
Allium, onde se registra as alteracdes na atividade mitética (exemplo: mudangas no
indice mitético); anormalidades mitdticas e aberracdes cromossdmicas em células
meristematicas das raizes de plantas deste género (VIDAKOVIC-CIFREK et al., 2002).
A espécie mais freqiientemente utilizada é Allium cepa, devido ao conhecimento da
duracdo do seu ciclo celular e da sua reacdo a muitos agentes mutagénicos conhecidos
(EVSEEVA et al., 2003). O teste de Allium cepa tem sido aplicado para a determinagdo
de efeitos citotdxicos e/ou genotéxicos de varias substdncias (GRANT, 1982;
FERNANDES, 2002; HOSHINA, 2002; VENTURA, 2002; 2004; MATSUMOTO,
2004). E considerado como um procedimento padrio para testes rapidos e para se
determinar a toxicidade e os niveis de poluicdo no meio ambiente. Os efeitos toxicos e
genotoxicos podem ser avaliados pela andlise macroscopica (diminui¢do do crescimento
radicular) ou também por parametros citologicos (tipos e freqiiéncia de aberracdes e
divisdes celulares anormais), respectivamente. Resultados provenientes do teste de

Allium cepa podem indicar a presenca de certas substincias citotdxicas, genotoxicas ou



mutagénicas no ambiente, que representam riscos, diretos ou indiretos, para os
organismos vivos expostos (SMAKA-KINCL et al., 1997).

Segundo Fiskejo (1985), a espécie Allium cepa tem sido indicado como um
eficiente organismo-teste de citotoxicidade e genotoxicidade, devido as caracteristicas
que possui na sua cinética de proliferacdo, pelo crescimento rdpido de suas raizes, pelo
grande niimero de células em divisdo, pela sua alta tolerancia a diferentes condi¢des de
cultivo, pela sua disponibilidade durante o ano todo e pelo seu facil manuseio. A essas
caracteristicas somam-se nimero reduzido de cromossomos (2n=16), além do grande
tamanho dos mesmos (QUINZANI-JORDAO, 1987). Testes com Allium cepa sao
adequados para a avaliacdo de parametros microscopicos como anafases prematuras,
aderéncias cromossOmicas, pontes e fragmentacdo cromossOmica, C-mitoses e
micronucleos, que sdo indicadores de eventuais mutagdes no contetido genético celular.

O teste de mutagenicidade com Allium tem recebido grande atengdo depois de
ter sido adaptado para examinar poluentes no solo e na 4gua, como os &acidos
clorofenoxiacéticos e os clorofenéis (FISKEJO et al., 1981), aluminio (BERGGREN &
FISKEJO, 1987), sais de metais pesados (LIU et al., 1995; MATSUMOTO, 2004) e
outros rejeitos quimicos industriais (VIDAKOVIC et al.,, 1993), bem como de
agrotoxicos (FRANEKIC et al., 1994; GROVER et al., 1988; VENTURA, 2004;
FERNANDES, 2005).

A sensibilidade do teste de mutagenicidade com Allium foi calculada como
sendo superior aos resultados obtidos com roedores, em 82% (RANK & NIELSEN,
1993). Os testes com Allium cepa, como ja foi citado, também apresentam uma alta
correlacdo com os resultados obtidos com outros sistemas teste em mamiferos

(GRANT, 1982).

2.2. Peixes como sistema teste animal

O acdmulo de substancias quimicas em peixes pode se dar através da exposi¢ao
direta aos quimicos presentes nas dguas dos rios e mares, ou através da cadeia alimentar
do ecossistema de maneira indireta (ATEEQ et al., 2002).

Segundo Powers (1989) e Ateeq et al. (2002), os peixes retinem caracteristicas

que os tornam excelentes modelos experimentais para estudos de toxicologia aquética,



em que sdo, particularmente, utilizdveis, pois alertam sobre o potencial de perigo de
novas substincias quimicas introduzidas no ambiente ou para a possibilidade da

polui¢do ambiental.

De acordo com Harshbarger & Clark (1990), os peixes constituem bons
organismos-teste para monitoramento toxicoldgico, especialmente espécies pequenas de
aqudrio, pois podem ser mantidos em laboratério e, facilmente, expostos a substancias
téxicas, de maneira similar aos vertebrados superiores, podendo ser usados para a
avaliacdo da presenca de substincias que tenham o potencial de causar efeitos
teratogénicos e carcinogénicos em humanos.

De acordo com Alves-Costa (2001), as espécies Oreochromis niloticus (tilapia) e
Hoplias malabariscus (traira) sdo excelentes sistemas-teste para ensaios laboratoriais,
realizados com o objetivo de investigar a toxicidade de substincias contaminantes em
ecossistemas aqudticos. Oreochromis niloticus € uma importante espécie de peixe
comercializdavel do sudeste do Brasil, particularmente do estado de Sao Paulo. E
também uma espécie comumente encontrada em estudrios pelo mundo todo, conhecida

por responder, rapidamente, a alteracdes ambientais (VIJAYAN et al., 1996).

2.3. Teste de aberracoes cromossomicas

Devido a sua grande dimensdao, a molécula de DNA acaba sendo alvo
permanente de danos causados por poluentes (KOVALCHUCK et. al., 1998). Segundo
Kirsch-Volders et. al. (1998) se esses danos nao forem reparados, ou se forem reparados
de forma incorreta, eles podem acarretar em mutagoes.

As lesdes no DNA podem promover alteracdes no conteido genético dos
organismos. Segundo Kirsch-Volders (2002), mutacdes no material genético podem ser
de dois tipos: mutagdes gé€nicas (que ocorrem nos genes) € mutagdes cromossomicas
(visualizadas pela presenca de aberragdes cromossomica).

Testes citogenéticos sdo uteis para identificar os efeitos danosos de uma
substancia particularmente conhecida, em suas vérias concentracdes e apds diferentes
tempos de exposi¢cdo. Estes testes também sdo importantes para avaliar influéncia dos
xenobiontes sobre os organismos (AL-SABTI & KURELEC, 1985; AL-SABTI, 1989;
ABDOU et al., 1989; ARRIGONI et al., 1989; KAK & KAUL, 1989; KUMAR &



SINHA, 1989; RAO, 1989; CHAUHAN & SUNDERARAMAN, 1990; EL-
KHODARY et al., 1990; PANDA et al., 1990; SINGH et al., 1990; KUMAR et al.,
1991; DE-SERRES, 1992). Desta forma, sao comumente usados para se biomonitorar a
extensdo da poluicdo e avaliar o efeito combinado que todas as substincias téxicas e
mutagénicas, presentes no meio ambiente, causam nos 0rganismos expostos
(DEGRASSI e RIZZONI, 1982; AL-SABTI & KURELEC, 1985; DIXIT & NERLE,
1985; FISKEJO, 1988; DE MARCO et al., 1988; AL-SABTI, 1989). Testes biolégicos
de toxicidade e genotoxicidade sdo, segundo Moraes (2000), indispensdveis para se
avaliar as reacdes dos organismos vivos a poluicdo ambiental e para indicar os possiveis
efeitos sinergisticos de varios poluentes, enquanto que as andlises fisicas e quimicas
determinam a presenca ou a concentracdo de diferentes poluentes presentes no meio

ambiente.

Uma das mais antigas e utilizadas ferramentas para se realizar estudos de
avaliacdo de genotoxicidade e de mutagenicidade € o teste de aberracdes
cromossOmicas. Esse teste, baseado na citogenética cldssica, € um dos poucos métodos
diretos usados para mensurar mutacdes em sistemas expostos a mutigenos ou
carcindgenos potenciais (RANK et al., 2002).

O teste de aberracdes cromossOmicas com Allium cepa fornece um rapido exame
dos efeitos genotdxicos e mutagénicos de substincias quimicas dispostas no meio
(GRANT, 1982; GRANT, 1994; FISKEJO, 1985; FISKEJO, 1988; FISKEJO, 1993a;
FISKEJO, 1993b; NIELSEN & RANK, 1994). Este teste tem sido amplamente utilizado
para se monitorar os efluentes de rios (FISKEJO, 1993b; RANK & NIELSEN, 1994;
SMAKA-KINCL et al., 1997).

A contagem da incidéncia de aberracdes cromossOmicas € de micronicleos em
células de meristemas radiculares constitui um método facil para se estudar os efeitos de
diferentes agentes mutagénicos, como, por exemplo, os compostos de mercurio, selénio,
zinco e cadmio, bem como de muitos pesticidas (FISKEJO, 1988; FISKEJO, 1979;
BORBOA & DE LA TORRE, 1996; GULATI et al., 1994). Os resultados obtidos com
este teste estdo de acordo com os resultantes de outros sistemas teste, como os de
células V79 do hamster chinés e de linfécitos humanos (PAVLICA et al., 1991;
FISKEJO, 1995; GRANT, 1994). Curiosamente, foi observada uma maior eficiéncia do



teste de microntucleo com células de raizes de Allium cepa do que com células de Vicia
faba (MA et al., 1995), quando se avaliou a clastogenicidade do raio-X.

Devido a sua simplicidade, ao seu relativo baixo custo, a sua versatilidade e as
minimas facilidades requeridas, estes ensaios se tornaram indicados para a avalia¢ao dos
efeitos de xenobiontes e para o monitoramento da poluicio (GROVER & KAUR,
1999).

Testes citogenéticos sdo adequados para identificacdo de efeitos perigosos de
substancias, em suas diversas concentracdes sobre diferentes tempos de exposicdo, e
para avaliagdo da sua influéncia nos organismos. Estes testes também permitem a
compreensdo dos efeitos de agentes fisicos e quimicos sobre os organismos-teste € sado,
comumente, usados no biomonitoramento da extensdao da polui¢do, bem como para a
avaliagdo dos efeitos combinados de todas as substancias toxicas e mutagénicas sobre
os organismos no ambiente natural (MORAES, 2000).

Resultados provenientes de bioensaios genéticos sao, segundo Houk (1992),
relevantes a satide humana porque o alvo toxicoldgico € o DNA, o qual existe em todas
as formas celulares vivas. Portanto, pode ser extrapolado que compostos que se
mostram reativos com o DNA de uma espécie tém o potencial para produzir efeitos
semelhantes em outras espécies. Em geral, perturbacdes do material genético sdo
deletérias para o organismo e podem conduzir a severas e irreversiveis conseqiiéncias a
saude.

As aberragdes cromossOmicas tém sido largamente reconhecidas como
importantes conseqii€ncias de agdes genotdxicas de agentes quimicos, aos quais muitos
organismos, inclusive o homem, estdo expostos. Tanto as aberragdes estruturais como
numéricas tém sido associadas com alteracOes da satide humana, como nos casos de

neoplasias e de anormalidades congénitas de recém-nascidos (NATARAJAN, 2002).

2.4. Morte celular: Apoptose e necrose

De acordo com Mello et al. (2001), agentes indutores de estresse, tais como:
radiacao, drogas, choques térmicos, metais pesados, dlcoois, hipdxia, jejum, inibidores
metabolicos, agentes oxidantes e infec¢des virais, dentre outros, podem induzir a morte

celular. Segundo Kaioumova et al. (2001), a perturbagdo de células por agentes



quimicos pode levar a uma seqiiéncia complexa de eventos, levando a morte celular,
tanto por apoptose como por necrose.

A definicdo de apoptose foi primeiramente baseada em uma seqii€éncia distinta
de eventos morfolégicos observados por microscopia eletronica, descrita por Kerr et al.
(1972) e depois por varios outros autores como Wyllie (1980), Gavrieli et al. (1992),
Lazebnik et al. (1993), Solary et al. (1993), Kerr et al. (1994); MacCarthy et al. (1997),
Messam & Pittmam (1998), Brunet et al. (1998), que observaram uma mudanc¢a na
morfologia do nicleo (condensacdo), bem como uma condensagao da célula.

A apoptose pode ser induzida no curso normal de crescimento e
desenvolvimento de tecidos e, além disso, por uma variedade de compostos quimicos e
condicdes ambientais especificas. A apoptose, considerada a principal via natural de
morte celular, é necessaria para a manuten¢do da cinética e do equilibrio de tecidos
sadios. A apoptose tem sido descrita como um tipo fisiolégico de morte celular, com
pouco ou nenhum impacto para os tecidos vizinhos. Evidéncias indicam que a apoptose
pode representar um mecanismo para a delecao seletiva de células, cuja sobrevivéncia
prejudicaria o organismo como um todo (STEINERT, 1996).

De acordo com Raff et al. (1998), a apoptose ndo € um processo exclusivo de
células animais. A morte programada da célula também pode ocorrer em plantas durante
o desenvolvimento, na senescéncia de flores e folhas e em resposta as injurias e
infecgdes.

O inicio da apoptose se caracteriza pela diminui¢do da célula e do niicleo, bem
como pela condensagdo da cromatina nuclear em massas bem definidas que comeg¢am a
se deslocar para as membranas nucleares (MAENO et al., 2000). Logo depois, o nticleo
se condensa, progressivamente, e se quebra (cariorrexis). A célula se desprende do resto
do tecido e o seu contorno comeca a se deformar e a formar extensdes
(DARZYNKIEWICZ et al., 1992). As extensdes celulares, chamadas de brotos, se
formam por um processo de migracdo do material nuclear que se desprendem do nicleo
e migram para a periferia da célula, até que haja a completa independéncia dessas
por¢cdes. Esse material € envolvido por membranas e recebem o nome de corpos
apoptoticos. Esses corpos apoptoticos estdo repletos de organelas celulares, altamente
condensadas, e dos ji citados fragmentos nucleares. As estruturas finas, incluindo as

membranas e a mitocOndria, ficam bem preservadas dentro desses corpos. Os corpos



apoptéticos sdo, rapidamente, fagocitados em células vizinhas, incluindo macréfagos e
células parenquiméticas (STALDEMANN & LASSMANN, 2000). Os corpos
apoptoticos podem ser reconhecidos dentro dessas células, mas, eventualmente, elas
comecam a se degradar (KERR et al., 1972; WYLLIE et al., 1980). Se a célula
fragmentada ndo € fagocitada ela passa por um processo de degradacdo que se
assemelha ao processo de necrose (KERR et al., 1972; WYLLIE, 1980; GAVRIELI et
al.,, 1992; LAZEBNIK et al, 1993; SOLARY et al., 1993; KERR et al., 1994;
MACCARTHY et al., 1997; MESSAM & PITTMAM, 1998; BRUNET et al., 1998).

O processo de morte celular por apoptose tem sido baseada em caracteristicas
especificas da morfologia celular e pela deteccdo de fragmentacio de DNA,
visualizadas pela aplicac@o de técnicas bioquimicas e histoquimicas (HUPPERTZ et al.,
1999; WILLINGHAM, 1999).

A apoptose € um tipo de morte celular associado a alteragdes funcionais e a
eventos bioquimicos que incluem a perda do potencial transmembrana da mitocondria
(PETIT et al., 1995; KROEMER et al., 1997), peroxida¢do da cardiolipina, ativacdo das
caspases (ZHENG e FLAVELL, 2000), fragmentagio do DNA em fragmentos
oligonucletotidicos (WALKER et al.,, 1995) e perda da assimetria lipidica pela
translocacdo de residuos da fosfatidilserina para a camada externa da membrana
plasmdtica (MORRIS et al., 1984; FADOK et al., 1992; KOOPMAN et al., 1994;
VERMES et al., 1995).

Verhoven et al. (1995) propuseram que a exposi¢do da fosfatidilserina seria
resultante tanto da diminuicdo da regulacdo da aminofosfolipidio translocase, quanto do
aumento da saida dos fosfolipidios da membrana, o que facilita a movimentacdo
bidirecional da bicamada de todos os fosfolipidios. Zhao et al. (1998) demonstraram
que a saida dos fosfolipidios interfere na redistribuicao dos fosfolipidios da membrana
plasmética em células ativadas, em células em necrose ou em apoptose.

Estd bem estabelecido que os fosfolipidios das membranas bioldgicas estdo
arranjadas de forma assimétrica entre a bicamada lipidica (DEVAUX, 1991; SHROIT &
ZWAAL, 1991; ZACHOWSKI, 1993). Em membranas plasmdticas de seres
eucaridticos, os aminofosfolipidios, como fosfatidilserina, residem, predominantemente,
na camada externa da membrana plasmdtica. Embora pouco se saiba sobre a funcdo

fisioldgica da assimetria da membrana lipidica, ha evidéncias de que um aumento do



Ca** intracelular, devido a ativacdo celular, necrose, ou apoptose, promove um rapido
movimento bidirecional dos fosfolipidios da superficie celular, resultando numa
exposicao da fosfoftidilserina na superficie celular (ZHAO et al., 1998). O movimento
transmembrana dos fosfolipidios pode ser importante para regular outras enzimas da
membrana ou para regular o movimento dindmico das membranas, tais como a fusdo e
trafego de vesiculas, embora nao haja nenhuma evidéncia experimental que comprovem
esses fatos. Estudos realizados por Umeda & Emoto (1999) mostraram que a
redistribui¢do dos fosfolipidios na bicamada atua como um regulador da reorganizagao
dos filamentos de actina e desempenha um papel crucial em mediar o0 movimento
coordenado entre a membrana plasmdtica e o citoesqueleto, para atingir, com sucesso,
uma divisdo celular. Os autores ainda sugerem que a completa perda da distribuicao
assimétrica dos fosfolipidios da membrana plasmatica pode ocorrer durante o processo
de apoptose, resultando na exposicdo de aminofosfolipidios. Os mesmos autores
observaram que a redistribuicdo da fosfatidilserina na bicamada da membrana
plasmaética foi especificamente aumentada nos “brotos” de células apoptdticas, o que
implica que a fosfatidilserina presente na membrana plasmatica deve desempenhar
algum papel regulatério na formacdo dos “brotos” na membrana de células apoptdticas.
Outras estruturas que parecem estar relacionadas com a formagdo dos “brotos” sdo os
filamentos de miosina II (MILLS et al., 1998).

Até hoje, os eventos que levam a ativacdo da morte celular por apoptose
permanecem desconhecidos. Considerdveis mudancas morfolégicas ocorrem na
apoptose e tem sido proposto que o citoesqueleto deve estar envolvido neste processo.
Estudos realizados por Cotter et al. (1992) indicaram que a actina estd, diretamente,
relacionada ao processo de apoptose e particularmente, nos corpos apoptoéticos. Pittman
et al. (1997) focaram seus estudos na tubulina e demonstraram que ela se reorganiza de
forma congruente, com as mudangas caracteristicas da apoptose. Esses autores ainda
demonstraram que a apoptose pode ser induzida por drogas que despolimerizam ou
estabilizam os microttibulos.

Estudos recentes indicam que quebras proteoliticas de uma série de proteinas
chave, como por exemplo a actina, espectrina, lamina A e B, por proteases ativadas por
caspases, desempenham um papel importante na morfologia da apoptose (MARTIN &

GREEN, 1995). Embora o exato mecanismo de como a degradacido dessas proteinas



resultam na morfologia das células apoptéticas permaneca desconhecido, muitas
proteinas alvo das caspases participam na formacao e na regulagdo do microfilamento
cortical, associado a membrana do citoesqueleto, que é muito importante para a
determinacdo da morfologia celular. A expressdo excessiva das formas clivadas, pelas
caspases, de Gas2 e gelsolin resultam em mudancas dramédticas na morfologia celular,
assemelhando-se a apoptose. Outras proteases, como a calpaina, t€m sido associadas
com a sinalizacdo de mudangas apoptéticas no citoesqueleto (KAYALAR et al., 1996;
VANAGS et al., 1996; BRANCOLINI et al., 1997; BROWN et al., 1997; MASHIMA
et al.,, 1997; RUDEL e BOKOCH, 1997).

Duas proteina-quinases localizadas nos sitios de ligacdo entre célula-célula e
entre célula-matriz também sdo alvos das caspases. A sua clivagem pelas caspases
resulta num aumento da sinalizacdo pré-apoptética (CARDONE et al., 1997) e no
possivel desligamento da célula do tecido (WEN et al., 1997). A desorganizacido da
lamina nuclear, estrutura de suporte do envelope nuclear, também € uma caracteristica
importante da desestruturacdo nuclear durante a apoptose, uma vez que a 1amina nuclear
¢ uma das responsdveis pela manutencdo da morfologia do nicleo. A desestruturagdo da
lamina pode afetar, também, o correto funcionamento do nicleo (LAZEBNIK et al.,
1993). Esse processo depende da degradacdo das laminas nucleares A e B, mediadas
pela caspase (ORTH et al., 1996). Proteinas envolvidas com a regulacdo da estrutura da
cromatina (NICHOLSON & THORNBERRY, 1997) ou proteinas envolvidas com a
interacdo entre a cromatina e a matriz nuclear (CASIANO et al., 1996) também sdo
clivadas pelas caspases. As caspases proteases também tém sido associadas com a
externalizacdo da fosfatidilserina, que promovem o reconhecimento dos corpos
apoptoticos pelas células vizinhas (FADOK et al.,, 1992; MARTIN et al., 1996;
VANAGS et al., 1996).

A necrose, ao contrdrio da apoptose, parece ser um tipo acidental de morte
celular que ocorre como conseqiiéncia de uma grave injdria celular. Uma célula em
apoptose passa por uma seqiiéncia de eventos bem definidos, enquanto que na necrose,
embora inicialmente passe pela condensacdo da cromatina, as organelas incham e as
membranas celulares perdem, rapidamente, a sua integridade (KERR et al.,, 1972;

WYLLIE et al., 1980; WYLLIE, 1980).



A necrose primdria, ou morte celular acidental (DARZYNKIEWICZ et al.,
1997), € um processo passivo, catabdlico e degenerativo, que geralmente representa
uma resposta a injurias graves e que pode ser induzida, tanto por uma overdose de
agentes citotoxicos, quanto por injdrias sérias ou por patégenos intracelulares (OSHIMI
et al., 1996; LEIST et al., 1997, DARZYNKIEWICZ et al., 1997, PALOMBA et al.,
1999).

A necrose € um tipo de morte celular, antigamente considerada como
descontrolada. Para Zakeri e Lockshin (2002), se uma célula encontra qualquer insulto
ou injiria grave a sua existéncia, seus mecanismos de geracdo de ATP, ou de
integridade e permeabilidade de membrana, ficam comprometidos. A necrose pode
ocorrer pela presenga de toxinas ou componentes quimicos toxicos, 0s quais promovem
a lise celular, cujas funcOes mitocondriais e dos canais i0nicos do sistema de
membranas das células tornam-se, totalmente, comprometidos. A necrose ndo ¢é
determinada por fatores intrinsecos da propria célula, mas por perturbacdes do meio
ambiente, injurias estas que causam uma agressao letal, por ser grave, intensa, continua
ou ndo, ultrapassando o nivel de habilidade homeostatica da célula. Os agentes
agressores podem ser agrupados em agentes fisicos (a¢do mecanica, temperatura,
radiacdo, efeitos magnéticos, eletricidade), quimicos (substancias toxicas e nao toxicas),
e bioldgicos (toxinas, infec¢des virdticas, bacterianas, micoticas, parasiticas, etc). Esses
agentes provocam um comprometimento da integridade das membranas celulares e da
manutencdo da capacidade de multiplicacdo celular, por interferéncias no RNA e no
DNA. A ag¢do dos agentes agressores sobre os sistemas bioldgicos provoca a perda da
homeostase e da morfostase celular, de tal forma que a célula perde a sua viabilidade
(KAIOUMOVA et al., 2001).

Diferentemente da apoptose, que € um fendmeno ocorrente em células tnicas, a
necrose tem sido, freqiientemente, descrita como um fendmeno multicelular. Estudos
moleculares tém demonstrado que o primeiro evento observado na necrose € a alteracao
na bomba de sédio e potdssio da membrana celular, provocando edema intracelular.
Quando as enzimas lisossomais digerem as organelas citoplasmdticas, o citoplasma
adquire um aspecto vacuolizado, podendo ocorrer um processo associado de
calcifica¢do nas células mortas. As alteragdes nucleares ocorrem, reversivelmente, até a

N

etapa de condensacdo da cromatina, formando blocos nucleares ligados a membrana



nuclear e ao nucléolo (cariorrexis). Entretanto, quando as alteracOes degenerativas
progridem, pode aparecer retragdo do nicleo, que se transforma em uma massa densa e
enrugada de cromatina (com reagdo picndtica positiva). Esta cromatina sofre uma
dissolug¢do progressiva (caridlise), aparentemente, como resultado da agdo hidrolitica
das DNAses de origem lisossomal. O citoplasma perde a basofilia e o limite celular se
torna indistinto. Observa-se que a perda da homeostase compromete o sistema
enzimatico (comprometimento dos lisossomos) e o sistema de membranas, o que leva a
lesdes irreversiveis para a célula (ZAKERI & LOCKSHIN, 2002).

Dados recentes indicam que, em contraste com a necrose que € causada por
condi¢cdes muito extremas, a apoptose € um tipo de morte celular caracterizado por um
evento fisiologicamente normal e regulado (programado). Atualmente, sabe-se que tanto
a apoptose como a necrose, possuem caminhos de sinalizacdo, como receptores de
morte celular, cascatas de quinases e eventos mitocondriais. Pela modulacdo desses
caminhos de sinaliza¢do, em ambos os processos de morte celular, € possivel identificar
e distinguir a apoptose da necrose (WOODLE & KULKARNI, 1998; HUPERTZ et al.,
1999; STADELMAN & LASSMANN, 2000; PROSKURYAKOV et al., 2003).

O aumento da permeabilidade de membrana pode ser evidenciado pela
incorporagdo de um corante fluorescente, intercalante de DNA, como por exemplo
Hoescht 33342 (ORMEROD et al., 1993) e iodeto de propidio (ORMEROD et al.,
1993; ZAMAIl et al., 2001).

O Hoescht 33342 é um marcador que apresenta baixa citotoxicidade e se
intercala entre as regides A-T do DNA (TAS & WESTERNENG, 1981). A exclusdo do
corante fluorescente iodeto de propidio tem sido comprovada como, particularmente,
util para estudos de morte celular. A natureza altamente polar dessa molécula faz com
que ela seja também altamente impermedvel em células integras. No entanto, ela
consegue penetrar na célula, quando esta apresenta uma membrana plasmadtica com
comprometimento da sua integridade. Uma vez dentro da célula, o iodeto de propidio se
combina com o DNA, conferindo ao nucleo uma coloracdo vermelha altamente
fluorescente (BRANA et al., 2002), evidenciando assim as células em processo de
morte celular. As células “vivas”, ou seja, com a sua membrana plasmatica integra

apresentam nucleos com coloragdo azulada.



2.5. Teste de micronucleo e anormalidades nucleares

Para Landolt & Kocan (1983) e Heddle et al. (1983), uma das mais promissoras,
baratas e rdpidas técnicas de avaliacdo genotoxicoldgica é o teste do microntcleo.
Micronicleos sdo massas de cromatina com aparéncia de um pequeno nucleo, resultante
da condensacdo de fragmentos cromossdmicos acéntricos ou cromossomos inteiros que
atrasaram sua migracdo para os pdlos na andfase (SCHMIDT, 1976; AL-SABTI &
METCALFE, 1995). Durante a tel6fase, um envelope nuclear se forma ao redor do
cromossomo ou do fragmento cromossdomico perdido, que entdo se descondensa e,
gradualmente, assume a morfologia de um ntcleo interfdsico, com a excecdo ao
tamanho, pois este ¢ bem menor que o nucleo principal, razdo pela qual é chamado de
microntcleo (FENECH, 2000).

Segundo Fenech (2000), para uma estrutura ser considerada um microntcleo ela
deve ser morfologicamente semelhante ao nucleo principal, porém com tamanho menor,
cujo diametro esteja entre 1/16 até 1/3 do nucleo principal; além de outras
caracteristicas como ndo ser refringente, ndo estar ligado ou conectado ao nicleo
principal e possuir a mesma intensidade de coloragdo do nucleo principal, embora as
vezes possa apresentar coloracado um pouco mais intensa.

Hayashi et al. (1998), descrevem o teste do microniicleo como uma técnica
vantajosa, pelo fato de poder ser usada em qualquer populacdo celular em proliferacao,
sem que seja necessario o conhecimento prévio do cariétipo do organismo teste
utilizado.

Embora o microndcleo possa se originar espontaneamente, a sua indugdo é,
comumente, usada para se detectar danos genotdxicos, resultantes de exposicdo a um
agente mutagénico (HEDDLE et al., 1983). O teste do microntcleo foi, originalmente,
desenvolvido como um teste que utilizava eritrécitos policromdticos de medula éssea de
roedores (SCHMIDT, 1976), e mais tarde estendido a eritrocitos circulantes
(MACGREGOR et al, 1980). Hooftman & Raat (1982) modificaram a técnica original
desenvolvida para roedores, para a aplicacao laboratorial em peixes. Essa modificacao,
conhecida como o “teste do microntcleo pisceo”, tem sido recentemente proposta como
uma técnica, potencialmente, rdpida e barata, a ser usada como indicadora de

contamina¢do ambiental (HOSE et al., 1987). Os eritrocitos de peixes sdo especialmente



preferidos para esse teste, pois, sendo nucleados, os seus micronicleos podem ser
indicativos seguros de atividade clastogénica (AL-SABTI & METCALFE, 1995).

O teste de micronucleos em eritrocitos de peixes tem sido utilizado largamente
para detectar os efeitos genotdoxicos de mutdgenos no meio ambiente e sua freqii€ncia é
considerada o reflexo dos danos genotéxicos nas células, principalmente nos
cromossomos (ATEEQ et al., 2002).

O teste de micronicleo € um teste também indicado para aplicacdio em
biomonitoramento da qualidade da d4gua. Muitos estudos usando o teste de microntcleos
em anfibios e em peixes tém sido descritos na literatura (BURGEOT et al., 1995;
GRISOLIA & STARLING, 2001; MATSUMOTO, 2004; VENTURA, 2004;
FERNANDES, 2005; SOUZA, 2005). Testes de microntcleo, realizado em eritrécitos
de sangue periférico de Oreochromis niloticus, t€m sido utilizados para detectar a
presenca de mutdgenos ambientais por Grisolia e Starling (2001), Matsumoto (2004),
Ventura (2004), Fernandes (2005), Souza (2005). A técnica de microndcleos em
eritrocitos de peixes tem, convencionalmente, sido utilizada devido a facilidade de
obtencdo dessas células, a taxa mitética relativamente alta do tecido hematopoiético,
caracteristicas estas que oferecem uma rdpida resposta genotoxica, em relacdo a
exposicao a xenobidticos (SCHMID, 1976; TICE & IVETT, 1985).

Al-Sabti et al. (1994) investigaram os efeitos citotoxicos causados pelo Cromo
(tri e hexavalente) em carpas da Prissia (Carassius auratus gibelio), empregando o teste
do micronucleo. Os autores observaram que, tanto em laboratério como no campo, a
exposi¢do dos animais a vdrios niveis de concentragdo desta substancia levou a um
aumento na freqiiéncia de micronucleos, quando comparados com o grupo controle.

Minissi et al. (1996) utilizaram o teste do microntcleo em Barbus plebejus para
monitorar, in situ, dois rios italianos caracterizados por diferentes niveis de polui¢do por
compostos quimicos. Os autores verificaram que a freqiiéncia de micronucleos parecia
estar, fortemente, relacionada com a qualidade da &4gua dos locais examinados,
corroborando assim na indicagdo do teste para este fim (monitoramento ambiental).

Hose et al. (1987), por sua vez, usando o teste do micronucleo em eritrécitos de
peixes (Genyonemus lineatus e Paralabras clathratus) de um rio do sul da Califérnia,
mostraram que a presenga de pesticidas como o DDT e o PCB no ambiente ndo resultou

em um aumento significativo na freqiiéncia de micronucleos. Outros estudos realizados



por Hose et al. (1984) e Das & Nanda (1986) constataram que muitos agentes
clastogénicos e mutagénicos, tais como o benzo(a)pireno e a mitomicina C, induzem a
formag¢do de micronucleos.

Segundo Ateeq et al. (2002), o aumento da freqiiéncia de microntdcleos e de
células alteradas foi significativo, quando eritrécitos do peixe-gato Clarias batrachus
foram analisados, apds a exposicdo aos herbicidas 2,4-D e butacloro. Houve uma
relacdo positiva de dose-resposta em todas as exposicOes realizadas para os dois
herbicidas e em todos os tempos testados (ATEEQ et al., 2002).

Os ensaios de anormalidades nucleares e de micronucleos, realizados com
peixes, tém sido largamente aplicados para a investigacdo dos efeitos de genotoxicidade
ambiental (AL-SABTI, 1986; HOSE et al., 1987; CARRASCO et al., 1990; HUGHES
& HEBERT, 1991).

2.6. Ensaio do cometa

No curso dos estudos de danos e reparo de DNA, o ensaio cometa se mostrou
uma técnica capaz de detectar danos citotoxicos de DNA, resultante de uma
conseqiiente ac¢do apoptotica (WYLLIE et al., 1980).

Considerada, atualmente, como uma das mais eficientes ferramentas no
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 propésito de andlises genotoxicolégicas (MONTEITH & VANSTONE, 1995).

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

O método do ensaio do cometa foi desenvolvido por Singh et al. (1988), que
adaptaram outras metodologias ja utilizadas, desenvolvendo uma técnica de eletroforese
de célula Unica (SCGE-single-cell gel eletrophoresis), sob condicdes alcalinas. Essa

técnica evidencia a ocorréncia de quebras em cadeias simples do DNA. A visualizacdao



subseqiiente da mobilidade dos fragmentos de DNA nuclear tornou-se um meio bastante
adequado para se detectar os danos no DNA em células tinicas. Os protocolos para o
ensaio do cometa variam entre laboratorios. Porém, recentemente, McNamee et al.
(2000) propuseram modificacdes nos métodos ortodoxos de célula tnica, fazendo com
que vdrias células fossem processadas de uma s6 vez, aumentando a eficiéncia da
técnica, sem comprometer a sua confiabilidade. Os resultados obtidos por eles
demonstraram-se similares aqueles previamente reportados, quando utilizaram o ensaio
de cometa convencional.

Monteith & Vanstone (1995) compararam o potencial do ensaio do cometa como
teste genotoxicoldgico com outras técnicas in vitro (aberragdes cromossomicas €
mutagdes, utilizando células pulmonares V79 de hamsteres chineses) e in vivo
(microndcleos de medula dssea em camundongos e reparo de DNA em ratos),
demonstrando que o cometa tem a habilidade de detectar danos no DNA, tanto quanto
as demais metodologias.

Mitchelmore & Chipman (1998), concluiram que o ensaio do cometa € um
método adequado como biomarcador ndo especifico de genotoxicidade em peixes e
outros organismos aquaticos, destacando a sensibilidade das células sangiiineas destes

animais aos efeitos genotoxicos.

2.7. Localizacao e caracterizacao da area de estudo

Os rios Atibaia e Jaguari, pertencentes a bacia do Piracicaba, Capivari e Jundiai
(PCJ), passam pelo municipio de Paulinia-SP, regido esta que abriga 51.242 habitantes,
107 industrias, dentre elas a Refinaria de Paulinia (REPLAN).

A REPLAN capta dgua do rio Jaguari, para o desenvolvimento de suas
atividades e despeja, apds passagem por tratamentos (fisico-quimicos, bioldgicos e
lagoa de estabilizagdo), os seus efluentes no rio Atibaia (Fig. 1)

A REPLAN possui uma area de 9.125 milhdes de m’ e é a maior refinaria de
petréleo do sistema PETROBRAS, responsavel pelo refino de cerca de 20% do petréleo

no Brasil.



2.8. Classificacao das aguas dos rios Atibaia e Jaguari.

A resolugdo CONAMA 20 - decreto 8468 estabelece e limita alguns pardmetros
especificos indicadores para cada classe, a serem considerados (como oxigénio
dissolvido, coliformes fecais, pH, turbidez, entre outros), para avaliacao das condi¢des
de qualidade das aguas (ANEXO 1).

Segundo o comité das Bacias Hidrogréficas do Piracicaba, Capivari e Jundiai e
regides; na situacdo atual, o rio Jaguari encontra-se como de Classe 2 e o rio Atibaia de
classe 4. Posteriormente, esses dois rios se unem para formar o rio Piracicaba, que

segundo a mesma classificacdo, é caracterizado como pior que classe 4.
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RESUMO

A emissdo de efluentes de industrias em ecossistemas aquaticos faz com que ocorra, a
cada dia, um aumento no comprometimento na qualidade desse recurso mineral e isso
acaba refletindo na sobrevivéncia dos seres vivos, visto que o consumo direto ou
indireto de dguas contaminadas podem constituir certo perigo a saide do homem e de
todos os outros seres vivos expostos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar se
os efluentes de refinaria de petréleo que sdao lancados no rio Atibaia, municipio de
Paulinia/SP, apresentam potencial mutagénico sob células meristemdticas de Allium
cepa. Para isso, foram coletadas amostras de 4gua a Montante do Rio Jaguari, (antes da
captacdo da refinaria), na entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN, na saida da
lagoa de estabilizacdo (4gua de despejos no Rio Atibaia), a 1Km a montante do ponto
de despejo, no rio Atibaia, a 1 Km a jusante do ponto de despejo e apds o tratamento
fisico-quimico (antes do tratamento bioldgico). Sementes de Allium cepa foram
colocadas para germinar nas dguas derivadas dos diferentes pontos de coleta, em dgua
milli-Q (controle negativo) e em metilmetano sulfonato (controle positivo). Os
meristemas foram coletados e analisados citologicamente. A andlise do potencial
mutagénico foi feito pela metodologia de avaliagdo de indugdo de aberragdes
cromossOmicas, de presenca de microntcleos e de avaliagdo da indug¢do de morte
celular. Da andlise dos resultados pode-se inferir que as amostras de dguas coletadas
apo6s a utilizacdo pela empresa e antes do tratamento biolégico apresentaram as mais
altas taxas de mutagenicidade e citotoxicidade. Indices menores foram observados para
as outras amostras analisadas. Pelos nossos resultados podemos sugerir que, mesmo
passando por tratamentos, o efluente final da refinaria da cidade de Paulinia ainda
possui em sua composi¢do substincias quimicas capazes de promoverem
mutagenicidade em células meristematicas de Allium cepa. Os efluentes da refinaria
também apresentam substincias quimicas como os HPAs, que promoveram a morte
celular em meristemas de Allium cepa, decorrente da desestruturacdo do envoltério

celular.

Palavras-chave:  mutagenicidade, aberragdes cromossOmicas, Allium cepa,

micronucleos, efluentes de refinaria, morte celular.



1. INTRODUCAO

A polui¢do ambiental aquatica € um problema sério e crescente. Embora exista
uma legislacdo pertinente, este tipo de poluicdo, decorrente da emissdo de residuos
toxicos, ainda ocorre.

Os efeitos toxicos de diversas substincias em ecossistemas aquiticos nao se
restringem apenas aos desequilibrios ecoldgicos observados em corpos d’dgua, mas
podem afetar, a longo prazo, a saude humana, se considerada a possibilidade da
ocorréncia dos fendmenos de persisténcia e bioacumulacdo de poluentes téxicos, ao
longo da cadeia alimentar (ALVES, 1990; HOUK, 1992).

As atividades humanas t€m provocado, ao longo dos anos, grandes impactos nos
ecossistemas aquaticos, sendo que os despejos de efluentes industriais e domésticos
constituem-se, indiscutivelmente, a maior fonte antrépica de compostos quimicos que
sdo lancados nos corpos d’dgua (JUNGCLAUS e col. 1978; STAHL, 1991; VEGA et
al.,, 1996). Muitos desses efluentes contém misturas téxicas, tais como agrotéxicos,
metais pesados, produtos industriais e uma variedade de outras substincias que,
conjuntamente, podem agravar ainda mais as condicdes ambientais e,
conseqiientemente, todo o ecossistema.

Os efluentes industriais podem conter substancias potencialmente mutagénicas e
que causam efeitos diretos ou indiretos a saide e a sobrevivéncia dos seres vivos,
incluindo o homem. Dentro dessas substancias, pode-se citar os hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPAs), que s@o reconhecidamente mutagénicos (RANK &
NIELSEN, 1998). Os efluentes industriais derivados de atividade de refinaria de
petroleo contém quantidades variadas de HPAs, o que os caracterizam como substancias
complexas, quanto a constitui¢do. Poucos estudos foram realizados com o intuito de se
investigar os efeitos dos HPAs em misturas complexas, sendo comumente avaliados os
efeitos de compostos isolados (WHITE, 2002).

Com o aumento acelerado da produgdo de petréleo, houve também um aumento
de seus derivados encontrados nos corpos d“dgua (FELLENBERG, 1980) e, segundo
Houk (1992), as refinarias de petroleo possuem efluentes com um alto potencial
mutagénico. No entanto, algumas medidas foram e estdo sendo tomadas para minimizar

estes riscos. Dentre essas medidas, o monitoramento ambiental ¢ uma importante



ferramenta para se avaliar os eventuais impactos causados pelo petréleo e seus
derivados.

A avaliacdo da genotoxicidade de quimicos perigosos/danosos tem sido feita, ha
anos, por meio de testes com vegetais superiores (RANK et al.,2002). Ensaios com
vegetais sdo Uteis para se testar amostras ambientais complexas como esgotos
industriais e domésticos (GROVER & KAUR, 1999; HOSHINA, 2002;
MATSUMOTO, 2004), dguas de rios (RANK & NIELSEN, 1998; HOSHINA, 2002;
MATSUMOTO, 2004), e solos contaminados (CHANG et al., 1997, KOVALCHUCK
et al., 1998; COTELLE et al., 1999).

Testes de mutagenicidade utilizando-se Allium sdo realizados desde o final da
década de 30 e foram padronizados por Fiskejo (1985). Esse teste constitui um ensaio
muito sensivel e confidvel para monitoramento ambiental. Ele é baseado na avaliacio
do potencial genotéxico e mutagénico de substincias quimicas em espécies do género
Allium, onde se registra as alteracdoes na atividade mitética (mudangas no indice
mitdtico); anormalidades mitdticas e aberraches cromossdOmicas em células
meristematicas das raizes dessa planta (VIDAKOVIC-CIFREK et al., 2002; HOSHINA,
2002; MATSUMOTO, 2004; VENTURA, 2004; FERNANDES, 2005).

Diferentes espécies de Allium t€ém sido utilizadas como sistemas testes
bioldgicos para se estudar poluicdes ambientais por substancias quimicas (GRANT,
1982; FISKEJO, 1988; HOSHINA, 2002; MATSUMOTO, 2004; VENTURA, 2004;
FERNANDES, 2005), bem como efeitos da radioatividade (KOVALCHUCK et al.,
1998; EVSEEVA & KHRAMOVA, 2002). A espécie mais freqiientemente utilizada
deste género € Allium cepa, devido ao conhecimento da duragdo do seu ciclo celular e
da sua reacdo a muitos agentes mutagénicos conhecidos (EVSEEVA et al., 2003). Esta
espécie € considerada eficiente para testes de citotoxicidade e genotoxicidade
(FISKEJO, 1985), devido as caracteristicas que possui na sua cinética de proliferagio,
pelo crescimento rapido de suas raizes, pelo grande nimero de células em divisao, pela
sua alta tolerancia a diferentes condi¢des de cultivo, pela sua disponibilidade durante o
ano todo, pelo seu facil manuseio e por possuir cromossomos em numero reduzido
(2n=16) e de grande tamanho (QUINZANI-J ORDAO, 1987). Os testes realizados com
Allium cepa sao adequados para a avaliagdo de parametros microscOpicos como

andfases prematuras, aderéncias cromossOmicas, pontes e fragmentagdo cromossdmica,



C-mitoses e micronucleos, que sdo indicadores de eventuais mutagdes no contetdo
genético celular.

Uma das mais antigas e utilizadas ferramentas para se realizar estudos de
avaliacdo de genotoxicidade e de mutagenicidade € o teste de aberracdes
cromossOmicas. Esse teste, baseado na citogenética cldssica, € um dos poucos métodos
diretos usados para mensurar mutacdes em sistemas expostos a mutigenos ou
carcindgenos potenciais (RANK et al., 2002).

O teste de aberragdes cromossomicas com Allium cepa fornece um rapido exame
dos efeitos genotoxicos e mutagénicos de substincias quimicas dispostas no meio
(GRANT, 1982; GRANT, 1994; FISKEJO, 1985; FISKEJO, 1988; FISKEJO, 1993a;
FISKEJO, 1993 b; NIELSEN & RANK,1994). Este teste tem sido amplamente utilizado
para se monitorar os efluentes de rios (FISKEJO, 1993b; RANK & NIELSEN, 1994;
SMAKA-KINCL et al., 1996; HOSHINA, 2002; MATSUMOTO, 2004).

De acordo com Mello et al. (2001), agentes indutores de estresse, tais como:
radiacdo, drogas, choques térmicos, metais pesados, dlcoois, hipdxia, jejum, inibidores
metabdlicos, agentes oxidantes e infecgdes virais, dentre outros, podem induzir a morte
celular. Segundo Kaioumova et al. (2001), a perturbacdo de células por agentes
quimicos pode levar a uma seqiiéncia complexa de eventos, levando a morte celular,
tanto por apoptose como por necrose.

Estd bem estabelecido que os fosfolipidios das membranas bioldgicas estdo
arranjadas de forma assimétrica entre a bicamada lipidica (DEVAUX, 1991; SHROIT e
ZWAAL, 1991; ZACHOWSKI, 1993). Em membranas plasmaticas de seres
eucaridticos, os aminofosfolipidios como fosfatidilserina residem, predominantemente,
na camada externa da membrana plasmatica. Verhoven et al. (1995) propuseram que a
exposicdo da fosfatidilserina seria resultante tanto da diminuicdo da regulacdo da
aminofosfolipidio translocase, quanto do aumento da saida dos fosfolipidios da
membrana, o que facilita a movimentagdo bidirecional da bicamada de todos os
fosfolipidios. Zhao et al. (1998) demonstraram que a saida dos fosfolipidios mediam a
redistribui¢io dos fosfolipidios da membrana plasmatica em células ativadas, em células
em necrose ou em apoptose.

Consideraveis mudangas morfoldgicas ocorrem durante a morte celular e tem

sido proposto que o citoesqueleto deve estar envolvido neste processo. Estudos



realizados por Cotter et al. (1992) indicaram que a actina estd, diretamente, relacionada
ao processo de morte celular. Pittman et al. (1997) focaram seus estudos na tubulina e
demonstraram que ela se reorganiza de forma congruente, com as mudangas
caracteristicas da morte celular. Esses autores ainda demonstraram que a morte celular
pode ser induzida por drogas que despolimerizam ou estabilizam os microtibulos.

Estudos recentes indicam que quebras proteoliticas de uma série de proteinas
chave, como por exemplo a actina, espectrina, lamina A e B, por proteases ativadas por
caspases, desempenham um papel importante no processo da morte celular (MARTIN e
GREEN, 1995).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar se os efluentes de refinaria de
petréleo, que sdo lancados no rio Atibaia, municipio de Paulinia/SP, continham
substancias potencialmente mutagénicas, pelo teste de aberracdes cromossOmicas,

realizados com o sistema teste de Allium cepa.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Coleta das amostras

Amostras de dgua foram coletadas, sazonalmente, durante os anos de 2003 e
2004, em seis pontos distintos: 1) Montante do Rio Jaguari (acima da captacdo da dgua
utilizada pela refinaria); 2) Entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN; 3) Saida da
lagoa de estabilizacdo (4gua destinada aos despejos no Rio Atibaia); 4) 1 Km a montante
do ponto 3, no Rio Atibaia; 5) 1 Km a jusante do ponto 3; 6) Apds o tratamento fisico-

quimico e antes do tratamento biolégico (Fig.1)

2.2. Material bioldgico

O material bioldgico utilizado como sistema-teste, para se avaliar os efeitos
mutagénicos das dguas coletadas nos diversos pontos de coleta, constituiu-se de
sementes de Allium cepa (2n=16 cromossomos) de um mesmo lote (variedade Baia
periforme), estocadas em local escuro e acondicionadas a temperatura de 6-10° C.

A utilizacdo de sementes de Allium cepa para o desenvolvimento dos ensaios,
justifica-se pela necessidade de repeticdes em periodos diferentes do ano, o que poderia
levar ao uso de diferentes variedades, pela disponibilidade variada de mercado.

Segundo Leme et al. (2005), os ensaios utilizados com bulbo e com sementes de Allium



cepa apresentam resultados estatisticamente similares, quanto as potencialidades da
espécie em responder a Xxenobiontes observdveis pelos testes de aberracdes
cromossomicas.

Cinglienta sementes de Allium cepa foram colocadas para germinar em placas
de Petri, diretamente expostos as dguas dos pontos de coleta estudados (um para cada
ponto). Para os testes controle, as sementes foram expostas a germinacdo em dgua
milli-Q (controle negativo) e em metilmetano sulfonado, concentracao de 4X10*M
(controle positivo).

As sementes permaneceram nas placas de Petri até que as raizes atingissem um
tamanho médio de 2 cm de comprimento. Posteriormente, essas raizes foram coletadas
e fixadas em Carnoy 3:1 (trés partes de etanol para uma parte de dcido acético).

Para a realizacdo das andlises citoldgicas, os meristemas foram submetidos a uma
hidrdlise dcida em HCI 1 N a 60° C, durante 8 minutos e, posteriormente, submetidas ao
reativo de Schiff, por 2 horas em local escuro, conforme metodologia de Feulgen &
Rossenbeck (1924) com modificacOes. As pontas das raizes foram seccionadas, em
lamina, para a extracdo das suas regides meristemadticas. Para intensificar a coloracdo e
promover um melhor contraste das células, foi adicionada aos meristemas uma gota de
carmim acético (1%). O material foi recoberto por laminula, onde, com o auxilio de um
estilete de madeira, foi feita uma leve pressdo, somente para proporcionar um melhor
espalhamento das células sobre a lamina.

As laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas montadas em
Enthelan, para serem, posteriormente, observadas. O material foi analisado em
microscopia de luz (Germany, Carl Zeiss) no aumento de 40X10 vezes. Os melhores
registros foram fotodocumentados.

Os indices das anormalidades foram obtidos pela relacdo entre pelas células

portadoras de alteragdes e total de células observadas, segundo a férmula:

indice de alteragées cromossémicas __ Numero total de células alteradas X 100
(IAC) - Total de células observadas

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo método Kruskal-Wallis.

Este € um teste ndo-paramétrico, conhecido como teste H, destinado a comparar 3 ou



mais amostras independentes de mesmo tamanhos ou desiguais, cujos escores devem

ser mensurados, pelo menos, a nivel ordinal.

3. RESULTADOS

Os resultados observados nas andlises estdo reunidos na Tabela 1 e nas Figuras
2,3¢e4.

Pelas andlises realizadas, foi possivel observar a presenca de aberragdes dos
tipos: quebras cromossdmicas e microntcleos (aberragdes cromossdmicas mutagénicas
— Tabela 1, Figura 2), C-metéafases, metafases polipldides, metdfases com aderéncias
cromossOmicas, andfases multipolares, anafases e teléfases com atrasos, perdas e
pontes cromossOmicas, células polinucleadas e células polipldides (aberragcdes
cromossOmicas potencialmente mutagénicas — Tabela 1, Figura 3), além de células em
processo de morte celular (nticleos heteropicnoéticos, células com fragmentagcdo nuclear
e células com citoplasma vacuolizado - Tabela 1, FIGURA 4).

Os microntcleos e quebras cromossdomicas foram reunidas em uma mesma
categoria, nomeada de aberracbes cromossémicas mutagénicas, por caracterizar
alteracdes consideradas efetivamente mutagénicas. As demais aberra¢des (C-metafases,
metafases polipldides, metafases com aderéncias cromossOmicas, anafases
multipolares, andfases e teléfases com atrasos, perdas e pontes cromossomicas, células
polinucleadas, células polipléides) foram reunidas na categoria de aberracdes
cromossOmicas potencialmente indutoras de mutagenicidade, por serem apenas
indicativos de possivel efeito citotdxico.

Pela andlise dos dados, podemos observar que o controle negativo nao
apresentou indice de células portadoras de aberracdes cromossOmicas mutagénicas e
nem de células em processo de morte celular, apresentando, somente, células
portadoras de aberracdes potencialmente mutagénicas, porém com indices muito baixos
(0,12%%0,046), como pode ser visto na Tabela 1, Figuras 2, 3 e 4. O controle positivo
(MMS) apresentou indice de aberracdes mutagénicas igual a 0,36%=20,14, de
aberragdes cromossOmicas potencialmente mutagénicas igual a 0,87%=0,1 e de células
em processo de morte celular de 0,05%=0,1.

O ponto 1 (montante do Rio Jaguari - acima da captacdo da dgua utilizada pela

refinaria), apesar de apresentar o menor indice de aberragdes cromossOmicas



potencialmente mutagénicas (0,06%%0,11), apresentou indices de aberracdes
cromossOmicas mutagénicas igual a 0,135%20,045 e de células em morte celular igual
a 0,22%=0,07 (Tabela 1, Figuras 2, 3 e 4).

O ponto 2 (entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN) apresentou valores
de 0,2%=0,14 para células portadoras de aberracdes cromossOmicas mutagénicas. O
indice observado para as aberracdes cromossdmicas potencialmente mutagénicas foi de
0,73%=0,085 e de células em processo de morte celular igual a 0,3%0,52.

O ponto 3 (saida da lagoa de estabilizacdo - 4gua destinada aos despejos no Rio
Atibaia) apresentou um indice de células em morte celular com valor de 0,069%0,086,
uma freqiiéncia de células portadoras de aberracdes cromossOmicas mutagénicas de
0,135%%0,15 e uma frequéncia de células com aberracdes cromossOmicas
potencialmente mutagénicas de 0,415%10,24 (Tabela 1, Figuras 2, 3 e 4).

O ponto 4 (1Km a montante do ponto 3, no Rio Atibaia) apresentou células com
aberragdes cromossOdmicas mutagénicas com um indice de 0,067%20,086. O valor
observado para células portadoras de aberracdes cromossOmicas potencialmente
mutagénicas foi de 0,34%10,23 e nao apresentou células em processo de morte celular.

O ponto 5 (1 Km a jusante do ponto 3) também nao apresentou células em
processo de morte celular, porém apresentou uma freqiiéncia de células com aberracdes
cromossdmicas mutagénicas de 0,31%20,45 e um indice de aberragcdes cromossOmicas
potencialmente mutagénicas igual a 0,32%0,36 (Tabela 1, Figuras 2, 3 e 4).

O ponto 6 (apds o tratamento fisico-quimico e antes do tratamento bioldgico)
apresentou indice de células portadoras de aberracdes cromossdmicas mutagénicas igual
a 0,36%%0,27. O indice observado para células portadoras de aberracOes
cromossOmicas potencialmente mutagénicas foi de 0,99%10,44 e de células em

processo de morte celular de 1,31%%0,74 (Tabela 1, Figuras 2, 3 e 4).

4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

O teste de aberracdes cromossomicas com Allium cepa caracteriza-se como um
instrumento que fornece um rapido exame dos efeitos genotdxicos e mutagénicos de
substancias quimicas presentes no meio (GRANT, 1982; GRANT, 1994; FISKEJO,
1985; FISKEJO, 1988; FISKEJO, 1993a; FISKEJO, 1993b; NIELSEN & RANK,1994).



Este teste tem sido, amplamente, utilizado para se monitorar os efluentes de rios
(FISKEJO, 1993b; RANK & NIELSEN, 1994; SMAKA-KINCL et al., 1997).

Os dados referentes a analise de células portadoras de alteracOes cromossOmicas,
observadas nos ensaios realizados com meristemas radiculares de Allium cepa foram
divididos em duas categorias: as alteragdes cromossOmicas mutagénicas e as alteragdes
potencialmente mutagénicas.

Essa classificacdo se explica pela caracteristica da informag¢do que se pode
inferir, em cada tipo de anormalidade observada. As anormalidades cromossOmicas
envolvendo alteragdes como C-metdfases, metafases poliploides, metafases com
aderéncias, andfases multipolares, anafases e telofases com atrasos, perdas de
cromossomos inteiros e pontes cromossdmicas, nao foram consideradas mutagénicas,
pois muitos desses efeitos sdo derivados da atuacdo do xenobionte sobre estruturas
celulares e ndo, diretamente, sobre o material genético. Embora essas alteragcdes
possam, indiretamente, levar ao comprometimento do material genético, ndo podemos
nos certificar se a célula, apds essa acdo, poderd permanecer vidvel e assim portadora de
uma alteragdo genética. Desta forma, consideramos estas anormalidades como
aberracOes cromossdmicas potencialmente mutagénicas.

As células portadoras de micronucleos e de fragmentos cromossOmicos nos
sugerem uma a¢do mutagénica, pois decorre em um efeito sobre o material genético da
célula, podendo entdo ser considerada como aberragdes cromossdmicas mutagénicas.
Desse modo, os microntcleos foram considerados como aberragdes cromossomicas
mutagénicas, porque sdo observaveis em células em interfase (células estas que ja
passaram por um ciclo completo de divisdo) confirmando a persisténcia da alteragdo,
pois o evento ndo foi suficiente para promover a inviabilidade celular (morte celular).
As quebras cromossomicas foram classificadas como aberracdes mutagénicas, pois
evidenciam uma ac¢do direta de um dado xenobionte sobre a molécula de DNA,
promovendo assim a fragmentacdo do mesmo. Esses fragmentos resultantes, por nao
serem portadores de centrdmeros, ndo se ligaria ao fuso, podendo assim se organizar em
pequenas estruturas, caracterizando os chamados micronucleos.

Apesar dos micronucleos poderem se originar de perda de cromossomos inteiros,
as perdas cromossOomicas ndo podem ser classificadas como mutagénica, mas sim como

potencialmente mutagénica. Quando cromossomos inteiros sdo perdidos, eles podem,



em algum momento, readquirir a sua capacidade em se ligar aos fusos de um dos poélos
e assim se segregar normalmente, se reincorporando ao nucleo principal.

Todas as demais aberracdes cromossdmicas (C-metafases, metdfases polipldides,
metafases com aderéncias cromossdmicas, andfases multipolares, anifases e tel6fases
com atrasos e pontes cromossomicas, células polinucleadas, células polipléides) foram
reunidas em aberracOes potencialmente mutagénicas porque as c€lulas portadoras destas
alteracdoes podem desencadear efeitos adversos a célula, levando-a a morte e ndo a
mudangas.

A andlise dos resultados mostrou um alto indice de células portadora de C-
metafases, para os pontos 6, 2 e 3. A C-metdfase (células com cromossomos
condensados e distribuidos aleatoriamente e com auséncia de fuso) foi, originalmente,
observada apds o tratamento das células com concentracdo, suficientemente, alta de
colchicina. Esse tipo de anormalidade mitdtica pode, as vezes, levar a formagao de
ndcleos polipléides, embora o resultado mais freqiiente seja a formacdo de varios
micronucleos (KIRSCH-VOLDERS, 2002; FERNANDES, 2005).

Nas C-metafases ou C-mitoses, o fuso nuclear € completamente inativado, o que
significa que nenhuma placa equatorial torna-se organizada e, conseqiientemente, a
divisao do centromero € atrasada ou ausente. Desta forma, um tratamento C-metafasico
continuo conduzird a uma duplicacdo do nimero de cromossomos das células que
passam por mitose (FERNANDES, 2005). Como efeito da C-metédfase, também temos a
producgdo de nimeros cromossdmicos variaveis, decorrendo na produgdo de células com
nimeros superiores ou inferiores aos originais. Entdo, um desvio muito grande em
relacdo ao ndmero normal induziria um desbalangco cromossdmico, com perda da
viabilidade, inativacdo parcial ou completa do fuso nuclear e o aumento da contracio
cromossomica. A C-metafase deve ser referida como um mecanismo causador de sérios
danos, podendo ser incluida entre os parametros utilizados para avaliacdo dos efeitos
genotéxicos (FISKEJO, 1985; FISKEJO, 1993c¢).

Foram também observadas a presenca de células portadoras de andfases
multipolares, cromossomos perdidos ou com atrasos de segregacao, anafases com ponte,
aderéncias cromossOmicas, além de células poliploides, sendo os mais altos indices

observados, decrescentemente, para os pontos 6, 2 e 3.



Anéfases multipolares e com cromossomos perdidos sdo consequéncias de C-
metéifases fracas e podem levar a aneuploidia (KOVALCHUCK et al., 1998;
FERNANDES, 2005).

C-metédfases, andfases multipolares, cromossomos perdidos, atrasos
cromossOdmicos e poliploidia sdo fendmenos que podem ser derivados de problemas
com os microtibulos (microtibulos interrompidos ou desenvolvidos de forma
incompleta), uma vez que essas estruturas sdo importantes componentes do fuso
mitético e os fusos sdo os responsdveis pela segregacio correta dos cromossomos para
as células filhas (VIDAKOVIC-CIFREK et al., 2002; FERNANDES, 2005).

De acordo com Fiskejo & Levan (1993), Marcano & Del Campo (1995) e por
Marcano et al. (1999), aderéncia cromossomica € um sinal comum da influéncia téxica
nos cromossomos e decorre, provavelmente, em um efeito irreversivel para a célula. A
aderéncia é um tipo de anormalidade que envolve a matriz protéica do material
cromatinico e nao, propriamente, a molécula de DNA. Por ser um processo irreversivel,
geralmente promove a morte da célula (FISKEJO, 1988; FISKEJO, 1995; FISKEJO,
1997; FERNANDES, 2005).

A formacdo de pontes anafdsicas, rupturas nos cromossomos, Cromossomos
perdidos (ndo migracdo das cromatides) e cromossomos que ndo sofreram disjun¢do
(cromdtides que ndo se separaram) sdo fendOmenos que podem ocorrer como
conseqiiéncia da aderéncia (MARCANO et al., 2004). Neste caso, 0S cromossomos
permanecem unidos e, quando separados, podem levar a ruptura ou a perda dos
cromossomos (MARCANO et al., 1999), bem como a aneuploidia e a poliploidia
(FISKEJO, 1985; MATSUMOTO, 2004; FERNANDES, 2005). Quando as pontes
cromossOmicas resultam de rearranjos estruturais, sdo acompanhadas de fragmentos

cromossomicos (GIACOMELLI, 1999).

Os fragmentos cromossomicos, segundo Fiskejo (1993a), podem ser derivados
de quebras cromossOmicas que aparecem em decorréncia de pontes anafésicas. Essas

pontes podem ser originadas de translocacdes cromossOmicas coesivas.

Segundo Rank & Nielsen (1997) e Fernandes (2005), a presenca de anéfases
multipolares ocorre devido ao mau funcionamento do fuso mitético, que distribui os
cromossomos irregularmente, encaminhando-os para mais de dois pdlos das células,

contrariamente ao que ocorre em células de divisdo celular normal.



A poliploidia pode ser induzida pela auséncia de fuso mitético funcional e a
conseqiiente falha na migracdo dos cromossomos filhos para os pélos. Esse processo
também é conhecido como atraso mitético (ELHAJOUIJI et al., 1998).

Também foi observado em nossas andlises a presenca de células portadoras de
microntcleos, sendo, novamente, as mais altas freqii€ncias observadas para os pontos 6,
2 e 3 respectivamente. Micronucleos podem aparecer em células que passaram pelo
processo de divisdo, onde houve a ocorréncia de fragmentos cromossomicos, derivados
de quebras cromossdmicas e/ou de cromossomos inteiros que nao foram conduzidos
pelos fusos aos polos celulares, durante a divisdo celular. Na tel6fase, esses fragmentos
ou cromossomos inteiros sdo envolvidos por membranas, formando um nucleo menor,
separado do nucleo principal, razdo pela qual recebe o nome de "micronicleo"

(SUDHAKAR et al., 1998; KIRSCH-VOLDERS, 2002).

Da andlise dos nossos resultados pudemos observar uma alta incidéncia de
células meristematicas de Allium cepa com comprometimento na sua morfologia. Estas
células, quando observadas ao microscopio Optico, se apresentavam desestruturadas,
aparentando fragilidade do envoltério celular e, muitas vezes, com o seu conteido
citoplasmatico excedendo os limites celulares. Apds intimeras repeticdoes, pudemos
descartar a hipétese de artefato de técnica. Esse fato pode ser indicativo de morte
celular, pois, segundo Cristea & Esposti (2004), células em processo de morte celular,
especificamente em necrose, apresentam o seu volume aumentado, o que leva a uma
ruptura da membrana plasmadtica, o que acaba expondo o seu conteido intracelular ao
meio externo.

Segundo Doneli et al. (2003), mudangas no volume celular sdo consequéncias
diretas na mudanca de permeabilidade da membrana celular, que parecem estar
associadas as mudancas no citoesqueleto. Esse aumento da permeabilidade da
membrana celular pode ser explicado pela translocacao da fosfatidilserina da superficie
interna da membrana plasmdtica para a superficie externa (SHOUNAN et al., 1998).
Outra explicacdo para o aumento da permeabilidade seria a de que compostos
lipofilicos, como os derivados de petréleo, podem se intercalar entre a membrana
plasmatica, fazendo com que ocorra uma desestruturacdo dessa membrana, levando
assim a um aumento da sua permeabilidade e a uma conseqiiente perda da sua funcao

protetora (THAKKAR et al., 2000).



Além de atuar na membrana plasmadtica, o aumento da permeabilidade celular
poderia ser ocasionado por mudangas na estrutura do citoesqueleto. Alguns PAHs
podem induzir um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), e
essas EROs podem afetar, diretamente, o citoesqueleto pela mudanca do estado redox
de algumas enzimas regulatérias ou até mesmo da actina (elemento presente no
citoesqueleto), fazendo com que ocorra uma desestruturacdo desse citoesqueleto
(GOMEZ-MENDIKUTE & CAJARAVILLE, 2003). Este fato poderia explicar a
existéncia de células em processo de morte celular, devido a exposicdo aos compostos
do petréleo, visto que os efluentes da refinaria em estudo possuem, em sua composicao,
os HPAs.

Além disso, foram observadas em nossas andlises, células com o seu citoplasma
vacuolizado. Segundo Zakeri & Lockshin (2002), durante o processo de necrose as
enzimas lisossomais podem digerir as organelas citoplasmaéticas, dando ao citoplasma
um aspecto vacuolizado. Desse modo, podemos afirmar que as células observadas estdo
em processo de morte celular, comprovado pela vacuolizacio do citoplasma, decorrente
da digestdo de suas proprias organelas.

Através da andlise dos resultados, podemos observar que o ponto 6 (apds o
tratamento fisico-quimico e antes do tratamento biolégico) apresentou um indice de
aberracdes mutagénicas igual ao observado para o controle positivo (tratamento com
MMS - substancia conhecidamente mutagénica), e um indice de aberracdes
cromossdmicas potencialmente mutagé€nicas superiores ao encontrado para 0 mesmo
controle. Desse modo, as dguas coletadas no ponto 6 podem ser classificadas como
altamente mutagénicas. O indice de células em processo de morte celular, para esse
mesmo ponto, foi o mais alto observado, uma vez que o controle positivo ndo
apresentou indices elevados desse tipo de alteracdo. Isto pode ser explicado pela prépria
caracteristica da substancia usada para o teste controle positivo (MMS) que é uma
substancia de acdo mutagé€nica e nao citotoxica. Desse modo, as dguas do ponto 6
podem ser classificadas como, além de mutagénica, altamente citotoxica.

O ponto 2 (entrada da lagoa de estabilizagcdo da REPLAN) apresentou indices de
anormalidade inferiores aos observados para o ponto 6. No ponto 2, a dgua ja passou
pelo tratamento biolégico, mostrando que este tratamento parece ser, relativamente,

efetivo, pois estas 4guas ainda possuem certa potencialidade mutagénica e citotoxica.



Pelas andlises realizadas com as &dguas do ponto 3 (saida da lagoa de
estabilizacdo - dgua destinada aos despejos no Rio Atibaia), que j4 passaram pelos
tratamentos fisico-quimicos, biolégicos e pelo tratamento na lagoa de estabilizagdo,
podemos sugerir que esses tratamentos se mostraram efetivos, pois houve uma
acentuada diminuicdo dos indices de aberracdes mutagénicas, de aberracdes
potencialmente mutagénicas e de células em processo de morte celular, quando
comparados com as amostras dos pontos 6 e 2. As dguas do ponto 3 apresentam baixos
indices de aberragdes mutagénicas, tendo seus valores foram superiores somente aos
observados para as dguas do ponto 1 (montante do Rio Jaguari - acima da captacdo da
dgua utilizada pela refinaria). As dguas do ponto 1 sdo consideradas, pelos 6rgaos
competentes, como uma dgua de excelente qualidade. Comparando-se ainda as dguas do
ponto 3 com as dguas do ponto 1, pode-se observar que o indice de células em processo
de morte celular do ponto 3 foi menor que o observado para o ponto 1. No entanto, o
indice de aberracdes potencialmente mutagénicas observado para o ponto 3 foi superior
ao observado para o ponto 1.

As dguas do ponto 4 (1 Km a montante do ponto 3, no Rio Atibaia)
apresentaram indices elevados de aberracdes cromossOmicas potencialmente
mutagénicas, provavelmente, pelo fato destas dguas receberem, previamente aos
efluentes da refinaria de Paulinia, efluentes de diversas outras industrias, o que pode
estar comprometendo ainda mais a qualidade da dgua do rio Atibaia. No entanto, apds o
despejo do efluente da refinaria (ponto 5 - 1 Km a jusante do ponto 3), observa-se um
aumento na freqiiéncia de aberracdes cromossOomicas mutagénicas, fazendo com que a
qualidade da dgua deste rio apresente um comprometimento ainda maior, embora as
aguas do efluente final da refinaria ndo tenham apresentado caracteristicas citotoxicas
considerdveis.

Esses dados nos levam a crer que os efluentes de refinaria, analisados nesse
estudo, possuem em sua composi¢do substancias e/ou compostos quimicos que siao
capazes de atuar nos microtibulos, no fuso mitético, na matriz protéica da célula e no
material genético, o que podemos inferir que esses efluentes apresentam um potencial
citotoxico e mutagénico. Esses efluentes também devem possuir substancias capazes de

alterar a permeabilidade da membrana plasmatica das células meristematicas de Allium



cepa ou substancias ainda capazes de atuar no citoesqueleto dessas células, levando as
mesmas a morte.

A amostra do ponto 6 mostra um maior comprometimento, quando comparada
com amostras de outros pontos de coleta. A medida em que vao se processando 0s
tratamentos, vai se observando uma melhoria na qualidade das amostras, e uma
conseqiiente diminuicdo dos efeitos citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos dos
mesmos. Porém, foi observado que, quando os efluentes sdo langcados no rio Atibaia, os
indices de aberracdes cromossOmicas mutagénicas voltam a aumentar, fato este,
possivelmente, resultante do efeito sinergistico com os outros poluentes ja existentes
neste recurso hidrico.

Os tratamentos empregados pela refinaria de petréleo parecem ser efetivos,
porém outros impactos sofridos pelo rio Atibaia podem estar aumentando a

potencialidade mutagénica de suas dguas.
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Figura 2. Média e desvio padrido de células de Allium cepa, portadoras de aberragdes cromossOmicas

mutagénicas.
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Figura 3. Média e desvio padrdo de células de Allium cepa, portadoras de aberragdes cromossOmicas

potencialmente/possivelmente mutagénicas.
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Obs: O simbolo “0” presente no grafico representa um dado “outlier”.



Figura 4. Média e desvio padraode células de Allium cepa, em processo de morte celular.
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Obs: O simbolo “0” presente no grafico representa um dado “outlier”.



Figura 5: Alteracdes encontradas em células meristemiticas de Allium cepa: A. C-metifase; B. Metafase
com aderéncia cromossomica: C. Perda cromossomica:D, E e F.. Anéfase multipolar; G. Andfase com ponte
anafasica; H. Anafase poliploide: 1. Anafase com atraso e ponte; J. Telofase com quebra cromossémica; K.
Telofase com ponte e perda cromossomica; L. Célula binucleada; M. Microndeleo; N. Célula com niicleo
heteropicnotico; Q. Células em processo de morte celular.
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RESUMO

Atualmente, com a crescente urbanizacdo e industrializacdo € cada vez maior a
quantidade de substancias quimicas que sdo lancadas nos corpos d’dgua. Uma das
principais fontes de emissdo desses poluentes sdo as industriais, na qual se inserem as
refinarias de petréleo. O presente estudo teve como objetivo avaliar, por meio do teste
de microndcleo e de outras anormalidades nucleares, em Oreochromis niloticus, 0
possivel efeito mutagénico de efluentes de refinaria, que sdo lancados no rio Atibaia,
municipio de Paulinia/SP. Para isso, foram coletadas amostras de dgua de seis pontos
distintos: Montante do Rio Jaguari, (acima da captacdo da dgua utilizada pela refinaria);
Entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN; Saida da lagoa de estabilizacdo (dgua
destinada aos despejos no Rio Atibaia); 1Km a montante do ponto 3, no Rio Atibaia; 1
Km a jusante do ponto 3, também no rio Atibaia; Apds o tratamento fisico-quimico e
antes do tratamento bioldgico. O organismo teste foi exposto as dguas coletadas € em
dgua de poco artesiano (controle). Foram observados eritrocitos portadores de
micronucleo, de anormalidades nucleares e de células em processo de morte celular. O
ponto 6 foi o que apresentou os mais altos indices de alteragdes, seguido do ponto 2 e 3.
O teste controle apresentou os menores indices de anormalidade, seguido do ponto 1. Os
pontos 4 e 5 apresentaram indices intermedidrios de micronucleo, anormalidades

nucleares e de células em processo de morte celular.

Palavras-chave: efluentes de refinaria de petr6leo, mutagenicidade, microntcleo,

anormalidades nucleares, Oreochromis niloticus, morte celular.



1. INTRODUCAO

Uma das principais preocupacdes do homem, atualmente, € a poluicdo dos
ambientes aqudticos, pois tem sido registrado um aumento significativo no nimero de
compostos quimicos, derivados de atividades industriais, agricolas e urbanas, que sio
lancados nos recursos hidricos e que apresentam potencialidade em induzir efeitos
deletérios diversos nos organismos expostos (LIVINGSTONE, 2001), inclusive no
homem.

Dentre as diversas industrias que langcam seus efluentes em ambientes aquaticos
pode-se citar as refinarias de petrdleo, pois o processo de refino requer grandes
quantidades de dgua para acontecer. ApOs ser utilizada nestas industrias, essas dguas sao
despejadas, acrescidas de outras substancias derivadas do préprio processo de refino,
em corpos d dgua.

Os efluentes lancados pela inddstria de petréleo pode conter uma grande
variedade de poluentes organicos e metdlicos, incluindo fendis, 6leo e graxa, sulfetos,
amonia nitrogenada, e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (DASGUPTA e
& ZDUNEK, 1992). Alguns contaminantes presentes no petréleo, como os HPAs, sdo
conhecidamente carcinogénicos, enquanto outros apresentam acdo oxidante (PAGLIA

& VALENTINE, 1967).

O teste de microntcleo tem sido utilizado, com grande sucesso, para se avaliar a
mutagenicidade de poluentes ambientais e de diferentes compostos quimicos, desde o
final da década de 80 (KLOBUCAR et al., 2003). Para Landolt & Kocan (1983) e
Heddle et al. (1983), uma das mais promissoras, baratas e rdpidas técnicas de avaliacao
genotoxicoldgica € o teste do micronucleo.

O teste de anormalidades nucleares (AN) e o teste de micronicleos (MN)
realizados em peixes, tétm sido amplamente utilizados nas investigacdes dos efeitos
mutagénicos de substincias presentes no meio ambiente (AL-SABTI, 1986; HOSE et
al., 1987; CARRASCO et al., 1990; HUGHES & HEBERT, 1991). Micronicleos sdo
estruturas formadas por cromossomos inteiros ou por fragcdes cromossdmicas que nao
foram incorporados ao nucleo da célula filha, durante a divisdo celular, e que aparece
como uma estrutura circular pequena, com coloracio semelhante ao nucleo principal da

célula (BOMBAIL et al, 2001).



O teste de micronucleo, por ser um teste simples e rdpido, € indicado para ser
usado em monitoramento da qualidade da dgua. Estudos usando o teste de microntcleos
em anfibios e peixes tém sido descritos na literatura (BURGEOT et al.,, 1995).
Eritrécitos de sangue periférico de Oreochromis niloticus tém sido utilizados para
detectar a presenca de mutidgenos ambientais, através do teste de microntdcleos, por
vérios autores (GRISOLIA e STARLING, 2001; MATSUMOTO, 2004; VENTURA,
2004; FERNANDES, 2005; SOUZA, 2005). A técnica de microndcleos em peixes tem,
convencionalmente, utilizado eritrécitos devido a facilidade de obtencao dessas células,
a taxa mitética relativamente alta do tecido hematopoiético, o que oferece uma répida
resposta genotdxica em relagdo a exposi¢ao a xenobidticos e a facilidade na preparagdo
de laminas, por meio de esfregaco sanguineo (SCHMID, 1976; TICE & IVETT, 1985)

O teste de MN oferece vantagens pela simplicidade de realizagdo, sensibilidade
e confiabilidade dos resultados. Esse teste foi, originalmente, desenvolvido para ser
aplicado em ratos e modificada para aplicacdo em peixes (AYLLON e GARCIA-
VAZQUEZ, 2000).

A espécie Oreochromis niloticus, espécie de agua doce conhecida popularmente,
como tildpia do Nilo, € um peixe comercializavel do sudeste do Brasil, particularmente
no estado de Sdo Paulo. E também uma espécie, comumente, encontrada em estudrios
do mundo todo, conhecida por responder, rapidamente, as alteracdes ambientais
(VIJAYAN et al., 1996).

De acordo com ALVES-COSTA (2001), a espécie Oreochromis niloticus € um
excelente sistema-teste para ensaios laboratoriais realizados para a investigacdo de
substancias contaminantes de ecossistemas aqudticos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a potencialidade de efluentes de
refinaria de petréleo, que sdo lancados no rio Atibaia, municipio de Paulinia/SP, em
induzir efeitos mutagénicos sobre o sistema teste de Oreochromis niloticus (tildpia do
Nilo). Para esta avaliac@o, foram realizados o teste de microntcleos e de anormalidades

nucleares de eritrocitos.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Coleta das amostras

Foram coletadas, sazonalmente, amostras de dgua durante os anos de 2003 e
2004, em seis pontos distintos relacionados a refinaria de petréleo de Paulinia - SP: 1)
Montante do Rio Jaguari, (acima da captacdo da 4gua utilizada pela refinaria); 2)
Entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN; 3) Saida da lagoa de estabilizacdo (4gua
destinada aos despejos no Rio Atibaia); 4) 1Km a montante do ponto 3, no Rio Atibaia;
5) 1 Km a jusante do ponto 3; 6) Apds o tratamento fisico-quimico e antes do

tratamento bioldgico (Fig 1).

2.2. Material biologico

O material biolégico utilizado como sistema-teste para se avalia a
mutagenicidade dos efluentes de refinaria de petréleo foi Oreochromis niloticus
(Perciformes, Cichlidae), mantidos em psicultura e com cerca de 15 cm de
comprimento. As técnicas utilizadas para esta avaliagdo foram o teste de micronucleo e
o teste de anormalidades nucleares.

Para a avaliacdo da metodologia, antes do inicio dos experimentos, 0S animais
foram trazidos para ao laboratério para serem aclimatados em tanque, sob condi¢des
controladas e com sistema de filtracdo e aeracdao adequados.

Para a realizacdao do experimento foram utilizados sete aqudrios, sendo um para
o controle negativo (dgua de poco) e os demais destinados um para cada ponto de
coleta. O aqudrio destinado ao controle negativo foi preenchido com 12 litros de dgua
de pogo artesiano, sendo os aqudrios restantes preenchidos com 12 litros das dguas dos
pontos de coleta. Essas dguas foram, primeiramente, aeradas por 24 horas. Decorrido
esse tempo, foram colocados em cada aquério 5 espécimes, que ai permaneceram por 72

horas, para serem assim estimados os efeitos das dguas sobre os organismos testados.

2.3. Coleta do material

Para a confec¢cdo das laminas, foi retirado, de cada animal, cerca de 0,3cc de
sangue, por meio de puncdo cardiaca. Essa puncdo foi realizada com seringas
heparinizadas. Logo apds a puncdo, a agulha foi limpa com papel absorvente, e a

primeira gota descartada, para evitar a contaminacdo do sangue com liquido corporal



e/ou muco. As gotas posteriores foram entdo usadas na confec¢c@o das laminas, por meio

da técnica de esfregaco (extensdes sangiiineas).

Foram realizadas trés extensoes sangiiineas, no minimo, para cada individuo. O
material foi fixado, durante 10 minutos, em metanol absoluto. Apds secagem por 24
horas, as laminas foram coradas com reativo de Schiff (reacdo de Feulgen), no escuro

por 2 horas.

Foram analisadas cerca de 3.000 células sangiiineas de cada peixe do estudo,
totalizando 60.000 células analisadas para as quatro coletas. As andlises foram
realizadas em microscopia de luz com o aumento de 10x100 vezes. Foram

quantificadas, além de células micronucleadas, outras anormalidades nucleares.

Os resultados obtidos nos ensaios realizados com as amostras coletada para o
estudo foram comparados com os resultados do controle, pelo teste estatistico ndo

paramétrico de Kruskal-Wallis (Teste H).

3. RESULTADOS

Para a primeira coleta, todas as amostras coletadas, em todos os pontos, foram
utilizadas sem dilui¢do. Dos cinco peixes expostos a dgua coletada no ponto 6, trés
morreram, inviabilizando o estudo pela limitagdo do nimero de células analisadas.
Desse modo, para as coletas posteriores foi realizada uma diluicdo da amostra deste
ponto, na propor¢do de 3:1 (trés partes de 4gua de poco para uma da dgua do ponto 6),
pois as dilui¢des de 1:1 e de 2:1 também mostraram-se tdxicas, causando a morte de

peixes.

Nossos resultados apontaram para uma potencialidade das dguas coletadas nos
diversos pontos estudados em induzir a morte celular, como pode ser visto nas Tabelas

1,2 e 3; Figuras 2,3 e 4.

Foram observadas algumas alteragdes nucleares tais como: células binucleadas,
células com nicleo do tipo “blebbed”, células com ntcleo do tipo “lobed”, células com
nicleo do tipo “notched”, células com nicleo do tipo “broken-egg” e células em
caridlise, segundo a classificagdo de Carrasco (1990) (Figura 5). As células

consideradas como em processo de morte celular foram as que apresentaram ntcleo



heteropicnético, nicleo periférico, células com citoplasma vacuolizado e células com

degeneracao do material nuclear.

Os ensaios realizados com os peixes submetidos a dgua de poco artesiano
(controle) apontam para uma freqiiéncia de 0,006+0,008 de microntcleo; 0,07£0,036
de alteracdes nucleares e 0,0161£0,018 de morte celular (Tabelas 1, 2 e 3). As
anormalidades nucleares registradas nesse ensaio foram células com nicleo “lobed”

(0,006%0,008), células com nucleo “notched (0,019+0,008) e caridlise (0,045+0,038).

O ponto 1 apresentou freqiiéncia de microntcleo igual a 0,0324+0,05 (Tabela 1) e
de células em processo de morte celular igual a 0,3120,31 (Tabela 3). A freqii€ncia total
de alteracdes nucleares foi de 0,4510,29 (Tabela 2), sendo que as alteracdes nucleares
observadas foram: células binucleadas (0,003%+0,01), células com nucleo “lobed”
(0,07£0,07), células com nucleo “notched” (0,28%0,12), caridlise (0,086x0,11), células
com nucleo “blebbed” (0,01£0,01).

O ponto 2 apresentou indice de microntcleos de 0,28+0,06 (Tabela 1). O indice
geral de anormalidades nucleares observadas para esse ponto foi de 0,9+0,08 (Tabela 2),
sendo que as anormalidades encontradas foram: células binucleadas (0,0210,01),
células com nucleo “lobed” (0,074+0,03), células com nicleo “notched” (0,56*0,15),
cariolise (0,1410,06), células com niucleo “broken-eggs” (0,04+0,01), células com
ntcleo “blebbed” (0,061£0,06). Esse ponto apresentou indice de células em processo de

morte celular igual a 1,1240,62 (Tabela 3).

No ponto 3 foi registrado um indice de 0,23+0,29 para eritrcitos
micronucleados (Tabela 1) e um indice de células em processo de morte celular igual a
0,88%0,14 (Tabela 3). O indice geral apresentado para as anormalidades nucleares foi de
0,88+0,3 (Tabela 2). As anormalidades encontradas nesse ponto foram: células
binucleadas (0,036%0,05), células com nucleo “lobed” (0,23£0,32), células com niicleo
“notched” (0,2710,21), caridlise (0,3240,14), células com nucleo ‘“broken-eggs”

(0,0016%0,05) e células com ntcleo “blebbed” (0,02+0,02).

O ponto 4 apresentou indice de micronucleos igual a 0,04310,04 (Tabela 1). As

anormalidades nucleares encontradas para esse ponto foram células binucleadas



(0,1520,2), células com nucleo “lobed” (0,008%0,01), células com nicleo “notched”
(0,3410,32), caridlise (0,25%0,22), células com nicleo “broken-eggs” (0,01+0,02) e
células com nicleo “blebbed” (0,03610,08), sendo o indice geral de anormalidades
nucleares igual a 0,88+0,43 (Tabela 2). Nesse ponto também foram encontradas células

em processo de morte celular, sendo o seu valor igual a 0,6+0,56 (Tabela 3).

O indice de microntcleos observado para o ponto 5 foi de 0,1610,25 (Tabela 1).
Foram observadas células em processo de morte celular com um indice de 0,84+0,95
(Tabela 3). O indice geral de anormalidades nucleares, observadas para esse ponto, foi
igual a 1+0,95 (Tabela 2), sendo as anormalidades nucleares do tipo: células
binucleadas (0,01+0,01), células com nicleo “lobed” (0,04+0,02), células com ntcleo
“notched” (0,34%0,06), caridlise (0,210,2), células com nicleo “broken-eggs”

(0,0032+0,01) e células com ntcleo “blebbed” (0,0032%0,02).

O ponto 6 apresentou indice de microntucleos de 0,35+0,04 (Tabela 1). O indice
geral de anormalidades nucleares registrado para esse ponto foi igual a 1,640,049
(Tabela 2) e o de células em processo de morte celular 2,5+0,086 (Tabela 3). As
anormalidades nucleares observadas para esse ponto foram células binucleadas
(0,07+0,016), células com nucleo “lobed” (0,25+0,0048), células com nucleo “notched”
(0,5210,029), caridlise (0,731£0,0062), células com nicleo “broken-eggs” (0,024%0,006)
e células com nicleo “blebbed” (0,04+0,007).

4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

As descri¢des das anormalidades nucleares observadas neste estudo seguiram a
classificacdo de Carrasco et al. (1990), como segue: micronucleos, nucleos “blebbed”,
nucleos “lobed”, nicleos “notched” e nicleos “broken-eggs”.

Da andlise dos resultados obtidos com Oreochromis niloticus, podemos observar
que as freqiiéncias de micronucleos, anormalidades nucleares e de células em processo
de morte celular foram mais altas quando os peixes foram expostos as dguas do ponto 6
(ap0ds o tratamento fisico-quimico e antes do tratamento bioldgico), mesmo depois de
testd-los na dilui¢do de 3:1, seguidos dos pontos 2 (entrada da lagoa de estabilizacdo da

REPLAN) e do ponto 3 (saida da lagoa de estabilizagdo- 4gua destinada aos despejos no



Rio Atibaia). O ponto 1 (montante do Rio Jaguari - acima da captacdo da dgua utilizada
pela refinaria) apresentou o segundo menor indice de micronucleos, de anormalidades
nucleares e de células em processo de morte celular, sendo apenas superiores aos
observados para o teste controle (dgua de pogo artesiano). O ponto 4 (1 Km a montante
do ponto 3, no Rio Atibaia) apresentou indices intermedidrios de microntdcleos e de
células em processo de morte celular. Os indices de anormalidades nucleares
observados para as dguas deste ponto foi semelhante ao observado para o ponto 3.
Apesar das dguas do ponto 4 serem derivadas de coleta realizada em rio ( rio Atibaia),
elas apresentam indices superiores aos observados para o ponto 1, que também é
derivado de coleta em rio (rio Jaguari). Este resultado pode ser explicado pelo fato das
aguas do rio Atibaia receberem, antes do despejo dos efluentes da refinaria de petréleo
REPLAN, efluentes de vdrias outras indudstrias da regido. Deste modo, as dguas desse
ponto ja foram impactadas por outros emissdrios industriais, 0 que promove um
comprometimento da sua qualidade. As dguas derivadas do ponto de coleta ndmero 5 (1
Km a jusante do ponto 3) apresentaram indices de micronucleo, de anormalidades
nucleares e de células em processo de morte celular superiores aos observados para o
ponto 4, o que indica que os efluentes da refinaria de petréleo contribuiram para o
aumento do comprometimento da qualidade das dguas do rio Atibaia.

Assim como na maior parte dos efluentes industriais, os efluentes de refinaria
devem ser constituidos de uma mistura complexa de diversos compostos quimicos,
porém neles sdo somadas as substincias utilizadas, especificamente, no refino de
petréleo. Pelos ensaios realizados neste trabalho, podemos inferir que apesar dos
tratamentos realizados pelas refinarias para a melhoria dos seus efluentes, muitos
compostos devem ainda persistir no efluente final (AVCI et al., 2005), promovendo
alteracdoes no DNA dos organismos expostos.

A induc@o de microntcleos, segundo Schmid (1976), Al-Sabti & Metacalfe
(1995) e Fernandes (2005), pode estar relacionada com atrasos cromossomicos durante
a anéfase, caracterizados por um mau funcionamento do fuso, ou devido a presenca de
fragmentos acéntricos, derivados de quebras cromossomicas (MATSUMOTO, 2004).

Os micronucleos derivados da aneugénese, geralmente estao associados a drogas
cuja acdo se dd sobre a estrutura do fuso, como pode ser visto nos trabalhos de

Fernandes (2005). Os micronucleos derivados de fragmentos cromossomicos sao



decorrentes da acdo de compostos clastogénicos sobre o material genético das células
(MATSUMOTO, 2004).

A partir dessas afirmacdes podemos concluir, a partir dos resultados obtidos no
presente estudo, que as dguas dos pontos 2, 3 e 6 possuem em sua composicao
substancias ou compostos quimicos com a¢do aneugénica e/ou clastogénica. A atividade
aneugénica desses efluentes pode ser confirmado pela presenca de células binucleadas,
pois, segundo Canevari (1996) e Fernandes (2005) as células binucleadas podem ser
derivadas de mau funcionamento ou inativa¢do do fuso mitético, efeito este dado pela

acdo aneugénica de compostos quimicos.

A observagdo de eritrocitos com nucleos “lobed”, “notched”,“broken-eggs” e
“blebbed”, de peixes expostos as dguas coletadas no ambito da refinaria, pode ser
indicativo da presenca de substincias ou de compostos quimicos capazes de promover
alteracdes nucleares, embora essa acdo seja ainda pouco conhecida. Para elucidacao
deste efeito, serdo necessdrios estudos mais especificos para que se possa compreender

melhor a natureza dessas alteragdes.

As dguas coletadas nos pontos 2, 3 e 6 também apresentaram um indice alto de
indu¢do de morte celular, o que pode indicar que estas dguas apresentam substancias
que comprometem a sua qualidade e que devem caracterizar condi¢des estressantes para
0s organismos expostos, por apresentarem esse alto potencial citotoxico. Segundo
Evans et al. (2001), a presenca de células em processo de morte celular representa uma
protecao do organismo contra as primeiras fases de estresse/injuria aguda, visto ser
observada essas respostas em grande nimero de peixes que estdo sob condicdes de
intenso estresse. Segundo esse mesmo autor, as c€lulas de teledsteos que estdo em
processo de morte celular apresentam caracteristicas bem definidas, tais como
condensacdo da cromatina, presenca de ntcleos periféricos, desintegracdo do nicleo
(formacdo de corpos apoptoéticos), vacuolizagdo do citoplasma, caracteristicas essas
observadas também em nossos ensaios.

A caridlise, ainda segundo Evans et al. (2001), é resultante do desaparecimento
do material nuclear, conferindo ao niicleo um aspecto de “fantasma”. Essas estruturas
também foram observadas em nossas andlises, embora o mecanismo de indugdao do

desaparecimento do material nuclear ainda ndo tenha sido devidamente esclarecido.



Pudemos observar, que os indices de micronucleos, de anormalidades nucleares
e de células em processo de morte celular das dguas dos efluentes da refinaria sofreram
uma diminuicdo significativa, nos ensaios realizados com dguas que passaram pelos
tratamentos fisico-quimico, bioldgico e pela lagoa de estabilizacdo da empresa. No
entanto, apesar da diminui¢do desses indices, o efluente que é lancado no rio Atibaia
ainda apresenta potencial mutagénico e citotoxico, uma vez que, apos o seu langamento,
houve um aumento na inducdo dessas alteracdes (microntcleos, anormalidades
nucleares e células em processo de morte celular) nos organismos expostos as suas
aguas.

As dguas do ponto 6 mostraram ser altamente toxicas, pois induziram até mesmo
a morte de alguns peixes, quando usadas sem diluicdo. Isto fez com que fosse realizada
diluicdo da dgua dessa coleta, para que o experimento pudesse transcorrer sem a perda
de qualquer espécime a ser usado no estudo. Assim, pudemos inferir que as dguas desse
ponto apresentaram caracteristicas de citotoxicidade, devido a indu¢c@o de uma grande
freqiiéncia de células em processo de morte celular. Essas dguas também apresentaram
caracteristicas mutagénicas, detectdveis pelos registros de indu¢@o de microndcleos e de
outras anormalidades nucleares nos organismos testados.

Apo6s o tratamento bioldgico (Ponto 2), houve uma diminui¢do dos indices de
microntcleos, de anormalidades nucleares e de morte celular, se comparados com o
ponto 6. Porém, os indices dessas alteracdes continuaram relativamente altos, havendo
apenas uma maior diminui¢do quando se utilizou dguas que passaram pelo tratamento
no tanque de estabilizacdo. Esses resultados indicam que o tratamento utilizado pela
refinaria estd, de certa maneira, minimizando os possiveis impactos que seus efluentes
possam causar nos recursos hidricos onde sdo langados.

Com os nossos dados, pudemos concluir que as dguas do ponto 5 apresentam um
indice mais alto que o observado para o ponto 4, o que indica que, apesar do tratamento
da refinaria diminuir bastante os efeitos citotéxicos e mutagénicos do efluente final,
ainda deve persistir nesse efluente algumas substancias ou compostos quimicos capazes
de promover danos aos organismos expostos. O aumento do potencial citotéxico e
mutagénico que estes efluentes promovem nas dguas do rio Atibaia, deve estar
relacionado as substancias que potencializam a sua acdo toxica e mutagénica, quando

em sinergia com outras substancias ja presentes neste recurso hidrico. Esta conclusdo se



deve as caracteristicas de mutagenicidade muito semelhante entre o ponto 3 (o proprio
efluente) e o ponto 4 (dgua do rio acima do despejo). Como o ponto 5 apresenta um
maior comprometimento da sua 4gua, inferimos a entdo acdo de efeito sinérgico
ocorrente neste ponto.

Segundo Claxton et al. (1998), os efluentes industriais possuem uma natureza
quimica muito complexa. Desse modo, segundo White (2002), é muito dificil identificar
as substancias toxicas e genotoxicas existentes em amostras complexas, como por
exemplo nos efluentes industriais. Por essa razao, a caracterizacdo dos compostos ou
substancias quimicas presentes no efluente final da refinaria, capazes de induzir a

citotoxicidade e a mutagenicidade, € de dificil determinagao.
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Tabela 1. Incidéncia de microntcleos em eritrécitos de Oreochromis niloticus, apds exposicdo em
dgua de pogo artesiano (controle) e em amostras de dgua coletadas em locais relacionados a industria

de petréleo (1 a 6).

Pontos de coleta Total de eritrécitos Total de Freqiiéncia de
analisados microntcleos microntcleos
encontrados (média e desvio
padrdo)
Controle 61936 4 0,006x0,008
Ponto 1 61418 20 0,032+0,05
Ponto 2 62257 177 0,28%0,06*
Ponto 3 62633 143 0,23%0,29
Ponto 4 62541 27 0,04310,04
Ponto 5 62602 101 0,16x0,25
Ponto 6 53673 190 0,35%0,04*

Nota: valores seguidos por * diferiram significativamente (0,5%), em relagdo ao controle, pelo teste de Kruskal-

Wallis.
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Tabela 3. Incidéncia de eritrécitos de Oreochromis niloticus em processo de morte celular, apds
exposi¢do apds exposicdo em dgua de pogo artesiano (controle) e em amostras de dgua coletadas em

locais relacionados a industria de petréleo (1 a 6).

Pontos de coleta Total de eritrécitos Total de células em Freqiiéncia de
analisados processo de morte células em processo
celular observadas de morte celular

(média e desvio

padrao)
Controle 61936 10 0,016+0,018
Ponto 1 61418 194 0,31+0,31
Ponto 2 62257 697 1,1210,62*
Ponto 3 62633 550 0,88+0,14
Ponto 4 62541 385 0,6%0,56
Ponto 5 62602 529 0,84+0,95
Ponto 6 53673 1344 2,5%0,086*

Nota: valores seguidos por * diferiram significativamente (0,5%), em relacéo ao controle, pelo teste de Kruskal-

Wallis.
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Figura 2. Freqiiéncia, média e desvio padrdo de micronucleos em eritrocitos de

Oreochromis niloticus, apds exposi¢do aos pontos de coleta e em dgua de pogo

artesiano (controle).
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Figura 3. Freqiiéncia, média e desvio padrao de eritrécitos de Oreochromis niloticus,

portadores de outras anormalidades nucleares, apds exposicao aos pontos de coleta e em

agua de poco artesiano (controle).
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0” presente no grafico representa um dado “outlier”.



Figura 4. Freqii€ncia, média e desvio padrao de eritrocitos de Oreochromis niloticus, em
processo de morte celular, apds exposi¢dao aos pontos de coleta e em dgua de pogo

artesiano (controle).
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Obs: O simbolo “0” presente no grafico representa um dado “outlier”.



Figura 5 - Alteragdes nucleares observadas em eritrocitos de Oreochromis niloticus: A. Microntcleo;
B. Célula binucleada; C. Célula com nucleo “broken-egg™; D. Célula com nticleo “blebbed™; E. Célula
comniicleo “lobed”; F. Célula com nicleo “notched™; G.Nticleo heteropicnotico; H.Nucleo heteropicnético
em estado mais avangado: I. Caridlise; J. Células em processo de morte celular; K. Célula com
degeneragio do nicleo (Seta) e com broto nuclear (cabega de seta) .
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RESUMO

O aumento da contaminagdo dos recursos hidricos por efluentes industriais, incluindo as
refinarias de petrdleo, tem causado grande preocupacgdo, pelo conseqiiente risco a saide
e a sobrevivéncia que possa caracterizar para os organismos vivos. O presente estudo
teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos genotoxicos de efluentes de refinaria que
sdo langados no rio Atibaia, municipio de Paulinia/SP. Para isso, foi realizado o ensaio
do cometa, sob eritrécitos de Oreochromis niloticus expostos as dguas coletadas em
diferentes pontos do rio Atibaia e rio Jaguari, dguas coletadas antes ao tratamento
bioldgico, dguas coletadas antes e apds lagoa de estabilizacdo, bem como em 4dgua de
poco artesiano (controle). Foi observado um maior nimero de nucledides com dano nos
nicleos de peixes expostos as dguas da refinaria que ainda ndo passarram pelo
tratamento bioldgico, seguidos das dguas antes e apds a lagoa de estabilizacdo. Foi
registrado para o teste controle os menores indices de nucledides com dano, seguido do
ponto de coleta do rio Jaguari, rio este utilizado para captacdo de dgua a ser utilizada
pela refinaria, cujas 4guas sdo consideradas de excelente qualidade pelos Orgaos
ambientais competentes. As dguas do rio Atibaia apresentaram indices intermedidrios de
nucledides com dano, quando comparados com os observados para as dguas do rio

Jaguari e para o teste controle.

Palavras-chave: efluentes de refinaria de petréleo, genotoxicidade, ensaio de cometa,

Oreochromis niloticus



1. INTRODUCAO

Atualmente, uma das maiores preocupacdes do homem € a contaminagdao dos
recursos hidricos, uma vez que € crescente a agressao neste recurso mineral por acao
antropica. Os efluentes industriais e domésticos sdo os principais responsaveis pela
contaminacdo dos ambientes aqudticos (CLAXTON et al, 1998; WHITE &
RASMUSSEN, 1998).

As refinarias de petréleo utilizam grande volume de 4gua nos processos de
lavagem de Oleo cru, refino do petréleo bruto, resfriamento das torres de destilacdo e
producdo de vapor em caldeiras. Posteriormente, aplicam tratamento quimico e
bioldgico nos efluentes. Cada etapa do processo de refino do petréleo pode acrescentar,
no efluente final, complexas misturas de substancias quimicas (WIECZOREK, 2003).
Dentre essas substancias podem estar os HPAs, que possuem alto potencial genotéxico,
representando entdo um grande risco para os ecossistemas e, conseqiientemente, em
toda a biota associada.

Uma das formas de se avaliar o potencial genotéxico de agentes fisicos,
quimicos e bioldgicos € pela utilizacdo do ensaio do cometa. O ensaio do cometa é um
método que permite a investigacdo de danos no DNA (quebras em fita simples, quebras
na dupla fita e sitios dlcali 1dbeis) de células individuais (SINGH et al, 1988).

Por ser considerado sensivel, rdpido, econdomico, além de requerer poucas
células para a sua execucdo (MITCHELMORE & CHIPMAN, 1988; SASAKI et al.,
1997; KOSZ-VNENCHAK & ROKOSZ, 1997), este teste tem sido indicado como um
método para detec¢do de mudancas muito pequenas na estrutura do DNA, célula a
célula, tais como atividade de reparo, o modo de seu empacotamento e a integridade do
material genético (KOPPEN et al., 1999).

Organismos aqudticos, como por exemplo os peixes, acumulam poluentes
presentes em dgua contaminada ou, indiretamente, pela via trofica, pela alimentagdo por
organismos aquaticos contaminados. Desse modo, sistemas-modelo como os peixes sao
importantes para determinar a distribuicdo dos efeitos téxicos de contaminantes
quimicos no ambiente aquatico (AL-SABTI & METCALFE, 1995).

O ensaio do cometa tem sido aplicado, com grande sucesso, em eritrocitos de
varias espécies de peixes (NACCI et al, 1996; BELPAEME et al., 1996;
MITCHELMORE & CHIPMAN, 1998; MATSUMOTO, 2004; MATSUMOTO et al.,



2005), expostas a diversos agentes genotoxicos, permitindo avaliar o potencial dessas
substancias em causar danos no DNA, passiveis de serem detectdveis por eletroforese
alcalina .

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o possivel efeito genotéxico de
efluentes da refinaria de petr6leo de Paulinia — estado de Sao Paulo - Brasil. Para este
estudo foram analisadas as dguas coletadas nos rios Jaguari (captacdo de agua pela
refinaria) e Atibaia (lancamento dos efluentes e pontos a montante e a jusante do

despejo) além do préprio efluente da refinaria (antes e apds o tratamento biolégico).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Coleta das amostras

Amostras de dgua foram coletadas a montante do Rio Jaguari, (acima da
captacao da dgua utilizada pela refinaria) — ponto 1; entrada da lagoa de estabilizacdo da
REPLAN - ponto 2; saida da lagoa de estabilizagdo (dgua destinada aos despejos no
Rio Atibaia) — ponto 3; 1Km a montante do ponto 3, no Rio Atibaia - ponto 4; 1 Km a
jusante do ponto 3 — ponto 5 e apds o tratamento fisico-quimico e antes do tratamento

bioldgico — ponto 6 (Fig 1).

2.2. Material bioldgico

Para a realiza¢do dos ensaios de genotoxicidade, foi utilizado o organismo-teste
Oreochromis niloticus ~ (Perciformes, Cichlidae). Os peixes foram obtidos de
piscicultura mantida pela Unesp — S@o José do Rio Preto (IBILCE), sendo selecionados
espécimens com um tamanho médio de 15 cm. Os animais foram trazidos para ao
laboratério a fim de serem aclimatados em tanque, sob condi¢des controladas e com

sistema de filtracdo e aeracdo adequados.

2.3. Metodologia
Para a realizagdo do experimento foram utilizados sete aqudrios, sendo um para
o controle negativo (dgua de poco) e os demais aquarios para cada um dos pontos de

coleta. Em cada aqudrio foram colocados cinco espécimens, que ai permaneceram por



72 horas, para assim serem estimados os efeitos genotdxicos das dguas coletadas nos
diferentes pontos de coleta.

Foram colhidas amostras de sangue dos peixes expostos, por meio de puncao
cardiaca, com seringas heparinizadas. Uma amostra de 10 pL de sangue foi diluida em
1000uLL de soro bovino fetal. As laminas foram montadas com 10uL da suspensdo
celular + 120uL. de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%), a 37°C. As laminas
permaneceram em uma solugdo de lise (ImL de Triton X-100, 10mL de DMSO e 89
mL de solucdo de lise estoque, pH 10,0 — solucdo de lise estoque: NaCl 2,5M; EDTA
100mM; Tris 10 mM, ~8,0g de NaOH solido, 10g de lauril sarcosinato sddico para 1L)
em geladeira por 1 hora. Apés a lise, as 1aminas permaneceram em tampao NaOH 300
mM+ EDTA 1 mM (pH>13) por 20 minutos, para denaturagdo do DNA, sendo logo
apos submetidas a uma corrida de eletroforese a 25 V, 300 mA, por 20 minutos. As
laminas foram entdo neutralizadas com Tris 0,4M, por 15 minutos, e fixadas em etanol
por 10 minutos.

As laminas foram coradas com brometo de etideo (0,02 mg/mL). A anélise foi
feita em microscopia de epifluorescéncia (Leica DMLB), com filtro de excitagdao 420-
490nM e de barreira A=520nM, em objetiva de 40x. Foram analisados 100 nucledides
para cada amostra de cada um dos individuos expostos. Os nucledides foram
classificados visualmente, de acordo com a migracdo dos fragmentos de acordo com a
classificagcdo proposta por Kobayashi et al. (1995) em, classe 0 (sem dano, ou seja, com
nucledides que ndo apresentam cauda); classe 1 (dano pequeno, ou seja, com nucledides
apresentando um tamanho de cauda inferior ao didmetro da cabeca); classe 2 (dano
médio, ou seja, com nucledides apresentando um tamanho de cauda equivalente a uma
ou duas vezes o tamanho do didmetro da cabeca); classe 3 (dano grande, ou seja, com
nucledides apresentando o tamanho da cauda superior a 2 vezes o tamanho do didmetro
da cabega). Também foram verificados os scores de cada amostra, multiplicando-se o
nimero dos nucledides observados em cada classe pelo valor da classe (0, 1, 2 ou 3).
Para a analise estatistica, foi utilizado o teste do x2 , segundo indicacdo de PEREIRA

(1991).



3. RESULTADOS

Os resultados obtidos pela técnica do ensaio do cometa estao reunidos na Tabela
1, Figura 2 e 3.

O teste controle apresentou um nimero de 28 nucledides com dano e 472
nucledides sem dano, ou seja, uma freqiiéncia de 5,6% de nucledides com dano para
94,4% nucledides sem dano, sendo que a maior parte dos nucleéides com dano foram
classificados como da classe 1 (5%).

O ponto 1 (montante do rio Jaguari) apresentou 160 nucledides com dano e 340
nucléoides sem dano, sendo as freqiiéncias observadas de 68% de nucledides sem dano
e 32% de nucledides com dano. O maior indice de nucledides com dano foi classificado
como sendo da classe 1. Este ponto foi o que apresentou menor nimero de nucledides
com dano dentre todas as amostras de 4gua analisadas.

O ponto 2 (entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN) apresentou um total
de 16 nucledides sem dano e 484 nucledides com dano, sendo as suas freqiiéncias de
3,2% e de 96,8% respectivamente. No entanto, o maior indice de nucledides com dano
observado foi classificado como da classe 2.

O ponto 3 (saida da lagoa de estabilizagdo - dgua destinada aos despejos no Rio
Atibaia) apresentou um indice de nucledides com dano menor que o observado para o
ponto 2, tendo um valor igual a 85% (425 nucledides), sendo os nucledides mais
observados os pertencentes a classe 1. A freqiiéncia de nucledides sem dano foi de 15%
(75 nucledides).

O ponto 4 (1Km a montante do ponto 3, no Rio Atibaia), apresentou indices
menores que os observados para os pontos 2 € 3, mas maiores que o observado para o
ponto 1. O nimero de nucléoides com dano foi de 264 (52,8%) e de sem dano foi de
236 (47,2%), sendo os da classe 1 os mais observados.

O ponto 5 (I Km a jusante do ponto 3) apresentou indices maiores que 0s
observados para o ponto 4. Os valores encontrados para nucledides com dano, no ponto
5 foi igual a 62,2% (311 nucledides) e de nucledides sem dano 37,8% (189 nucledides).
Dentre os nucledides com dano observados, os da classe 1 foram predominantes.

Os valores observados para o ponto 6 (apds o tratamento fisico-quimico e antes
do tratamento bioldgico) foram os mais altos registrados entre todas as andlises. O

numero de nucledides sem dano foi de 6 e os de nucledides com dano foi de 494. Os



indices foram, respectivamente, de 1,2% e de 98,8%, sendo os nucleéides com dano

mais observados os pertencentes a classe 3.

4. DISCUSSAO

A partir dos ensaios realizados com a técnica do cometa, pudemos inferir que o
ponto 6 apresentou alto indice de genotoxicidade, pelos altos valores de nucledides com
danos registrados. Estes nucledides também apresentaram a classificacdo mais
comprometida, pois a maior parte deles foi classificada como sendo da classe 3. Nossos
resultados sdo concordantes com Hamoutene et al. (2002), pois segundo esse autor, 0s
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs), presentes no efluente de refinarias, sao
descritos como os principais componentes capazes de causar danos no DNA, pois
possuem propriedades mutagénicas e carcinogénicas.

O ponto 2 foi o que apresentou o segundo maior indice de genotoxicidade,
seguido do ponto 3, o que indica que o tratamento do efluente parece ter sido eficaz,
uma vez que antes de sofrer tratamento bioldgico, o efluente apresentou um alto indice
de genotoxicidade. Apds esse tratamento (ponto 2), o indice observado foi inferior.
Porém, a genotoxicidade observada continuou relativamente alta, para os pontos
subseqiientes. O efluente a ser despejado no rio Atibaia, ao sair da lagoa de
estabilizacdo (ponto 3), apresentou um indice inferior de genotoxicidade, quando
comparado com o ponto 2, o que indica que o tratamento realizado foi eficiente.

Da andlise dos resultados obtidos para o ponto 4 (montante do despejo), pode-se
inferir que o rio Atibaia (em que é realizado o despejo do efluente da refinaria) ja
apresenta um certo comprometimento de suas dguas, uma vez que seus indices de
genotoxicidade foram relativamente altos. O ponto 5, localizado apds o despejo do
efluente, apresentou indices mais elevados de genotoxicidade, quando comparados ao
ponto 4, porém esses valores nao diferiram, significativamente, e isso nos faz sugerir
que mesmo apds o recebimento do efluente da refinaria, as 4guas do rio Atibaia ndo tem
seu potencial genotéxico aumentado. Desse modo, sugerimos que a genotoxicidade
observada para as dguas do rio Atibaia deve ser proporcionada pelo recebimento de
outros efluentes, que sdo lancados antes do despejo dos efluentes da refinaria, uma vez
que as aguas desse rio recebem efluentes de diversas industrias, o que colabora para o

comprometimento da qualidade das dguas deste rio.



Nossos estudos sdo concordantes com os observados por Lubianca et al. (2004),
que avaliaram o Arroio Bom Jardim, afluente do rio Cai em Triunfo/RS, que sofre
influéncia do Pdlo Petroquimico do Sul, através do ensaio do cometa e do teste do
microntcleo em Loricariichthys anus (cascudo). Os resultados obtidos pelos autores
apontaram comprometimento da qualidade das dguas do rio, resultante das atividades da
industria petroquimica.

Souza (2005) também realizou estudos, utilizando o ensaio do cometa, em areas
sob influéncia de refinaria de petréleo. A autora observou um aumento de nucledides
com danos da classe 2 e 3 para os pontos em que havia o despejo do efluente da
refinaria, demonstrando o potencial genot6xico dos mesmos.

Nossos resultados confirmaram a utilizagdo do ensaio do cometa, utilizando
eritrocitos de Oreochromis niloticus, como uma ferramenta bastante sensivel para a
deteccao de genotoxicidade no meio aquatico, corroborando com os resultados obtidos
por Padrangi et al. (1995), Matsumoto (2004), Matsumoto et al. (2005), Russo et al.
(2004), Ventura (2004), Fernandes (2005) e Souza (2005).
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Tabela 1. Andlise dos eritrécitos de Oreochromis niloticus expostos as amostras de dguas de diferentes pontos de
coleta e a dgua de poco artesiano (controle negativo), por 72 h, pela técnica do ensaio do cometa.

Pontos de Total de Total de Numero de Numero de Numero de Numero de
coleta células células com nucledides da  nucledides da  nucledides da  nucledides da Scores
analisadas cometa classe 0 classe 1 classe 2 classe 3
100 12 88 12 0 0 12
100 5 95 4 0 1 7
Controle 100 2 98 2 0 0 2
Negativo
100 4 96 4 0 0 4
100 5 95 3 2 0 7
Total 500 28 472 25 2 1 X=4,4
100 34 66 34 0 0 34
100 33 67 30 3 0 36
Ponto 1 100 49 51 49 0 0 49
100 19 81 10 5 4 32
100 25 75 20 3 2 32
Total 500 160* 340 143 11 6 X=36,6
100 100 0 11 58 31 161
100 93 7 34 27 32 184
Ponto 2 100 99 1 19 47 33 212
100 98 2 42 30 26 180
100 94 6 15 57 22 195
Total 500 484+ 16 121 219 144 X=186,4
100 88 12 41 37 10 145
100 85 15 50 29 6 126
Ponto 3 100 91 9 51 36 4 135
100 79 21 39 27 13 132
100 82 18 43 28 11 132
Total 500 425% 75 224 157 44 X=134
100 50 50 32 16 2 70
100 54 46 31 20 3 80
Ponto 4 100 51 49 30 17 4 76
100 58 42 29 23 6 93
100 51 49 27 18 6 81
Total 500 264* 236 149 9 21 X=80
100 70 30 40 22 8 108
100 63 37 32 21 10 104
Ponto 5 100 60 40 35 18 7 92
100 56 44 36 15 5 81
100 62 38 33 23 6 97
Total 500 311* 189 176 99 36 X=96,4
100 99 1 14 20 65 249
100 100 0 22 24 54 232
Ponto 6 100 96 4 20 24 52 224
100 99 1 8 30 61 251
100 100 0 10 30 60 250
Total 500 494* 6 74 128 292 X=241,2

Valores seguidos de * diferiram significativamente (0,5%) em relagdo ao controle, pelo teste de x>
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Figura 2: Freqiiéncias de nucledides com e sem danos, para cada classe considerada, encontradas nos

eritrocitos de Oreochromis niloticus expostos por 72 h aos diferentes pontos de coleta e a dgua de poco

artesiano (controle negativo).
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RESUMO
Uma das principais preocupacdes do homem € a poluicdo dos recursos hidricos, uma

vez que € um recurso mineral indispensavel para a manutencao da vida de todos os seres
vivos. Uma das principais fontes de degradacio desse recurso € a polui¢do, sendo essa
poluicdo causada por diversas fontes, como por exemplo o despejo de efluentes
industrias nos corpos d’dgua e a contaminacdo por herbicidas, por percolacdo e
lixiviamento. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o possivel efeito citotéxico
de efluentes de refinaria de petréleo e do herbicida trifluralina, pela técnica de coloracao
com corantes vitais para evidenciar a indu¢do de morte celular em sistemas testes de
Allium cepa. Para a realizacdo desse estudo, sementes de Allium cepa foram germinadas
nos efluentes de refinaria e em solugdes do herbicida trifluralina. Apds a germinagao, as
raizes coletadas foram coradas com dois Corantes Vitais (iodeto de propidio e Hoescht).
As células em processo de morte celular apresentaram uma coloracio caracteristica,
conferida pelo iodeto de propidio (cor vermelha) e as células vidveis uma coloragdo azul
devido a acdo do corante Hoescht. Para o herbicida trifluralina verificou-se uma maior
inducdo de morte celular nos meristemas expostos as maiores concentragdes desse
herbicida, o que justifica a prépria indicacdo do produto. Para os efluentes de refinaria,
0 que se observou foi uma maior indu¢cdo de morte celular quando o sistema teste foi
exposto aos efluentes tratados apenas fisico-quimicamente e antes do tratamento
bioldgico. A indu¢do diminuiu nos meristemas expostos as dguas dos efluentes dos

outros pontos, inclusive daquele que passou pelo tratamento biolégico.

Palavras-chave: morte celular, citotoxicidade, efluentes de refinaria de petrdleo,

trifluralina, Allium cepa, Hoescht, iodeto de propidio.



1. INTRODUCAO

Muitos rios que atravessam grandes dreas metropolitanas recebem muitos
residuos derivados de atividades industriais, domésticos e agricolas, o que acaba
impactando a qualidade de suas dguas (OHE et al., 2003).

O crescente comprometimento da qualidade de ecossistemas aquéticos tem
ocorrido ndo s6 pelo excesso de emissao de esgotos domésticos, sem tratamentos, nos
corpos hidricos, como também por uma variedade de residuos quimicos e organicos
provenientes de descartes industriais e agricolas, que perfazem uma extensa gama de
substancias, muitas delas potencialmente toxicas (RAND & PETROCELLI, 1985).

Dentre as atividades industriais responsdveis pela emissdo de substancias
potencialmente téxicas em recursos hidricos, pode-se citar a industria petrolifera. A
atividade do refino de petréleo € uma atividade que requer grandes volumes de dgua
para o seu funcionamento. Desse modo, a quantidade de efluentes produzidos e,
conseqiientemente, despejados nos corpos d’dgua € também grande, o que agrava a
possibilidade da presenca, nesses efluentes, de substincias toxicas que possam
comprometer os seres vivos presentes na biota associada.

Uma consideravel contaminacdo por hidrocarbonetos derivados do petrdleo é
resultante da industria petrolifera e desse modo € importante se realizar investigacoes
que avaliam a toxicidade desses compostos (PACHECO & SANTOS, 2001). Uma
classe importante de contaminantes derivados do petréleo sdo os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) (PEREZ et al., 2001). Segundo o autor, um grande
nimero de HPAs t€m sido identificados como potentes carcindgenos e indutores de
mutagenicidade. Vdérios autores tem destacado o potencial mutagénico dos HPAs
(SILVA et al., 2003; SOUZA, 2005), potencial carcinogénico e potencial oxidante
(PAGLIA & VALENTINE, 1967).

Atualmente, tem havido uma intensificacao no uso de agrotéxicos pelos paises
agricolas, na tentativa de aumentar, cada vez mais, a produtividade e a qualidade dos
seus produtos. Dentre os pesticidas utilizados na agricultura, os herbicidas tem um
destaque especial. No entanto, a maioria das acOes toxicas dos herbicidas sobre animais
e plantas foi pouco investigada (KIM & FEAGLEY 1998, ABDEL-RAMHAM et al.
1999, VENTURA, 2004; FERNADES, 2005). Como conseqiiéncia da falta de

esclarecimento sobre o papel dos herbicidas no meio bioldgico, esses agentes quimicos



também acabam representando danos aos ecossistemas e problemas a saiude humana
(MUNGER et al. 1997, GORELL et al. 1998).

A preocupacdo com a proliferacio de agentes quimicos introduzidos no
ambiente, que levam a possiveis alteracdes genéticas nos organismos, foi um dos
principais motivos que levou ao desenvolvimento de diversas metodologias que avaliam
a genotoxicidade de substincias quimicas (BRUSICK, 1987). Muitos trabalhos tém sido
realizados por diversos pesquisadores preocupados com os efeitos nocivos dos
herbicidas, na tentativa de verificar os seus possiveis efeitos fisiologicos (ALMEIDA,
1980), mutagénicos (SAKAMOTO & TAKAHASHI, 1979; VENTURA, 2004;
FERNANDES, 2005) e carcinogénicos (TERRACINI, 1977).

A trifluralina é um herbicida pré-emergente, sendo considerado um pesticida da
classe toxicoldgica III (medianamente tdxico). De acordo com vdrios Orgaos
internacionais, incluindo o Environmental Protection Agency (EPA), o Development for
Environmental Assessment Center dos Estados Unidos e o IARC Monographs
(International Agency for Research on Cancer), a trifluralina se caracteriza por ser um
agente quimico, possivelmente, carcinogénico para os seres humanos, embora o
embasamento para essa conclusdo seja apenas evidenciado em animais (WATERS et al.
1999).

De acordo com Mello et al. (2001), agentes indutores de estresse, tais como:
radiacdo, drogas, choques térmicos, metais pesados, dlcoois, hipdxia, jejum, inibidores
metabdlicos, agentes oxidantes e infec¢des virais, dentre outros, podem induzir a morte
celular. Segundo Kaioumova et al. (2001), agentes quimicos podem levar a um
comprometimento da fisiologia celular, desencadeado por uma seqii€éncia complexa de
eventos que pode resultar em morte celular, tanto de maneira apoptética como necrotica.

A necrose € um tipo de morte celular, considerada antigamente como
descontrolada. Segundo Zakeri & Lockshin (2002), se uma célula encontra qualquer
insulto ou injdria grave a sua existéncia, seus mecanismos de geracdo de ATP ou de
integridade e permeabilidade de membrana sdo comprometidos. A necrose pode ser
desencadeada pela presenca de toxinas ou componentes quimicos toxicos, 0S quais
promovem a lise celular, alterando as fun¢des mitocondriais e canais 10nicos do sistema
de membranas, levando a um comprometimento da viabilidade da célula. A necrose nao

¢ determinada por fatores intrinsecos da prépria célula, mas por perturbacdes do meio



ambiente, injurias estas que causam uma agressao letal, por ser grave, intensa, continua
ou ndo, mas que ultrapassa o nivel de habilidade homeostatica da célula. Os agentes
agressores podem ser agrupados em agentes fisicos (a¢do mecanica, temperatura,
radiacdo, efeitos magnéticos, eletricidade), quimicos (compreendem substancias toxicas
e ndo toxicas), e bioldgicos (toxinas; infeccdes virais; bacterianas ou micéticas;
parasitas, etc). Esses agentes provocam um comprometimento da integridade das
membranas celulares e da manutengdo da capacidade de multiplicacdo celular, por
interferirem nas moléculas de RNA e DNA, o que levard a uma perda da homeostase e
da morfostase celular, de tal forma que a célula perde também a sua viabilidade
(KAIOUMOVA et al., 2001).

Diferentemente da apoptose, que € um fendmeno ocorrente em células Unicas, a
necrose tem sido, freqiientemente, descrita como um fendmeno multicelular. Estudos
moleculares tém demonstrado que o primeiro evento observado na necrose € a alteracao
na bomba de sédio e de potéssio, provocando edema intracelular. Quando as enzimas
lisossomais digerem as organelas citoplasmaticas, o citoplasma adquire um aspecto
vacuolizado, podendo ocorrer um processo associado de calcificagao nas células mortas.
As alteragdes nucleares ocorrem, reversivelmente, até a etapa de condensacdo da
cromatina, formando blocos nucleares ligados a membrana nuclear e ao nucléolo
(cariorrexis). Entretanto, quando as alteracdes degenerativas progridem, pode aparecer
retracdo do nucleo, que se transforma em uma massa densa e enrugada de cromatina
(picnose). Esta cromatina sofre uma dissolugcdo progressiva (caridlise), provavelmente
decorrente da acdo hidrolitica das DNAses de origem lisossomal. O citoplasma perde a
sua basofilia e o limite celular se torna indistinto. Observa-se que a perda da homeostase
envolve o sistema enzimdtico (comprometimento dos lisossomos) e o sistema de
membranas, o qual parece ter um papel crucial para o estabelecimento de lesdes
irreversiveis na célula (ZAKERI & LOCKSHIN, 2002).

Dados recentes indicam que, em contraste com a necrose que € causada por
condi¢cdes muito extremas, a apoptose € um tipo de morte celular caracterizada por um
evento fisiologicamente normal e regulado (programado). Atualmente, sabe-se que tanto
a apoptose como a necrose possuem caminhos de sinalizacao, como receptores de morte
celular, cascatas de quinases e eventos mitocondriais. Através da modulacdo desses

caminhos de sinalizacdo, em ambos os processos de morte celular, € possivel identificar



e distinguir a apoptose da necrose (WOODLE & KULKARNI, 1998; HUPERTZ et al.,
1999; STADELMAN & LASSMANN, 2000; PROSKURYAKOV et al., 2003).

Para Grant (1982) e Chauhan et al. (1999), o Allium cepa ¢ um dos melhores
sistemas - teste ja estabelecidos, sendo rotineiramente utilizado para avaliar o potencial
genotdxico de quimicos no ambiente, devido a sua sensibilidade e boa correlagdo com
sistemas-teste de mamiferos.

O objetivo desse estudo foi investigar, por meio de metodologia que utiliza dois
corantes vitais (Hoechst e Iodeto de Propidio), os efeitos citotoxicos de efluentes de
refinaria de petrdleo e do herbicida trifluralina, sob o processo de indu¢do de morte

celular, utilizando para isso meristemas radiculares de Allium cepa .

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

O material bioldgico utilizado para o desenvolvimento do ensaio foram sementes
de Allium cepa (2n=16 cromossomos) de um mesmo lote (variedade Baia periniforme),

estocadas em local escuro e acondicionadas a temperatura de 6-10°C.

2.2. Métodos

A metodologia empregada para a andlise da possivel indu¢do de morte celular
em sistema teste de Allium cepa, pelos efluentes de refinaria e pelo herbicida
trifluralina, foi a técnica de coloracdo pelos corantes vitais (Hoescht 33342 e iodeto de
propidio).

Cinqglienta sementes de Allium cepa foram colocadas em placas de Petri, a
temperatura ambiente, para germinar em efluentes de refinaria e em concentracdes
diferentes do herbicida trifluralina.

Para a analise realizada com os efluentes de refinaria, as sementes foram
colocadas para germinar em dguas de seis diferentes pontos de coleta (Fig 1):

1) Montante do Rio Jaguari, (acima da captag@o da dgua utilizada pela refinaria);
2) Entrada da lagoa de estabilizacao da REPLAN;

3) Saida da lagoa de estabilizacdo (dgua destinada aos despejos no Rio Atibaia);
4) 1Km a montante do ponto 3, no Rio Atibaia;

5) 1 Km a jusante do ponto 3;



6) Ap6s o tratamento fisico-quimico e antes do tratamento biolégico

Para o herbicida trifluralina, as sementes foram colocadas para germinar em
concentracdes utilizadas nas culturas (concentracdo de campo — 3,34 ppm) e em trés
concentracdes progressivamente menores (1,67 ppm; 0,84 ppm e 0,42 ppm,
respectivamente). Todos os testes com o herbicida trifluralina foram realizados na
auséncia de luz, pois esse herbicida é considerado fotodegradavel.

Para o ensaio realizado com os efluentes de refinaria, as raizes permaneceram
nas placas de Petri até atingirem 2 cm de comprimento, sendo entdo coletadas para
serem processadas a fresco.

Para o ensaio realizado com o herbicida, primeiramente, todas as sementes
foram submetidas a germinacdo em dgua milli-Q, até que as raizes atingissem 2cm de
comprimento. Posteriormente, as sementes germinadas foram transferidas para as placas
contendo o herbicida trifluralina em suas diferentes concentracdes, sendo sempre uma
placa para cada concentracdo do herbicida. As sementes permaneceram nessas placas
por 20 horas e, apds esse periodo, as raizes foram coletadas para serem processadas a
fresco.

O teste-controle negativo foi realizado submetendo-se as sementes apenas a
germinagdo em dgua milli-Q. Algumas raizes foram fixadas em Carnoy (3 partes de
etanol para uma parte de acido acético) para servirem como controle positivo, uma vez
que a fixacdo, obrigatoriamente, promove a morte celular. Foram realizados cortes
longitudinais na regido meristematica das raizes. A coloracdo foi feita, em lamina,
expondo o material a uma gota do corante vital Hoescht 33342 (10 ug/mL). Ap6s dez
minutos, o material foi transferido para outra lamina e entdo submetido a uma gota de
1odeto de propidio (30 ug/mL). Ambas as incubagOes foram feitas protegidas da luz. Na
seqiiencia, o material foi analisado e fotografado em microscépio de fluorescéncia
(Leica DMLB), sob os filtros de excitacdo de 365 nm e de barreira de 400 nm.

As células com nicleos fluorescentes azuis foram consideradas vivas e com
integridade de membrana. As células com ntcleos fluorescentes vermelhos foram
consideradas em processo de morte celular e, portanto, sem integridade de membrana.
Segundo Locke et al (1990), o Hoescht 33342 cora o DNA das células que tem suas
membranas integras, enquanto que o iodeto de propidio cora apenas o DNA de células

cuja integridade da membrana j4 estd comprometida.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagdo combinada dos corantes Hoescht 33342 e do iodeto de propidio foi,
inicialmente, utilizada para se testar a viabilidade de células animais, como por exemplo
na viabilidade de células espermaticas de abelha. Os dois corantes associados (iodeto de
propidio e Hoescht 33342) promovem uma coloracdo especifica, claramente observada
pelas cores vermelho (para células mortas) e verde/azul (para células vivas) (COLLINS
& DONOGHUE, 1999).

Esta técnica foi adaptada neste trabalho, para andlise de morte em células
vegetais, pois ainda ndo havia descricdo de utilizacdo da mesma para a detec¢do da
viabilidade nestes tipos celulares.

Foi feita, por meio da aplicacdo dos corante vitais, a avaliacio do potencial
citotoxico dos diferentes pontos de coleta dos efluentes de refinaria e de distintas
concentracdes do herbicida trifluralina, bem como para um teste-controle negativo
(4gua milli-Q) e positivo (Carnoy 3:1).

De acordo com as observacdes realizadas para o herbicida trifluralina, pudemos
observar que houve uma reacao positiva das células com os corantes, onde foi possivel
verificar que a indug@o de morte celular no organismo-teste foi maior, a medida que se

aumentava a concentracdo do herbicida trifluralina (Fig 2).

Para os pontos de coleta referentes aos efluentes de refinaria de petréleo, foi
observado uma maior presenca de células em processo de morte celular nos pontos com
maior quantidade de substancias potencialmente téxicas. As maiores quantidades de
células em processo de morte foram observadas para o ponto o 6 (apds o tratamento
fisico-quimico e antes do tratamento bioldgico), seguido do ponto 2 (entrada da lagoa
de estabilizacdo da REPLAN) , do ponto 3 (saida da lagoa de estabilizacdo - dgua
destinada aos despejos no Rio Atibaia), do ponto 5 (I Km a jusante do ponto 3, no rio
Atibiaia) , do ponto 4 (I Km a montante do ponto 3, no Rio Atibaia) e do ponto 1

(montante do Rio Jaguari, acima da captagcao da 4dgua utilizada pela refinaria) (Fig 3).

A inducdo de morte de células da regido do pré-cambio das raizes de Allium
cepa foi observada para todas as concentracdes do herbicida trifluralina. Foi observado
também que a medida que a concentragao do produto aumentava, havia a promocao de
comprometimento de outros tecidos radiculares. Foram registradas células em morte na

regido meristemdtica fundamental e na protoderme. O mesmo sendo observado para os



pontos de coleta realizados nas imediacdes da refinaria de petrdleo, que quanto menos
tratado o efluente, maior a indu¢@o de morte nos diversos tecidos da raiz.

A partir dos resultados obtidos, podemos observar que houve a promocdo da
destruicao de estruturas celulares que levaram as mesmas ao processo de morte celular.
Pode-se inferir que o tipo de morte celular observado nas células de Allium cepa foi do
tipo necrdtico, pois a metodologia aplicada mostra-se mais eficiente para evidenciar
esse tipo de morte. Como a necrose se baseia no comprometimento da integridade da
membrana plamatica, a técnica € perfeitamente aplicdvel para a investigacdo, pois os
corantes vitais possibilitam a visualizagdo da perda de integridade da membrana
nuclear. A perda da integridade celular pode estar relacionada com a perda da assimetria
da membrana plasmdtica, devido a translocacdo de residuos de fosfatidilserina do
folheto interno da membrana para o folheto externo da membrana (VERMES et al,
1995). Em condi¢des normais, aminofosfolipidios como fosfatidilserina residem,
predominantemente, no folheto interno da membrana plasmética de seres eucaridticos.

Células apoptoticas, ao contrario das células necréticas, mantém a integridade da
membrana plasmatica durante a maior parte deste processo de morte, ficando permeavel
a tais corantes vitais, somente durante a etapa de necrose secunddria. (PADDENBERG
et al., 1996)

O aumento da permeabilidade de membrana pode ser evidenciado pela
incorporacdo do Hoescht 33342, que é um corante fluorescente intercalante de DNA
(ORMEROD et al., 1993) ou pelo iodeto de propidio (ORMERQOD et al., 1993; ZAMAI
et al., 2001). A exclusdo do corante fluorescente iodeto de propidio da célula tem se
mostrado, particularmente, util para estudos de morte celular. A natureza fortemente
polar dessa molécula faz com que ela seja altamente impermeavel para células integras,
embora consiga penetrar, facilmente, na célula com membrana plasmdtica em inicio de
perda de integridade. Uma vez dentro da célula, o iodeto de propidio se combina com o
DNA, conferindo ao nicleo uma coloracdo vermelha fluorescente (BRANA et al.,

2002).

Até hoje, os eventos que levam a ativacdo da morte celular permanecem pouco
esclarecidos. E sabido que elementos estruturais do citoesqueleto (microtibulos,
microfilamentos de actina e filamentos intermedidrios de citoqueratina) desempenham

um importante papel em uma grande variedade de processos celulares, como por



exemplo a determinacao da forma da célula, organizacao citoplasmaética, divisdo celular,
motilidade e diferenciacao celular (POLLARD e COOPER, 1986; MACCIONI, 1986;
AVILA, 1990; KLYMKOWSKY, 1995). Durante o processo de morte celular ocorrem
muitas mudancgas morfoldgicas que levam a acreditar que o citoesqueleto possa estar
envolvido nessas mudangas. Diversos estudos tentaram demonstrar a relacdo de
estruturas presentes no citoesqueleto com o processo de morte da célula, porém, um
desses estudos evidenciou uma acdo direta da actina no processo de morte celular
(COTTER et al., 1992).

Outros autores, como Pittman et al. (1997), focaram seus estudos na tubulina e
demonstraram que ela se reorganiza durante a morte celular de forma congruente com
as mudangas caracteristicas da célula em processo de morte. Esses autores
demonstraram que a morte celular pode ser iniciada por drogas que despolimerizam ou
estabilizam os microtibulos. Estudos realizados por Juarranz et al. (1995), Stockert et
al. (1996) e Caiiete et al. (1997) demonstraram que microtibulos e microfilamentos de
actina foram danificados apds fotosensibilizacio celular e desse modo, pode-se atribuir
a presenca de lesdes no citoesqueleto, como fatores relevantes no desencadeamento do
processo de morte da célula, causada por tratamentos fotodinamicos.

De acordo com Anthony e Hussey (1999), os herbicidas dinitroanilinas, como a
trifluralina, possuem um radical NO, responsdvel pela sua ligacdo as moléculas de
tubulina. O complexo formado, herbicida-tubulina, inviabiliza a formacdo dos
microtibulos e, conseqiientemente, dos fusos mitdticos, estruturas estas responsaveis
pelo sucesso do processo de divisdo celular. J4 para Hertel et al. (1981), Sree et al.
(1988), Hansen et al. (1998) e Vidakovik-Cifrek et al. (2002), o herbicida trifluralina,
além de atuar junto as moléculas de tubulina, também pode alterar e desregular a
concentracdo de célcio na célula. Tanto a formagdo quanto a estrutura e a degradacdo
dos microtibulos sdo controladas pelo fon célcio (Hepler, 1992) que, em alta
concentracdo, acarreta em uma menor taxa de polimerizacdo de microtibulos (Hepler,
1992). Desse modo, pode-se sugerir que a inducao da morte celular, observada nos
ensaios realizados com o herbicida trifluralina, possa estar relacionada com uma acao
direta do mesmo sobre os microtibulos das células de Allium cepa, desencadeando uma

desorganizacao estrutural da célula, o que levaria ao processo de morte destas células.



Os efluentes de petrdleo, assim como todos os efluentes industriais, s@o
considerados como uma mistura complexa de diferentes compostos e substincias, sendo
muito dificil estabelecer a correta composicio dos mesmos. De acordo com os
resultados observados para os testes realizados com os efluentes de petréleo, podemos
concluir que houve uma resposta semelhante dos efluentes de refinaria com o observado
para o herbicida trifluralina. Assim, pode-se sugerir que a citotoxicidade conferida pelos
diferentes componentes do efluente de refinaria possa ser decorrente da presenga de
substancias que atuam sobre a integridade da membrana, pela acdo junto aos
componentes celulares, como por exemplo os microtubulos.

Nossos resultados mostram que a técnica de coloracdo pelos corantes vitais
iodeto de propidio e Hoescht 33342 parece ser eficiente na deteccdo de citotoxicidade
de xenobiontes sob sistema teste de Allium cepa, pois permite a observacao da inducao
de morte celular, conferindo assim em mais uma ferramenta para estudos de andlise de

citotoxicidade de diferentes compostos.
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Figura 2: Meristemas radiculares de Allium cepa tratados com diferentes concentragoes do
herbicida trifluralina, submetidos & metodologia de coloragio pelos corantes vitais Hoescht ¢ lodeto
de Propidio: A, Be C. Controle negativo; D e E. Concentragio 0.42 ppm; F e G. Concentragio 0,84
ppm: H e 1. Concentragio 1.68 ppm: J e K.Concentragao 3.34 ppm.



Figura 3: Meristemas radiculares de Allium cepa tratados com efluentes de refinaria e rios relacionados, submetidos
a metodologia de coloragio pelos corantes vitais Hoescht e lodeto de Propidio: A. Controle positivo; B, Controle
negativo; C.Ponto 1; D, Ponto 2; E.Ponto 3; F. Ponto 4;G. Ponto 5: H. Ponto 6.
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7. RESULTADOS GERAIS E DISCUSSAO

7.1. Sistemas teste

Foram realizadas andlises de citotoxicidade, genotoxicidade e de mutagenicidade
utilizando-se como sistemas teste Allium cepa e Oreochromis niloticus, para testar
amostras de dgua de efluentes de refinaria que sdo langcados no rio Atibaia, municipio de
Paulinia/SP, bem como em amostras de dgua do rio Jaguari.

Foram realizadas coletas durante os anos de 2003 e de 2004, nos meses de
outubro de 2003, fevereiro de 2004, maio de 2004 e julho de 2004. Os pontos de coleta
foram: 1) Montante do Rio Jaguari, (acima da captacdo da dgua utilizada pela refinaria);
2) Entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN; 3) Saida da lagoa de estabilizacdo
(4gua destinada aos despejos no Rio Atibaia); 4) 1Km a montante do ponto 3, no Rio
Atibaia; 5) 1 Km a jusante do ponto 3; 6) Apds o tratamento fisico-quimico e antes do
tratamento bacterioldgico.

O sistema teste Allium cepa foi utilizado para avaliar os potenciais citotdxicos e
mutagénicos (através dos ensaios de morte celular pela Técnica de Corantes Vitais e de
aberragcdes cromossomicas) de efluentes de refinaria que s@o lancados no rio Atibaia,
municipio de Paulinia/SP, bem como em amostras de d4gua do rio Jaguari. Para o ensaio
de aberracdoes cromossOmicas, foi realizado um controle positivo com MMS
(metilmetano sulfonato) e um controle negativo com dgua milli-Q, para se comparar os
resultados obtidos com as amostras de dgua coletadas nos diversos pontos relacionados
com as atividades da refinaria. Para o ensaio de morte celular o controle negativo foi

feito com dgua milli-Q e o controle positivo, fixando o material em Carnoy 3:1.



O sistema teste Oreochromis niloticus foi utilizado para se avaliar os efeitos
genotoxicos e mutagénicos (por meio dos ensaios de cometa, do micronicleo e
anormalidades nucleares) de efluentes de refinaria que sdo langados no rio Atibaia,
municipio de Paulinia/SP, bem como em amostras de dgua do rio Jagurari. Para
comparacao dos resultados, foi realizado um controle negativo utilizando dgua de poco
artesiano.

A escolha dos sistemas testes Allium cepa e Oreochromis niloticus seguiu a
indicacdo de outros estudos (FISKEJO, 1985; AL-SABTI, 1986; HOSE et al., 1987;
GROVER et al., 1988; HARSHBARGER & CLARK, 1990; RANK & NIELSEN,
1993, 1997, 1998; FRANEKIC et al., 1994; AL-SABTI & METCALFE, 1995; KHORS
et al., 1997; SMAKA-KINCL et al., 1997; KOVALCHUCK et al., 1998; CHAUHAN et
al., 1999; COTELLE et al.,, 1999; ALVES-COSTA, 2001; BOMBAIL et al., 2001;
GRISOLIA & STARLING, 2001), que descreveram a efetividade desses organismos

para estudos de biomonitoramento ambiental.

7.2. Analises fisicas e quimicas das amostras coletadas nos rios e na refinaria

Foram realizadas andlises fisicas e quimicas de todas as amostras de agua
coletada. Nas andlises fisicas, foram quantificados os padrdes de pH, condutividade, cor
aparente, turbidez, temperatura, sélidos sedimentaveis, sélidos soliveis e em suspensao,
material volatil e material em suspensdo (Tabela 1). Para as andlises quimicas foram
quantificados os seguintes itens: oxigénio dissolvido (OD), demanda quimica de
oxigénio (DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), cloretos, acidez em CaCOs,
alcalinidade, amonia, nitrato, nitrito (Tabela 2), além dos {ons presentes nas amostras
(Tabela 3).

De acordo com os resultados expressos na Tabela 1, podemos observar que nio
houve grandes variagdes com relagdo ao pH entre todas as amostras analisadas.

Os valores de condutividade, medidas em pS/cm na dgua, trazem informagdes
importantes quanto a presenca de sais dissolvidos. Pode-se inferir que quanto maiores
os valores de condutividade registrados, maiores sdo as quantidades de matéria i0nica
dissolvida. Sabe-se ainda que o uso da 4gua em diversas atividades faz com que haja um

aumento de fons na sua composi¢do. Se compararmos os valores médios encontrados



nos pontos 1 e no ponto 4, podemos afirmar que o Rio Jaguari tem dguas com menor
indice de reutilizagdo, pelos valores médios exibidos (110,68 puS/cm).

A cor da dgua depende das substincias nela solubilizadas. Aguas naturais
apresentam uma cor caracteristica dada pelos diferentes sais nelas dissolvidos,
especialmente sais de ferro, manganés e matéria organica, destacando-se clorofila
oxidada ou ndo, acidos humicos, etc. Foi observada uma diferencga entre dguas do Rio
Atibaia e Jaguari, sendo que para o ponto 1 (rio Jagurari) o valor observado foi de
313,56 em mg/PtCo e para o ponto 4 de 262,73.

A turbidez de um liquido envolve particulas em suspensdo. Tais particulas
podem ser decantaveis a curto, médio e longo prazo, dependendo do seu tamanho e de
sua densidade. De uma maneira geral, os componentes que conferem turbidez a dgua
enquadram-se em células microbianas, argila, matéria parcialmente unificada, matéria
orgadnica em decomposicdo e substancias quimicas formadoras de precipitados. Como
pode ser observado na Tabela 1, foi observado um maior valor de turbidez para as dguas
do ponto 6.

Os sélidos sedimentdveis (SS) indicam quantidades mais grosseiras de residuos.
Este parametro prevé que o rio recebe muitos efluentes com cargas organicas e
inorganicas. Ao analisar os SS, deve-se considerar ainda que em &4guas com baixa
velocidade de escoamento, os residuos vao se decantando, ao longo do percurso, com
maior facilidade que dguas mais turbulentas (encachoeiradas). Desse modo, foi notério
que as aguas do rio Atibaia receberam uma maior quantidade de efluentes com cargas
organicas e inorganicas do que o rio Jaguari.

O parametro “material volatil” representa acréscimo de matéria organica na
agua. Segundo este parametro, podemos afirmar que houve um aumento de material
volétil nos efluentes de refinaria e que esse valor diminuiu, apds os tratamentos
realizados pela refinaria.

A matéria residual fixa pode estar correlacionada com as elevadas cargas de
esgotos domésticos brutos que ainda ndo foram mineralizados, quer por processos
quimicos, fisico-quimicos ou bioldgicos. Aguas com elevados indices de matéria

mineral fixa nio sdo recomendados para agricultura ou dessedentagdo dos animais.
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A presenca de um valor elevado de oxigénio dissolvido (OD) na 4gua indica que a
matéria organica, quando presente, ndo sofre rdpida degradacdo, ndo induzindo a um
decréscimo nos valores de oxigé€nio, mas permitindo a reoxigenacdo. Pela Tabela 1,
podemos observar que no ponto 6 ndo hd OD, sendo que esse valor aumenta apds o efluente
passar por tratamento biolégico, o que mostra que o tratamento utilizado pela empresa
parece ser eficiente, pelo menos para este parametro.

A acidez em carbonato € limitada e pequena na 4gua dos rios analisados e do
efluente tratado. Embora na entrada do tratamento biolégico, que se processa com auxilio
de uma biota mista, € detectada a média de 15,00 mg/CaCOs/L, durante o processo a
alcalinidade deixa de existir, provavelmente, em funcdo do metabolismo microbiano que

necessita condi¢des dcidas para algumas vias metabolicas.

A presenca de baixa acidez traz preocupacdo pelas conseqiiéncias que podem
acarretar, pois a presenca da amonia nas condi¢des alcalinas a torna altamente toxica. As

dguas dos rios e os efluentes investigados apresentam baixa reserva de alcalinidade.

O nitrogénio atmosférico representa a maior fragdo gasosa (78%) e, para que possa
ser aproveitado, precisa ser transformado em outros compostos. Pela fixa¢do bioldgica, o
N, passa para a forma reduzida de NHy4. Este, posteriormente, vai ser incorporado na
matéria organica, como por exemplo no grupo amina das proteinas. Estas, ao serem
degradadas, geram o NHsi, que, mediante condi¢Oes oxidativas, vai transformar-se em
nitrito (NO;). A presenca de nitrito em dgua indica deficiéncia de oxigénio e, portanto,
condi¢des de anaerobiose. Aguas estagnadas, de fundo de lagos e rios, geralmente, sdo
detentoras de elevadas quantidades de nitrito. O nitrito s6 € utilizado por grupos especiais
de bactérias. Os teores de NO, do ponto 6, em relacio a dos pontos 2 e 3 (apds
tratamento), mostram que ocorreu uma eficiente transformacio para nitrato. De maneira
geral, as dguas do Rio Jaguari ja apresentam uma menor quantidade de NO, do que as do

Rio Atibaia.
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A presenca de nitrato na dgua implica que, em algum ponto do processo, ocorreu
oxidacdo da amoénia e do nitrito, pela via oxidativa dos microrganismos, que
transformaram estes sais em nitrato (NOs3). O Rio Jaguari apresentou uma concentracao
média de nitrato ao redor de 1,5678 mg/L e o Rio Atibaia ao redor de 1,5456 mg/L. O
nitrato € a forma de sal nitrogenado inorganico assimilado pelas plantas, que o
transformam em produtos organicos nitrogenados como proteinas, enzimas,
nucleotideos e outros. Aguas que recebem esgotos das cidades podem apresentar

elevados teores de nitratos.

Esgotos domésticos ndo tratados e o escoamento de solos agricolas durante as
chuvas que atingem os rios podem ser as causas da elevada presenca de nitritos nas
dguas. Rios com margens altamente vegetadas podem sofrer a depuracdo dos sais. A
purificacdo da 4gua pode acontecer pela passagem entre as raizes das plantas,
diminuindo os teores dos sais. Pela necessidade de fonte nitrogenada, as plantas

promovem a remoc¢ado do nitrogénio, pelo processo de assimilagao.

Na lagoa de estabilizacido da refinaria, ha indicios de que o NO3; diminuiu pois,

entre ponto 2 e 3, houve uma diferencga de 0,4246 mg/L do sal removido.

Excesso de nitrato na dgua pode comprometer o sistema renal e hematopoiético

dos animais expostos.

O petréleo, ao ser refinado, gera amodnia que se transforma em nitrito, que por
sua vez gera o nitrato, que acaba sendo descarregado no efluente industrial. Assim,
dependendo do processo de tratamento do efluente, este se transforma em nitrato que € a
forma de nitrogénio assimilado pelas plantas.

Pela Tabela 3, podemos observar que as dguas do Rio Jaguari apresentaram as
menores concentracdes de quase todos os ions, com excec¢do do ferro e do aluminio. As
aguas dos pontos 2, 3 e 6 apresentaram grandes concentragdes de fons dissolvidos, fons
esses oriundos do processo de refino de petréleo, uma vez que vdrias substincias
quimicas que contém esses fons sdo utilizadas no processo de refino. Pode-se notar
também que esses valores decresceram apods os efluentes passarem pelos tratamentos da

refinaria, indicando que os tratamentos foram efetivos para o controle desses fons.



7.3. Anélise dos efeitos citotoxicos

Foram realizadas andlises, em sistema teste de Allium cepa, para avaliar a
potencialidade de inducdo do efeito citotéxico de amostras de dgua de efluentes de
refinaria, que sdo langados no rio Atibaia, municipio de Paulinia/SP, bem como em
amostras de dgua do rio Jaguari; por meio do ensaio de morte celular (Técnica de
Corantes Vitais). Foram observadas, para todas as raizes de Allium cepa submetidas a
germinacdo nas diferentes amostras de dgua coletadas, por¢cdes de tecidos vivos e
por¢des de tecidos em processo de morte celular. Nenhuma regido de morte celular foi
encontrada em raizes de Allium cepa submetidas a germinag¢do no controle negativo
(4gua milli-Q).

Além disso, também foram observadas células em processo de morte celular em
meristemas de Allium cepa submetidas ao ensaio de aberragdes cromossomicas, sendo
que essas células possuiam nucleos heteropicnéticos, células com fragmentagcdo nuclear
ou citoplasma vacuolizado. Para o ensaio realizado com o sistema teste Oreochromis
niloticus, também foi observada a presenca de células em processo de morte celular,
sendo que elas apresentaram as seguintes caracteristicas: nicleo heteropicnético, nicleo
periférico, células com citoplasma vacuolizado ou células com degeneragdao do material
nuclear.

Houve maior indu¢@o de morte celular quando os organismos foram expostos as
dguas dos pontos 6 (apdés o tratamento fisico-quimico e antes do tratamento
bacterioldgico), seguidos do ponto 2 (entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN) e
do ponto 3 (saida da lagoa de estabilizacdo-dgua destinada aos despejos no Rio Atibaia).
Esses resultados inferem que estes pontos apresentam um alto potencial de
citotoxicidade.

Nossos dados revelam que o ensaio de morte celular em sistema teste de Allium
cepa constitui um bom pardmetro de avaliacio de citotoxicidade de poluentes

ambientais.
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Para o ensaio de morte celular pela técnica de corantes vitais, pode-se presumir
que o tipo de morte celular observado nas células de Allium cepa foi do tipo necrética,
uma vez que métodos para se avaliar a necrose se baseiam no comprometimento da
integridade da membrana plasmatica, caracteristica esta que pode ser observada quando
se utilizou a metodologia de corantes vitais. Esta técnica é baseada na perda da
integridade da membrana nuclear, que pode estar relacionada com a perda da assimetria
da membrana plasmética e com a presenca de residuos de fosfatidilserina na camada
interna da membrana, pela sua translocacdo para a camada externa (VERMES et al,
1995). Nos seres eucaridticos, os aminofosfolipidios como, fosfatidilserina, residem,
predominantemente, na camada externa da membrana.

O aumento da permeabilidade de membrana pode ser evidenciado pela
incorporacdo de um corante fluorescente, intercalante de DNA, como por exemplo o
Hoescht 33342 (ORMEROD et al., 1993) e o iodeto de propidio (ORMEROD et al.,
1993; ZAMALI et al., 2001). A natureza altamente polar do iodeto de propidio faz com
que ele seja também altamente impermedvel em células integras. No entanto, ele
consegue penetrar na célula, quando a membrana plasmdtica estd com a sua integridade
comprometida. Uma vez dentro da célula, o iodeto de propidio se combina com o DNA,
conferindo ao nucleo uma coloragdo vermelha, altamente fluorescente (BRANA et al.,
2002), evidenciando assim as células em processo de morte celular. As células “vivas”,
ou seja, com a sua membrana plasmadtica integra, apresentam nucleos com coloracao
azul fluorescente.

A morte celular observada neste estudo deve ter sido ocasionada por problemas
nos microtuibulos das células meristematicas de Allium cepa, visto que, para a técnica de
corantes vitais foi realizado, conjuntamente, a avalia¢do da citotoxicidade do herbicida
trifluralina. Segundo Anthony & Hussey (1999), os herbicidas dinitroanilinas, como a
trifluralina, possuem um radical NO, responsavel pela sua ligacio as moléculas de
tubulina. O complexo formado, herbicida-tubulina, inviabiliza a formacdo dos
microtibulos e, conseqiientemente, dos fusos mitdticos, estruturas estas responsaveis
pelo sucesso do processo de divisdo celular. Ja para Hertel et al. (1981), Sree et al.
(1988), Hansen et al. (1998) e Vidakovik-Cifrek et al. (2002), o herbicida trifluralina,
além de atuar junto as moléculas de tubulina, também pode alterar e desregular a

concentracdo de célcio na célula. Tanto a formagdo quanto a estrutura e a degradacao



dos microtubulos sdo controladas pelos fons cdlcio (HEPLER & WAYNE, 1985;
HEPLER, 1992) que, quando em alta concentra¢do acarretam em uma menor taxa de
polimerizacdo (HEPLER, 1992). Desse modo, pode-se sugerir que a inducdo da morte
celular observada nos ensaios realizados com o herbicida trifluralina possa estar
relacionada com uma acao direta do mesmo sobre os microtibulos das células de Allium
cepa, desencadeando uma desorganizacao estrutural da célula, o que levaria ao processo
de morte das mesmas. Como o mesmo comportamento foi observado para os
meristemas expostos aos efluentes de refinaria, pode-se inferir que a morte celular
observada pode também ter sido desencadeada por problemas nos microtibulos.

Através da andlise dos nossos resultados pode-se inferir que a técnica de
coloragdo pelos corantes vitais iodeto de propidio e Hoescht parece ser indicada para a
avaliagdo de inducdo de morte celular em meristemas radiculares de sistema teste de
Allium cepa, sendo que essa morte, provavelmente, seja do tipo necrética, constituindo-
se em mais uma eficiente ferramenta para a andlise de citotoxicidade de poluentes

ambientais.

7.3. Analise dos efeitos genotoxicos

Para a andlise dos efeitos genotdxicos de amostras de dgua de efluentes de
refinaria que sdo langados no rio Atibaia, municipio de Paulinia/SP, bem como em
amostras de dgua do rio Jagurari, foi realizado o ensaio de cometa, utilizando eritrécitos
de Oreochromis niloticus.

O ensaio do cometa tem sido proposto como uma eficiente ferramenta no campo
da genética toxicoldgica (TICE et al., 1990; BETTI et al., 1993). Esse teste evidencia
danos na molécula de DNA, pela migracdo diferencial do material nuclear, quando
submetido a eletroforese (ANDERSON et al., 1998; MITCHELMORE & CHIPMAN,
1998; NANTHAWAN et al., 2002; LEE & STEINERT, 2003).

As andlises realizadas através do ensaio do cometa revelaram que os efeitos
genotoxicos foram significativos para as amostras de dgua oriundas do ponto 6 (apds o
tratamento fisico-quimico e antes do tratamento bacterioldgico), seguidos do ponto 2
(entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN) e do ponto 3 (saida da lagoa de
estabilizacao-agua destinada aos despejos no Rio Atibaia). Por estes resultados pode-se

inferir que hd um grande potencial de inducdo de genotoxicidade nos efluentes de



refinaria, sendo que esse potencial diminui a medida em que sdo realizados os processos
de tratamento dos efluentes. No entanto, vale salientar que essa metodologia aqui
empregada ainda necessita de adequacdes no seu protocolo, para que os resultados

possam ser mais confidveis.

7.4. Analise dos efeitos mutagénicos

Para a andlise dos efeitos mutagénicos de dguas de efluentes de refinaria que sdo
lancados no rio Atibaia, municipio de Paulinia/SP, bem como em amostras de dgua do
rio Jagurari, foram realizados os testes de aberragdes cromossOmicas, utilizando o
sistema teste de Allium cepa e o teste de micronicleo e de anormalidades nucleares,
utilizando Oreochromis niloticus como sistema teste.

O teste de aberragdes cromossomicas com Allium cepa fornece um rapido exame
dos efeitos genotdxicos e mutagénicos de substincias quimicas dispostas no meio
(GRANT, 1982; GRANT, 1994; FISKEJO, 1985; FISKEJO, 1988; FISKEJO, 1993a;
FISKEJO, 1993b; NIELSEN & RANK, 1994). Este teste tem sido amplamente utilizado
para se monitorar os efluentes de rios (FISKEJO, 1993b; RANK & NIELSEN, 1994;
SMAKA-KINCL et al., 1997; HOSHINA, 2002; MATSUMOTO, 2004).

Para o teste de aberracdes cromossOmicas, foram analisadas células portadoras
de alteracdoes cromossdmicas, sendo estas divididas em aberragdes cromossdmicas
mutagénicas (micronucleos e quebras cromossdmicas) e potencialmente mutagénicas
(C-metafases, metafases poliploides, metdfases com aderéncias cromossdmicas,
anafases multipolares, andfases e teléfases com atrasos e pontes cromossodmicas, células
polinucleadas, células polipldides), de acordo com o comportamento dessas alteracdes
cromossOmicas, ou seja, em persistirem ou serem eliminadas pelas células, durante o
progresso da divisdo celular.

Foram observadas uma maior incidéncia de aberracdes cromossdmicas em
meristemas de Allium cepa submetidas a germinac@o nas dguas derivadas do ponto 6
(ap6s o tratamento fisico-quimico e antes do tratamento bacterioldgico), seguidos do
ponto 2 (entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN) e do ponto 3 (saida da lagoa de
estabilizacdo-agua destinada aos despejos no Rio Atibaia), mostrando que os efluentes
da refinaria possuem potencial de mutagenicidade em sistema teste de Allium cepa,

sendo que esse potencial diminuiu conforme esses efluentes passaram pelos processos



de tratamento da refinaria (tratamento bioldgico, tratamento fisico-quimico, lagoa de
estabilizacdo). As dguas coletadas no rio Atibaia apresentaram um aumento no potencial
mutagénico apds receberem os efluentes da refinaria, que pode ter sido resultado do
efeito sinérgico entre os efluentes da refinaria e compostos/substancias quimicas,
previamente, existentes nas dguas do Rio Atibaia.

A C-metafase (figura mitética com cromossomos condensados distribuidos
aleatoriamente e com auséncia de fuso) foi originalmente observada apds tratamento de
células com concentragdo suficientemente alta de colchicina. Esse tipo de anormalidade
mitdtica pode, as vezes, levar a formacdo de nucleos polipléides, embora o resultado
mais freqiiente seja a formagdo de varios microndcleos (KIRSCH-VOLDERS, 2002).

Nas C-metéfases ou C-mitoses, o fuso nuclear € completamente inativado, o que
significa que nenhuma placa equatorial torna-se organizada e, conseqiientemente, a
divisdao do centrOmero € atrasada. Desta forma, um tratamento C-metafasico continuo
conduziria a uma duplicacdo do nimero de cromossomos das células que passam por
mitose. Como efeito da C-metafase, temos também a produgdo de numeros
cromossdmicos varidveis, decorrendo na produgao de células com nimeros superiores e
inferiores aquelas originadas em ciclo celular. Entdo, um desvio muito grande em
relacdo ao numero normal induzird um desbalango cromossdmico, com perda da
viabilidade, inativacdo parcial ou completa do fuso nuclear e um aumento da contracao
cromossomica. A C-metafase deve ser referida como um mecanismo causador de sérios
danos, podendo ser incluida entre os parametros utilizados para avaliagdo dos efeitos
genotéxicos (FISKEJO, 1985; FISKEJO, 1993c¢).

C-metédfases, andfases multipolares, cromossomos perdidos, atrasos
cromossOmicos e poliploidia sdo fendmenos que podem ser derivados de problemas
com o0s microtibulos (microtibulos interrompidos ou desenvolvidos de forma
incompleta), uma vez que essas estruturas sao importantes componentes do fuso
mitético e os fusos sdo responsdveis pela segregacdo correta dos cromossomos para as
células filhas (VIDAKOVIC-CIFREK et al., 2002).

Anafases multipolares e com cromossomos perdidos sdo consequéncias de C-
metafases fracas e podem levar a aneuploidia (KOVALCHUCK et al., 1998).

De acordo com Fiskejo e Levan (1993), Marcano & Del Campo (1995) e por

Marcano et al. (1998), aderéncia cromossomica € um sinal comum da influéncia téxica



nos cromossomos e decorre, provavelmente, em um efeito irreversivel para a célula. A
aderéncia é um tipo de anormalidade que envolve a matriz protéica do material
cromatinico e nao, propriamente, a molécula de DNA. A aderéncia cromossOmica, por
ser um processo irreversivel, geralmente promove a morte da célula (FISKEJO, 1988;
FISKEJO, 1995; FISKEJO, 1997).

A formagdo de pontes anafdsicas, rupturas nos cromossomos, Cromossomos
perdidos (ndo migracdo das cromatides) e cromossomos que nao sofreram disjungao
(cromdtides que ndo se separaram) sdao fenOmenos que podem ocorrer como
conseqiiéncia da aderéncia (MARCANO, 2004). Neste caso, 0S Cromossomos
permanecem unidos e, quando separados, podem levar a ruptura ou perda dos
cromossomos (MARCANO et al., 1999), bem como a aneuploidia e a poliploidia
(FISKEJO, 1985). Quando as pontes cromossdmicas resultam de rearranjos estruturais,
sdao acompanhadas de fragmentos cromossdomicos (GIACOMELLI, 1999).

Segundo Rank e Nielsen (1997) e Fernandes (2005) a presenca de andfases
multipolares ocorre devido ao mau funcionamento do fuso mitético, que distribui os
cromossomos irregularmente, encaminhando-os para mais de dois pdlos das células,
contrariamente ao que ocorre em células de divisdo celular normal.

Segundo Fiskejo (1993a), os fragmentos cromossdmicos podem ser derivados de
quebras cromossOmicas que aparecem em decorréncia de pontes anafédsicas. Essas
pontes podem ser originadas de translocacdes cromossOmicas coesivas.

Micronicleos podem aparecer em células que passaram pelo processo de
divisdo, onde houve a ocorréncia de fragmentos cromossdmicos, derivados de quebras
cromossOmicas e/ou de cromossomos inteiros que ndo foram levados pelos fusos aos
polos celulares, durante a mitose. Na telofase, esses fragmentos ou cromossomos
inteiros sao encapsulados em um nicleo menor e separado do nicleo principal, razao

pela qual recebe o nome de "micronticleo" (KIRSCH-VOLDERS, 2002).

Como os micronucleos podem se originar, segundo Sudhakar et al. (1998), de
um atraso cromossomico na andfase, caracterizado por um mau funcionamento do fuso
ou por fragmentos acéntricos, derivados de uma resposta clastogénica, podemos inferir
que os agentes quimicos podem induzir micronucleos, por meio de distirbios

provocados no fuso ou pela promoc¢ao de quebras cromossdmicas.



A poliploidia, evento que origina células com varias cOpias do conjunto
cromossOomico (exemplo 3N e 4N), pode ser induzida pela auséncia de fuso mitético
funcional e uma conseqiiente falha na migracdo das cromadtides para os podlos. Esse
processo, conhecido como retardo mitético (ELHAJOUIJI et al., 1998), produz células
4N e 4C (onde C corresponde ao contetido hapléide do DNA de uma espécie). Outros
mecanismos de poliploidia sdo a falha da citocinese ou a fusdo nuclear de células
binucleadas (KIRSCH-VOLDERS, 1998).

Para o teste de microntcleo e de anormalidades nucleares em sistema teste de
Oreochromis niloticus foram observados os eritrocitos portadores destas alteracdes. As
alteracdes nucleares, observadas nos eritrocitos dos peixes expostos as dguas derivadas
dos pontos de coleta, podem ser consideradas aberragdes nucleares, as quais sao
bastante comuns, segundo Carrasco et al. (1990), em organismos submetidos a
exposicao de agentes quimicos.

Nossos dados demonstraram que as amostras de dgua derivadas do ponto 6
(ap6s o tratamento fisico-quimico e antes do tratamento bacteriolégico), do ponto 2
(entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN) e do ponto 3 (saida da lagoa de
estabilizacdo-dgua destinada aos despejos no Rio Atibaia), possuem capacidade de
interferir, ocasionalmente, no material genético dos organismos expostos, induzindo a
formacao de microndcleos e de anomalidades nucleares. O ponto 6 apresentou o maior
potencial de mutagenicidade, seguido do ponto 2 e do ponto 3, respectivamente.

A inducdo de microndcleos, segundo Schmid (1976) e Al-Sabti e Metacalfe
(1995), pode estar relacionada com atrasos cromossdmicos durante a anéfase,
caracterizados por um mau funcionamento do fuso, ou devido a presenca de fragmentos
acéntricos.

Os mecanismos exatos da acdo dos compostos quimicos sobre os nucleos das
células, na promocgdo de formacdo de alteracdes nucleares (células com ntcleo “lobed”,
células com nucleo “notched”, células com ntcleo “broken-eggs” e células com nicleo
“blebbed”) ainda ndo sdo bem conhecidos, sendo entdo necessdria a intensificacdo
desses estudos especificos, para que possa haver uma melhor compreensdo da formacao

dessas alteracoes.

Segundo Ghadially (1982), a lesdao do tipo “notched” deve estar, provavelmente,

associada as aneuploidias. Segundo Canevari (1996), as células binucleadas podem



surgir pela dificuldade da formagdo de fuso mitdtico, ocasionada pela acdo aneugénica

de compostos quimicos.

Os dados referentes a todos os ensaios aqui apresentados demonstram um alto
potencial de citotoxicidade, genotoxicidade e de mutagenicidade das dguas do ponto 6
(ap06s o tratamento fisico-quimico e antes do tratamento bacteriol6gico). As dguas do
ponto 2 (entrada da lagoa de estabilizacdo da REPLAN) e do ponto 3 (saida da lagoa de
estabilizacdo-dgua destinada aos despejos no Rio Atibaia) apresentaram potencial alto
de citotoxicidade, genotoxicidade e de mutagenicidade, porém menor que o do ponto 6.
As 4guas derivadas do ponto 1 (montante do Rio Jaguari - acima da captacdo da 4dgua
utilizada pela refinaria) apresentaram os menores potenciais de indugcdo de
citotoxicidade, genotoxicidade e de mutagenicidade, comprovando que as dguas deste
rio, pelo menos no ponto onde se realizaram as coletas, possuem boa qualidade.

As aguas derivadas do ponto de coleta nimero 4 (1 Km a montante do ponto 3,
no Rio Atibaia) apresentaram potencial de inducao de citotoxicidade, genotoxicidade e
de mutagenicidade mais elevados que o observado para o ponto 1, o que demonstra que
as dguas derivadas desse ponto de coleta ja possuem perturbacdo das suas
caracteristicas, o que leva a um comprometimento da sua qualidade. Apds o despejo do
efluente da refinaria (ponto 5 - 1 Km a jusante do ponto 3) observou-se um aumento no
potencial de citotoxicidade, genotoxicidade e de mutagenicidade das dguas do rio
Atibaia, o que faz com que se infira que, apesar da eficiéncia dos processos de
tratamento de efluentes realizados pela refinaria, deve haver um processo sinérgico
entre os compostos existentes no efluente da refinaria e compostos quimicos existentes
nas dguas do rio Atibaia, visto que esse rio recebe também despejo de outras atividades
industriais, além da refinaria de petrdleo, efeito este confirmado pelos outros testes

aplicados neste estudo.



8. CONCLUSAO

- as andlises realizadas para os diferentes pontos de coleta relacionados com as
atividades da refinaria de petréleo da cidade de Paulinia - SP, mostraram que
houve uma maior inducdo dos efeitos citotéxicos, genotdxicos e mutagénicos no
ponto 6 (apds o tratamento fisico-quimico e antes do tratamento bacteriolgico),
seguidos do ponto 2 (entrada da lagoa de estabilizagdo da REPLAN), ponto 3
(saida da lagoa de estabilizagdo-dgua destinada aos despejos no Rio Atibaia),
ponto 5 (1 Km a jusante do ponto 3), ponto 4 (1 Km a montante do ponto 3, no
Rio Atibaia) e ponto 1 (montante do Rio Jaguari - acima da captacdo da dgua
utilizada pela refinaria), pelos testes realizados com Allium cepa e Oreochromis
niloticus;

- os tratamentos realizados pela refinaria, com a intencao de melhorar a qualidade
dos seus efluentes, parecem ser eficientes, embora ainda deva haver a
persisténcia de algumas substincias que tenham algum efeito citotdxico,
genotdxico e mutagénico sobre os organismos expostos;

- as aguas do rio Atibaia ja apresentam qualidade comprometida antes mesmo do
despejo do efluente da refinaria, o que indica que deve haver uma contaminacao
anterior neste rio, dada por efluentes domésticos ou de outras industrias;

- o tratamento bioldgico realizado pela refinaria parece ser bastante efetivo, pois
podemos observar uma significativa diminuicio dos efeitos citotoxicos,
genotoxicos e mutagénicos do efluente, apds a passagem dos mesmos por esse

tratamento;



o efluente do ponto 6 foi o que apresentou uma caracteristica extremamente
téxica, pois promoveu a morte de peixes quando estes foram submetidos aos
ensaios com o efluente puro, ou seja, sem qualquer dilui¢do;

além da promocao da morte dos peixes, o efluente do ponto 6 promoveu altos
indices de morte celular, tanto em células meristeméaticas de Allium cepa
(cebola) como em eritrocitos de Oreochromis niloticus (tilapia);

os efluentes de refinaria possuem tanto substincias aneugénicas (promoveu
alteracdo do nimero cromossdmico em células meristemdticas de Allium cepa)
como clastogénicas (promoveu a quebra de cromossomos de células
meristeméticas de Allium cepa e o surgimento de micronucleos tanto em células
de Allium cepa como de Oreochromis niloticus);

nao houveram diferencas significativas entre os resultados das diferentes coletas,
para cada ponto, durante o periodo de estudo, mostrando que os efluentes de
refinaria impactam o recurso hidrico onde faz seus despejos, independentemente
da estacdo do ano;

a técnica de morte celular, utilizando corante vitais, parece ser uma boa e
eficiente ferramenta para estudos de citotoxicidade de poluentes ambientais.

o efeito danoso do efluente da refinaria parece ser acentuado pelo sinergismo
com outros efluentes lancados no rio Atibaia, o que acaba comprometendo a sua
qualidade e aumentando, ainda mais, os seus potenciais efeitos citotoxicos,

genotoxicos e mutagénicos.
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10. ANEXO



ANEXO 1
Padroes de qualidade de agua para a satide piblica e classificacao das aguas.

De acordo com a origem, caracteristicas, componentes, destino e uso das dguas de
ambientes 16ticos, foram estabelecidos padrdes para a classificagdo das dguas. A resolugdo
CONAMA (Conselho Nacional de Meio Ambiente) n° 20 de 18 de junho de 1986,
estabeleceu, no estado de Sao Paulo, critérios de classificacdo das dguas doces, salobras e

salinas:

Classe Especial: destinadas ao abastecimento doméstico em estado natural, sem prévia ou
simples desinfeccao, preservando o equilibrio nas comunidades aquaticas,

com restri¢des a presenca de coliformes e qualquer outro tipo de rejeitos.

Classe 1: destinadas ao abastecimento doméstico apds tratamento simplificado de
desinfec¢do, a protecdo das comunidades aqudticas, a recreacdo de contato
primdrio, a irrigacdo de hortalicas e de frutas cultivadas rente ao solo e
consumidas cruas e a agqiicultura de espécies destinadas a alimentacdo
humana, com padrdes de qualidade que restringem substancias lipidicas,
microorganismos patogénicos, como coliformes, substidncias organicas e
inorganicas, cancerigenas ou toxicas como metais pesados, biocidas,
organoclorados e fosforados, carbamatos, além de substancias que eliminem
odor, formem depésitos e flutuem. Sendo estes padroes estendidos as classes 2

e 3.

Classe 2: destinadas ao abastecimento doméstico, apds tratamento convencional, a protecao
das comunidades aqudticas, a recreacdo de contato primdrio (natacdo, esqui-

aquatico e mergulho), a irrigacdo de hortalicas e plantas frutiferas e a aqiiicultura.

Classe 3: destinadas ao abastecimento doméstico, apds tratamento convencional, a irrigagao
de culturas arbdreas, cerealiferas e forrageiras, e a dessedentacdo de animais, usos

esses menos exigentes em relacdo a sua potabilidade.



Classe 4: destinadas a navegacao, a harmonia paisagistica e aos usos menos exigentes, com
padrdo de qualidade que restringe apenas aos materiais sedimentéveis, flutuantes e

algumas substancias quimicas.
Classe 5 ¢ 6: Aguas salinas (alto teor de cloreto de s6dio — marinha).
Classe 7€ 8 : Aguas salobras (acentuado teor de sais como bicarbonatos, cloretos, nitratos

de cdlcio e magnésio), sendo diferenciadas pelo tipo de uso a que se

destinam.
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