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RESUMO

Os problemas que mais afetam a qualidade da agtiasde lagos estdo associados com 0s
descartes realizados nestes ambientes, principg@mande esgotos domeésticos e industriais
tratados de forma inadequada ou nao tratados. Efkesites podem conter compostos
guimicos perigosos pela sua potencialidade em indfeitos citotoxicos e genotoxicos a
biota exposta. Neste sentido, o presente trabadkie por objetivo verificar o possivel
potencial citotoxico, genotoxico e mutagénico dérgeos presentes nas aguas do ribeirdo
Tatu, Limeira/SP, provenientes de descartes ileg®ispequenas industrias e esgotos
domésticos por meio do teste de aberracées cromassd (ACs) e micronucleo (MN) em
Allium cepa e ensaio do cometa em células de mamiferos. Fagalizadas coletas sazonais
em cinco diferentes pontos do ribeirdo, entre assate 2008 e 2009. As analises fisico-
quimicas das amostras de agua mostraram uma giagdadacido na qualidade da agua do
ribeirdo, decorrente dos descartes de esgotos tloo®® industriais, de aguas pluviais
contaminadas e escoamento da agricultura. Os daflerentes ao bioensaio cofn cepa
mostram que os periodos de seca sao 0s mais £ripiois levaram as respostas mais severas
de inducdo de ACs e de MN no organismo teste atibz Em relacdo ao ensaio do cometa
com as células HTC, as amostras de agua coletadaperiodo de chuva intensa,
apresentaram maior genotoxicidade, principalmerte pontos mais impactados pelo
recebimento dos efluentes, devido, possivelmemtesaareamento de contaminantes para o

leito do rio, promovido pelo escoamento da aguactasas.

Palavras-chave: contaminacdo de recursos hidricogJlium cepa, células HTC,

biomonitoramento ambiental.



ABSTRACT

The issues that most affect the water qualitydrs and lakes are associated with discharges
in these environments, especially those of domestitindustrial sewage inadequately or not
treated. These effluents may contain hazardous icakoompounds for their ability to induce
cytotoxic and genotoxic effects to the biota expode this sense, the present study aimed to
determine the potential cytotoxic, genotoxic andaganic of chemicals present in the waters
of the ribeirdo Tatu, Limeira / SP, from illegakdharges from small industries and domestic
sewage through the test of chromosomal aberrafi©As) and micronucleus (MN) iAllium
cepa and comet assay in mammalian cells. Five seasoo@llections were performed at five
different places of the river in 2008 and 2009. Tgte/sical-chemical analysis of water
samples showed a large degradation in water quaflitige stream, resulting from discharges
of municipal and industrial wastewater, storm wateard contaminated runoff from
agriculture. The data of. cepa bioassay show that the droughts are the mostalritecause
the answers led to more severe induction of CAs BN in the test organism used.
Concerning the comet assay with HTC cells, watenptes collected during the period of
strong rain, had higher genotoxicity, especiallyaints of most impacted by the receipt of
effluents, due possibly to the carrying of contaamnits to riverbed, sponsored by runoff from

rainfall.

Key-words: water resources contaminatio®llium cepa, HTC cells, environmental

biomonitoring.
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1. INTRODUCAO

Como consequéncia do crescimento da populacao fuendo desenvolvimento
industrial, vem aumentando, gradativamente, a @@woluo consumo e o descarte de produtos
quimicos e de residuos derivados das acdes anéwoigag. Pela alta contaminacédo ambiental,
particularmente dos ambientes aquaticos, que éstindefinal desta gama crescente de
produtos, e pelos muitos contaminantes com potiegeitoxico e cancerigeno (JHA, 2004),
torna-se necessario o desenvolvimento e aplicagatestes que avaliem os efeitos destas
substancias presentes nos recursos hidricos (GROKAEBR, 1999).

A bacia do ribeirdo Tatu, um dos trés principaisses d’agua da cidade de
Limeira (SP/Brasil), cobre grande parte da areanalo municipio. Nasce na zona rural do
municipio de Cordeiropolis e desagua no Rio Piedmac Segundo a CETESB — Companhia
Ambiental do Estado de Séo Paulo (2008) e de aamaioa Resolucdo CONAMA 357/2005,
o ribeirdo é considerado, na area urbana, um rdagse 4, ou seja, suas aguas sao destinadas
apenas a navegacdo, a harmonia paisagistica esaesmenos exigentes. Este rio possui
inimeros problemas como lancamento de efluentassindis, domésticos e agricolas sem
tratamento, além da auséncia, quase total, de widtass (MARRARA, 2008).

Efluentes industriais e domésticos tratados de damadequada ou néo tratados
contém perigosos compostos quimicos que podemimeligitos citotdxicos e genotdxicos a
biota exposta (CLAXTON et al., 1998; RANK; NIELSEMNQ98), que, em muitos casos, pode
nao levar a efeitos imediatos, mas, a longo prpade comprometer a reproducéo, induzir
defeitos congénitos, além de doencas como o cafwetlITE; RASMUSSEN, 1998;
GROVER; KAUR, 1999).

Para os estudos de monitoramento da qualidade w &g métodos vitro
apresentam vantagens, em relacdoiosvo, pela possibilidade de se limitar o nimero de
variaveis experimentais; facilidade de obtencéo daelos relevantes; e curto periodo
necessario para o desenvolvimento dos testes, guamehparados com outras técnicas
rotineiramente usadas (ROGERO et al., 2003).

Testes com plantas sdo apropriados para realizicéstudos de mutagénese em
curto prazo, tanto em laboratério como em biomeaitentoin situ (FISKESJO, 1985;
GRANT, 1994; MA et al., 1995; COTELLE, et al., 1999ROVER; KAUR, 1999). Segundo
Grant (1994), os vegetais superiores sdo partiogiaie indicados para ensaios de
genotoxicidade por apresentarem alta sensibili@ageduzirem poucos resultados falsos. O
teste de aberracbes cromossdmicas (ACs) realizado Adlium cepa, € mundialmente

empregado nos estudos de genotoxicidade ambierdattituindo-se num ensaio muito



sensivel e confiavel para o biomonitoramento dersas hidricos (MATSUMOTO et al.,
2006; EGITO et al.,, 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2008SANA et al.,, 2009;
HOSHINA et al., 2009; BARBOSA et al., 2010; RADEt al., 2010), para a avaliagdo da
genotoxicidade de efluentes urbanos e industri@RQVER; KAUR, 1999; CARITA;
MARIN-MORALES, 2008) e de agentes quimicos (VENTURAO04; FERETTI et al., 2008;
SETH et al., 2008; FERNANDES et al., 2009; YILDIZ &, 2009) e fisicos (EVSSEVA et
al., 2005; SAGHIRZADEH et al., 2008).

Os ensaiosn vitro, realizados com cultura de células, sdo empregaaos
sucesso, em analises de genotoxicidade, por estam sensiveis a agentes quimicos e
fisicos; apresentarem um ciclo de divisdo celulartoc e, em consequéncia disso,
responderem rapidamente aos efeitos dos agentesldes alem de serem relativamente
baratos e de facil reprodutibilidade (SPEIT etE98; ROGERO et al., 2003; CARDOZO et
al., 2006). Dentre as linhagens requeridas em rén&sg, as células metabolizadoras séo
muito usadas em avaliagbes ambientais, pois possuam papel fundamental na
metabolizacdo e detoxicacdo de xenobioticos quesmpockagir com o DNA e, assim,
induzirem possiveis eventos mutacionais (TSUBO#1.e2007). As células metabolizadoras
expressam as enzimas de fase | e de fase Il, queopem a biotransformacao do xenobionte.
Na fase I, ocorrem as reacdes de oxidacdo, redeiddidrolise, ocasionando sempre uma
modificacdo estrutural do quimico e na fase Il,hemida como fase de conjugacédo, ocorrem
reacdes de conjugacdo do quimico com substanc@dégenas, o que também promove
alteracéo estrutural no xenobionte original.

As quebras na molécula de DNA sdo consideradasdepté-mutagénicas
potenciais, que, quando evidenciadas, constitugieetes e sensiveis marcadores de danos
genotoxicos. A técnica mais utilizada para detecgé@oquebras no DNA € o ensaio de
eletroforese em microgel de células individuais G&L ou ensaio do cometa. Diversos
autores, utilizando o ensaio do cometa, obtivemsultados bastante satisfatorios em estudos
de genotoxicidade no meio aquatico, evidenciandersatilidade deste teste na avaliacdo de
efeitos danosos provocados por poluentes de recinisiicos sobre os seres vivos a eles
expostos (MATSUMOTO et al., 2003, 2005; SOUZA; FONNETTI, 2007; LEME, 2008;
VENTURA et al., 2008).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Contaminacao de recursos hidricos

O crescente desenvolvimento, tanto industrial c@ooal, tem levado a um
aumento consideravel na producéo de residuosggaedo lancados no ambieirienatura
ou seja, sem tratamento, podem causar sérios carepinoentos a qualidade ambiental.

Dentre todos 0s ecossistemas, 0 agquatico € o gusediido os maiores impactos
frente a poluicdo, uma vez que a agua acaba seddstioo final de todo poluente. Segundo
Lemos e Erdtmann (2000), o ambiente aquéatico, @ous depositario de diferentes tipos de
descargas antropogénicas, vem sofrendo crescamtsrinacdes por quimicos diversos, que
podem, ainda, se associar e formar outras mistueas complexas de constituicdo e acao
desconhecidas. Por isso, ha uma necessidade eenbeise avaliar o possivel efeito toxico
de contaminantes ambientais, para se estimar oduai® danos que eles possam causar aos
ecossistemas. Neste contexto, os estudos em aswiaquaticos sdo de alta relevancia,
considerando que as aguas superficiais, que muEass encontram-se contaminadas por
diversos compostos desconhecidos, sdo usadas ero tadndo como fonte de agua potéavel,
para fins agricolas, na dessedentacdo de animais atividades recreativas e religiosas.
Consequentemente, a poluicdo da agua pode desencg@dwes problemas para saude
publica e para o proprio ecossistema aquatico (HQL9R2; CLAXTON et al., 1998).

Os problemas mais graves de alteracfes da qualiadgua de rios e lagos
decorrem de contaminacdes promovidas por esgotosésimos, tratados de forma
inadequada ou nao tratados, de controles inadegutdmncamento de efluentes industriais,
da perda e destruicdo das bacias de captacaocaledgdo errbnea de unidades industriais,
do desmatamento, da agricultura migratéria semralene de praticas agricolas deficientes
(MORAES; JORDAO, 2002).

Efluentes urbanos (domésticos e industriais) tostal® forma inadequada ou nao
tratados podem conter compostos quimicos perigpets sua potencialidade em induzir
efeitos citotoxicos e genotoxicos a biota expoSIaAXTON et al., 1998; RANK; NIELSEN,
1998). Tais efluentes contém misturas, formadas aetociacdo de agentes como pesticidas,
metais, diferentes residuos industriais, hidrogaebms policiclicos aromaticos (HPAS),
aminas heterociclicas e uma variedade de outrastéuias (VEGA et al.,, 1996;
DEARFIELD et al., 2002; OHE et al., 2004) que, ernaitos casos, podem nao apresentar
efeitos imediatos nos organismos expostos, mamgo Iprazo, podem diminuir a sobrevida
dos mesmos (WHITE; RASMUSSEN, 1998).
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Muitos estudos tém sugerido uma correlacdo dinetiee @ mutagenicidade e a
presenca de certos poluentes no ambiente, comogxsnplo, 0s metais e 0s pesticidas
presentes na agua (HOUK, 1992; FATIMA; AHMAD, 200&stes agentes podem atuar
sobre a molécula de DNA, induzindo mutacdes e @askando prejuizos a saude, como, por
exemplo, anormalidades reprodutivas, defeitos aut@® ou doengas como o cancer
(GROVER; KAUR, 1999).

Ohe et al. (2004) compilaram dados que demonstiaratguns rios do mundo,
especialmente na Europa, Asia e América do Sulpesintaminados por potentes quimicos
de acéo direta ou indireta na formacdo de mutat@e® do tipoframeshiftcomo por
substituicdo de base.

Frente ao grande aumento da poluicdo causada petaducdo de agentes
quimicos no ambiente, vém sendo desenvolvidos imBngioensaios capazes de avaliar o
potencial mutagénico e/ou genotéxico dos polueatebientais (GROVER; KAUR, 1999).
Para se avaliar, eficientemente, a presenca deesgenitagénicos na agua, Ohe et al. (2004)
destacam a necessidade da realizacao, além daseargimicas, de ensaios especificos de
mutagenicidade/genotoxicidade, por estes testestitdrem parametros adicionais para
programas de monitoramento ambiental. Segundo ka{2®08), uma simples determinagao
dos paramentos fisico-quimicos ndo permite avaltaxicidade de contaminantes. Assim, 0s
bioensaios sado fundamentais na avaliacdo do graordprometimento de amostras tanto de
agua, quanto de sedimentos. E fundamental saljgatabém, a importancia da utilizagéo de
multiplos marcadores biolégicos em estudos ecobddgicos, especialmente quando a biota
esta exposta a misturas complexas de contaminamigientais (INZUNZA et al., 2006).

Para Ohe et al. (2004), o uso de bioensaios da duracéo, que detectam uma
vasta gama de substancias quimicas potencialmenttdxicas, permite a quantificacdo dos
riscos mutagénicos, sem, no entanto, requerer unimecamento prévio sobre a identidade ou
as propriedades fisico-quimicas dos agentes gdanofdx/ou mutagénicos presentes nas
aguas.

Foi observada, pelo teste do micronucleo (MN)\&aia fabg uma alta inducéo
de micronucleos na maioria dos sedimentos coletadg® Tibre na area urbana de Roma e
em seus principais tributarios (Prima Porta, Treaekcqua, Aniene e Magliana). A elevada
mutagenicidade detectada nos sedimentos foi afakbdiialta concentracdo de HPAs e metais,
revelado pelas analises quimicas (MINISSI et 08).

Inzunza et al. (2006) verificaram que trutas ar-Oncorhynchus mykigs

submetidas a sedimentos do Rio Biobio (Concepdhile), contaminados com efluentes de
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uma industria petroquimica, exibiram aumento dadsttde da enzima CYP4501A1, medida
por meio da atividade de EROD (7-etoxiresorufindd@tilase); a presenca de metabdlitos de
HPAs na bile; e quebras no DNA presenca de HPAs detectados nas amostras de
sedimentos indicou que esses compostos foram pen&dveis pelas alteracdes registradas
tanto a nivel bioquimico como celular no organigesie, sendo, portanto, razoavel esperar
que esta situacdo possa também ser encontrademxes gue habitam, naturalmente, estas
aguas. Neste trabalho foi sugerido que a inducéaiiddade CYP4501A1 estava relacionada
com a alta concentracdo de HPAs, confirmando aadegenotoxicidade destes compostos,
bem como o risco para a biota presente nesta arda.d?orém, os autores afirmam que nao
pode ser descartada a presenca de outros contaesinaos sedimentos, dada a intensa
atividade industrial e urbana na regido de estudo.

Hoshina et al. (2008, 2009) avaliaram a qualidaaléglia do rio Atibaia (S&o
Paulo/Brasil), em uma éarea de influéncia de umaagh de petrdleo, bem como a eficacia
dos tratamentos de efluentes utilizados pela ne&in®s resultados obtidos indicaram que,
mesmo apds o0s tratamentos fisico-quimicos, biadégi®@ passagem por lagoa de
estabilizacdo, o efluente final da refinaria fop&a de induzir ACs e MNs em células
meristematicas dé\. cepae MNs e anormalidades nucleares (ANs) em eritéciie
Oreochromis niloticusAssim, o descarte de efluentes de refinaria delpe no rio Atibaia
pode interferir na qualidade de suas aguas. Essedtados estdo de acordo com aqueles
verificados por Souza e Fontanetti (2006), ao estadqualidade da agua do rio Paraiba do
Sul (Sao Paulo/Brasil) em uma area afetada poem#s de uma refinaria de petroleo. As
autoras detectaram substancias com potencial géagstm e/ou aneugénico, verificados por
meio da incidéncia de MNs e ANs em eritrocitos dépla do Nilo, principalmente para as
coletas realizadas na estacdo seca e fria. Coasdteique os resultados obtidos na estacéo
guente e chuvosa foram insignificantes, em relag@otestes controles, as autoras sugerem
que a concentracdo de poluentes é diretamente dtendos indices pluviométricos e do
equilibrio hidrolégico do Rio Paraiba do Sul. Estbalho, ainda mostrou, que o tratamento
de efluentes, realizado pela refinaria, ndo falioente eficiente para minimizar os efeitos de

substancias citotoxicas e mutagénicas no organisete-estudado.

2.2. Caracterizacao da érea de estudo

A cidade de Limeira, localizada na regido lesteEdtado de Sdo Paulo (a 150
Km de Séo Paulo), pertence a Unidade de GerenctarderRecursos Hidricos (UGRHI) das
Bacias do Piracicaba, Capivari e Jundiai — PCJ HBstadual n.° 9.034/94). Esta UGHRI,
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composta por 57 municipios, tem uma densidade pojmal superior a 11% da populacdo
do Estado e é classificada como de carater agrstinaly visto que as suas principais
atividades econdmicas sao agroindustrias, ind8stiamicas, téxteis, metalurgicas e de
eletrodomeésticos (CETESB, 2008)

A Bacia do Piracicaba encontra-se em uma regi&tdalensidade populacional,
onde um dos principais usos da agua é o abastdoiméhlico. Verifica-se que as descargas
continuas de efluentes domeéstignsnatura representam o grande estressor ambiental, que
acarreta a degradacdo da qualidade da agua e,gensEmente, altera as comunidades
biologicas. Entretanto, isto ndo exime a atividamtkustrial e as fontes difusas como agentes
ativos e significativos no desequilibrio ecolégidesses ambientes aquaticos. Segundo a
CETESB (2008), a coleta e o tratamento de esgabosesticos sdo fundamentais para a
atenuacao deste quadro de deterioracao observado.

A bacia do ribeirdo Tatu, um dos trés principaisses d’agua de Limeira, cobre
grande parte da area urbana do municipio. Naszemsarural do municipio de Cordeirépolis
e desadgua no Rio Piracicaba. Segundo a Resoluc@AMA@ 357/2005, o ribeirdo é
considerado, na area urbana, um rio de classe #HSE, 2008). Possui inUmeros problemas
como lancamento de efluentes domésticos, industeiagricolas sem tratamento, poluicdo
urbana e auséncia, quase total, de matas cilidsRRARA, 2008). Marrara (2008)
verificou que o ribeirdo, ao avancar o perimetioanp de Limeira, diminui, sensivelmente,
sua qualidade, devido, possivelmente, aos desadetefluentes industriais sem tratamento
adequado.

Limeira possui hoje, de acordo com estatisticagai$i da prefeitura municipal
(www.limeira.sp.gov.br), cerca de 1.000 industréasn uma producdo bem diversificada.
Porém, um segmento que vem se destacando no marécgpde bijuterias. Os processos de
galvanoplastia, necessario para a folheacdo datetgs, geram residuos que contém metais
como cobre e niquel, que sdo extremamente toxicosnepotencialidade de bioacumulacgéo.
A maioria destas empresas nao destina adequadas@rgeresiduos, gerando um impacto
ambiental preocupante (BOSCO et. al, 2003).

O ribeirdo Tatu recebe 82% da carga poluidlonaatura (ou seja, sem tratamento)
de origem doméstica da cidade de Cordeiropolis % d2 esgoto doméstico da cidade de
Limeira, sendo que somente 56% do total de esgittado é tratado (CETESB, 2009). Como
este € um dos principais cursos d"agua da cidadérdgra, h4 uma necessidade urgente de

recuperacao, assim como a conscientizacao das saspyee descartam seus efluentes sem
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tratamento adequado e também um eficiente tratando® efluentes domésticos lancados

nas suas aguas.

2. 3.Allium cepa como sistema-teste para 0 monitoramento ambiental

Os vegetais superiores sao amplamente citados eso®entes indicadores de
efeitos mutagénicos, pois respondem, eficientemastsubstancias quimicas. Segundo Grant
(1994), os testes que usam vegetais superioreseampaen uma alta sensibilidade, pois
produzem poucos resultados falsos. Testes comapladto apropriados para realizacdo de
estudos de mutagénese em curto periodo, tantokmratarios como em biomonitoramento
in situ (FISKESJO, 1985; GRANT, 1994; MA et al., 1995; (GATE, et al., 1999;
GROVER; KAUR, 1999).

O uso do sistema- teste cepafoi introduzido por Levan (1938), quando o autor
observou que a colchicina promovia distUrbios rem fmitético das células deste organismo.
Desde entéo, a espécie tem sido citada como umtmelib®res sistemas-teste utilizados para a
avaliacdo do potencial genotoxico de substanciamigas ambientais, devido ao seu baixo
custo, boa sensibilidade, eficiente correlacdo ststema-teste de mamiferos, crescimento
rapido de suas raizes, grande numero de céluladivesao, facil manuseio e cromossomos
grandes e em numero reduzido (2n=16) (GRANT, 188NK; NIELSEN, 1994; SMAKA-
KINCL et al., 1996; CHAUHAN et al., 1999; ATEEQ &, 2002; FATIMA;AHMAD, 2006;
MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007; M@5et al., 2007). Além disso,
também fornece parametros microscopicos como awfgsrematuras, aderéncias
cromossOmicas, pontes, fragmentagfes cromosson(izasetafases e MNs, que podem
caracterizar evidéncias de eventuais mutacdes terialggenético da célula (FERNANDES,
2005).

Segundo Leme e Marin-Morales (2009), entre os petr@s analisados no
sistema-testéd. cepa as ACs sdo 0s mais utilizados para se detectast@dcidade de
agentes diversos. Ja o indice mitético (IM) e algsimnomalias nucleares séo utilizados para
avaliar a citotoxicidade, enquanto que a analisblNs é indicada para avaliacdo dos efeitos
mutagénicos de diferentes substancias quimicas.

Ao longo das varias décadas, muitos autores progmsmodificacdes nos testes
realizados com o sister#a cepa,para que estes se tornassem mais sensiveis mecavale
quimicos ambientais e de amostras complexas. kisk#985) e Rank e Nielsen (1993)
propuseram algumas modificacbes no teste, que femmi torna-lo padrdo para

monitoramentos ambientais, pela possibilidade ddiaay por meio da analise de ACs, efeitos
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genotoxicos de misturas complexas como, por exendgjoa de rio e efluentes industriais.
Ma et al. (1995) propuseram modificacdes do testepduzindo a avaliagdo de efeitos
mutagénicos pela inducdo de MNs em célulasid-raizes de cebola expostas a poluentes
ambientais.

Segundo Fenech et al. (2002), Akimboro e Bakar®{p@ Fernandes et al.
(2007), as ACs decorrentes de quebras ou perdasmssdmicas levam a formacao de células
micronucleadas, pois, tanto os fragmentos cromase8ntomo Cromossomos inteiros nao
associados a fibras do fuso podem nao ser incatpsrao nucleo principal, durante o ciclo
celular. A presenca de MN é um bom indicador da alg substancia testada (GROVER;
KAUR, 1999). No caso da substancia promover peodasiossomicas, ela tem um efeito
inibidor na polimerizacdo do fuso, chamado de ag&ugénica, e quando promove quebras
no material genético € porque ela tem um efeitstatgenico

Para Ma et al. (1995), dentre todos esdpoints verificados em células
meristematicas de vegetais, os MNs sdo os mais/afee simples para indicar danos
citolégicos. Porém, para Rank e Nielsen (1997)yaiacdo de ACs comendpointndo é
valida apenas para deteccdo do potencial genotoxmas também para avaliacdo de
mecanismos de acdo dos agentes testados, fornegefudmacbes tanto de efeitos
clastogénicos como de efeitos aneugénicos.

De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), mesn® apianalises de MNs
em células meristematicas e em célulasdfam adequadas para monitoramento ambiental, &
recomendavel a realizacdo de uma analise comba@déNs em células meristematicas;e F
e a analise de ACs em células meristeméticas, dditornar os resultados mais confiaveis.

Estudos de sensibilidade e de correlagédo entrensstteste sdo fundamentais
para a avaliacdo, mais precisa, de riscos ambsefitam como para a extrapolacdo de dados
para outros organismos alvos (LEME; MARIN-MORALEZX)09). O sistema-test®. cepa
tem mostrado alta sensibilidade e boa correlagc@map comparado com outros sistemas-
teste, principalmente com os de mamiferos. Bia(@008), estudando os efeitos genotdxicos
do agrotoxico Malation obteve resultados posititen®#0 no sistema-test#.cepacomo em
células de mamiferos mantidas em cultura, reforgandficiéncia desse teste em avaliacdes
de poluentes ambientais.

A espécieA. cepaé freqientemente utilizada em estudos de avaliagho
potencial genotdxico e mutagénico de recursosdusgiao redor do mundo. Gana et al. (2008)
obtiveram resultados positivos nos testes de ACNend avaliagcdo das aguas do Rio Sali,

Tucuman, Argentina. Em um estudo de avaliacdoxleitiade da agua e do sedimento de um
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rio impactado por efluentes de curtume no Rio Geadd Sul, Brasil, Junior et al. (2007)
verificaram queA. cepamostrou-se mais sensivel para a detec¢do de dagieido que os
outros organismos utilizado®dphnia similis, D. magna, Ceriodaphnia dubia e ja
azteca.

Segundo Matsumoto et al. (2008) cepaé eficiente na detec¢cdo de danos
genotoxicos e mutagénicos causados por metaisnpessem agua de rio, apresentando

resultados compativeis com outros sistemas-teste.

2.4. Células de mamiferos, mantidas em cultura, udas como sistema-teste

A busca de metodologias alternativas, que substi@atilizacdo de animais em
experimentos, precisa ser um dos objetivos da ieiénoderna (MORALES, 2008). Ainda
segundo esta autora, o uso de culturas de célulasmélternativa eficiente para ser aplicada
em diversos ensaios de toxicidade, pela sua fad#idde manipulacdo e observacdo de
parametros microscoépicos, bioquimicos e moleculares

O modelo in vitro ganhou, nos ultimos anos, uma ampla aceitacdo na
investigacao toxicologica, por proporcionar ferratas avancadas, protocolos confiaveis e
possuir diferentes aplicacdes, desde estudos de welular até a toxigendmica (MAZZEO,
2009). De acordo com Lewinska et al. (2007), osiesscom cultura de células constituem
uma importante ferramenta de investigacdo, servadbversas areas da ciéncia, como a
imunologia, a virologia, a genética e a toxicologia

Ensaiodn vitro, realizados com cultura de células, sdo empregados sucesso,
em analises de genotoxicidade, por estas serenivesns agentes quimicos e fisicos,
apresentarem um ciclo de divisdo celular curto a, ipso, responderem rapidamente aos
efeitos dos agentes testados, além de serem firmmeate acessiveis e de faclil
reprodutibilidade (SPEIT et al., 1998; ROGERO et2003; CARDOZO et al., 2006). Estes
testes permitem uma melhor padronizacdo das ethgzaensaios, possibilitando o controle
fisico-quimico do ambiente experimental (pH, teraper, concentracdo de,® CQ) e o
controle das condicdes fisioldgicas, que devemremttidas praticamente constantes durante
todo o experimento (BRUSICK, 1987;CARVALHO, 199&ESHNEY, 2005).

Vérias linhagens celulares de mamiferos podem 8Skzadas em testes de
genotoxicidade de amostras ambientais, como akséle hepatoma de camundongo (HTC),
células de hepatoma humano (HepG2), células denoara humano (HelLa), células de
ovario de hamster (CHO), células de pulméo de ran{s¥79 e CHL), células epiteliais de

pulmdo humano (L132 e A549), células endoteliaisveia umbilical humana (HUVECQC),
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fibroblastos de ratos (L929), fibroblastos humafi®EL-W1 e NIH-3T3), leucocitos de ratos
e camundongos e linfécitos humanos.

Dentre as linhagens utilizadas em mutagénese, lassénetabolizadoras, que
expressam as enzimas de fase | e de fase I, sdio msadas em avaliacbes ambientais, pois
possuem um papel fundamental na metabolizacaoogicetdo de xenobidticos que podem
reagir com o DNA e, assim, induzir possiveis evemmtacionais (TSUBQY et al., 2007).
Testes utilizando células metabolizadoras mantefascultura, como as HTC e HepG2,
constituem umas das melhores ferramentas paraesgtatee avaliar os riscos que compostos
guimicos podem conferir a salde do homem, poisapazes de refletir o metabolismo de
compostos genotéxicos melhor do que outros modelositro, que exigem ativacdo
metabdlica exdgena (GABELOVA et al., 2004; PARK; @H2007).

Castafio e Gomez-Lechén (2005) compararam a sedadsl de células de
mamiferos e células de peixes, observando tant@sda&dotoxicolégicos descritos na
literatura como respostas de testes realizado®lpsr com diversos quimicos. Segundo 0s
autores, apesar das células de peixe apresentawmidaide no manuseio, levando muitos
autores a usa-las na rotina laboratorial, elasygmssum ciclo celular mais lento, o que
poderia diminuir sua sensibilidade, quando comperasks células de mamiferos. Porém,
utilizando principalmente os ensaios de viabilidagdtular MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenilbrometo de tetrazolina) e NRU (absordaovermelho neutro), tanto as células de
mamiferos como as células de peixes apresentaraansemnsibilidade semelhante para a
maioria dos 51 quimicos testados pelos autoresramol® que tanto as células de mamiferos
como as de peixes podem ser usadas, com segueamiastes de toxicidade.

Para Claxton e Woodall (2007), a vantagem na atgfip de ensaios vitro com
células de mamiferos, em relagdo as células desootganismos (procariontes ou outros
eucariontes), é que as de mamifero, além de oferaceesultados eficientes para avaliacdes
ambientais, fornecem respostas mais relacionadasriscos a saude humana. Segundo
Oliveira et al. (2006), os testes realizados cofulag de mamiferos permitem estabelecer
correlagbes mais seguras com o0s seres humanos, ppakamidade taxondmica que

apresentam.

2.5. Teste de ACs
As ACs sao alteracOes caracterizadas por uma madaacestrutura ou no
namero normal de cromossomos de uma espécie (RUSEHI2). Tanto as aberracdes

estruturais como as numéricas (aneuploidias e lpalips) podem ocorrer de maneira
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espontanea, devido a fatores intrinsecos e extdas#o organismo (NATARAJAN, 2002),
ou ainda como resultado da exposicdo a agentesiapsinou fisicos (RUSSEL, 2002).
Mesmo que os sistemas de reparo celular corrij@mmaneira eficiente, as lesdes no DNA,
uma interferéncia em qualquer etapa desse progesira levar a um aumento de efeitos
biolégicos, incluindo as ACs (NATARAJAN, 2002).

Uma quebra no DNA, tanto no estagio de intérfaseocoa profase, pode levar a
varias consequéncias cromossémicas, como, por déxermama delecdo terminal, uma
reintroducdo na sua posicao original (restituigdw)a unido com outra porcao derivada de
guebra no mesmo cromossomo ou em um cromossomerdde podendo, desta forma, gerar
varios tipos diferentes de aberracdes (NATARAJADDZ2 MATEUCA et al., 2006).

As aberracdes estruturais sdo decorrentes de gudbiedas na fita de DNA,
replicacdo de um DNA molde danificado, inibicdo silatese de DNA ou de inibidores de
topoisomerase 1l (ALBERTINI et al., 2000). As AC&os geralmente, divididas em ACs
propriamente ditas (ACSs) e aberracfes cromatidi@g's), diferindo morfologicamente
uma da outra. As ACSs envolvem o mesmo l6cus enasiab cromatides irmas de um ou de
varios cromossomos, enquanto as ACTs afetam umerdiasitides irmas de um ou de varios
cromossomos (HAGMAR et al., 2004).

J4 as aberragbes numéricas resultam de uma digjuag®rmal dos
cromossomos durante a divisdo celular, com consegiialha na migracdo das crométides
para os polos (ALBERTINI et al., 2000). A ndo-digjdo cromossémica, onde uma célula
ganha um cromossomo e a outra perde, ou aindada pesmossOmica durante a anafase,
podem levar a aneuploidia. As poliploidias sédo mdas pela auséncia de fuso mitético
funcional, citocinese insuficiente ou fusdo nuclean células binucleadas (KIRSCH-
VOLDERS et al., 2002 OBE et al., 2002; FERNANDE%let2007).

Segundo Mateuca et al. (2006), o tipo de AC é decizara o destino da célula.
Células portadoras de ACs instaveis, tais como @ssomos dicéntricos, cromossomos em
anel ou fragmentos cromossdmicos, podem ser eldaggor apoptose, enquanto que
aberracdes estaveis, como, por exemplo, translesdg@ianceadas, podem ter consequéncias
deletérias para o organismo, uma vez que sao rmétws eficazes em causar morte celular
por apoptose.

As ACs sao reconhecidamente importantes biomareadia exposi¢do humana
a radiacOes ionizantes e quimicos genotoxicos.oTast aberracbes estruturais como as

numericas estdo associadas com riscos a saude d&umamo por exemplo, abortos
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espontaneos, anomalias congénitas nos recém-nasadoneoplasias em humanos
(NATARAJAN, 2002).

O teste de ACs, utilizandd. cepacomo organismo-teste, € mundialmente
empregado nos estudos de genotoxicidade ambiardaktituindo-se num ensaio muito
sensivel e confiavel na avaliacdo de quimicos amdige Segundo Grant (1982), uma das
vantagens dessa espécie é o fato de possuir cromasgrandes, o que permite, facilmente,
a deteccao das ACs.

Recentemente, muitos autores vém utilizando o @stACs emA. cepapara
estudos de biomonitoramento de recursos hidricégsTBUMOTO et al., 2006; GANA et al.,
2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008; BARBOSA et al., 20; RADIC et al., 2010), na
avaliacdo da genotoxicidade de efluentes urbanmslwstriais (GROVER; KAUR, 1999;
CARITA; MARIN-MORALES, 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES 2009), de agentes
quimicos (FERETTI et al., 2008; SETH et al., 206BRNANDES et al., 2009; YILDIZ et
al, 2009) e fisicos (EVSSEVA et al., 2005; SAGHIRZEAH et al., 2008).

O teste de ACs tem sido usado, nos ultimos 30 aras, estudos de
monitoramento ocupacional e ambiental como biontnmcade efeitos genotoxicos
provocados por substancias cancerigenas (HAGMARI. e2004), ocupando, assim, uma
posicdo de destaque na bateria de testes utilizaal@s/aliagcdo de compostos genotdxicos
(MATEUCA et al., 2006).

2.6. Ensaio do cometa

As quebras na molécula de DNA séo consideradasdepdé-mutagénicas
potenciais, que, quando evidenciadas, constitugieetes e sensiveis marcadores de danos
genotoxicos. A técnica mais utilizada para detecgé@oquebras no DNA € o ensaio de
eletroforese em microgel de células individuais G&F ou ensaio do cometa. Segundo
Cotelle e Férard (1999), o ensaio do cometa é cd@aetectar danos no DNA induzidos por
agentes alquilantes, intercalantes ou oxidativos.

Ostling e Johanson (1984) foram os primeiros a rdedeer a técnica de
eletroforese em microgel para detectar danos no BPiMAE€lulas individuais. Posteriormente,
Singh et al. (1988) introduziram uma técnica dedreferese em microgel sob condicdes
alcalinas (pH 13). Este pH alcalino, segundo Ticale(2000) e Collins (2004), aumentou,
substancialmente, a sensibilidade do teste naifidagfio de agentes genotoxicos, permitindo
nao sO a deteccdo de quebras de fita simples ghéigecruzadas, mas também a observacéo

de quebras de fita dupla, sitios alcali-labeiss@s@o de sitios incompletos de reparo.
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De acordo com Koppen et al. (1999), o ensaio dcetatem sido indicado como
um método apto a detectar mudancas pequenas nestio DNA, tais como as atividades
de reparo, 0 seu modo de empacotamento e suaidiaieeyr

A técnica do cometa desenvolvida em condicOes iak=al promove o
desenovelamento do DNA e, consequentemente, ad#erde fragmentos decorrentes de
guebras. Estes fragmentos de material genéticaydgusdo submetidos a corrente elétrica,
migram do ndcleo em direcdo ao polo negativo dastaente. Os fragmentos cromossémicos
deslocados pela corrida eletroforética, apos araleasicdo e coloragdo com brometo de
etidio, formam imagens, onde as células se assamedhcometas. Quanto maior as caudas
formadas, maior é a extensdo dos danos sofridas EA. Desta forma, muitos autores
utilizam a extensdo da cauda do cometa, decoridmtenigracdo dos fragmentos, como
critério para a quantificacdo das quebras ocornda#ta do DNA (AVISHAI et al., 2002).

As quebras no DNA séo decorrentes de quebras paigfiia, excisdo de sitios
incompletos de reparo e sitios alcali-labeis, setmitos estes eventos expressos, sob
condicdes alcalinas (pH > 13), como quebras desiitgples Em contrapartida, a diminuicao
na migracdo do DNA, na corrida eletroforética, aeoa de forma proporcional a frequéncia
de ligagbes cruzadas existentes no material gendRiortanto, a extensdo da migracdo do
DNA no ensaio cometa, realizado em qualquer tipolare € um equilibrio entre os diversos
processos bioldgicos que atuam em dire¢des opuasacsélulas (FRENZILLI et al., 2000).

Comparado a outros testes de genotoxicidade (Afos& entre cromatides irmas
— SCE), o ensaio do cometa apresenta vantagensgrediilidade na deteccédo de pequenos
danos no DNA, pela necessidade de um reduzido minercélulas para a sua execucao,
flexibilidade para uso de células proliferantesndio, economicamente viavel, facilidade de
aplicacdo e periodo de tempo relativamente cultgurfa dias) para realizacdo do ensaio
(TICE et al., 2000; DHAWAN et al., 2009).

Durante a ultima década, o ensaio do cometa vemosetiizado como uma
ferramenta basica em muitas areas de pesquisa, eomaplicagdes clinicas, biologia da
radiacdo, processos de reparo do DNA (COLLINS, 206ibmonitoramento ambiental
(AVISHAI et al., 2002; COTELLE; FERARD, 1999; DHAWMW et al., 2009) e genética
ecotoxicoldgica (TICE et al., 2000). Esta técnem tse mostrado, especialmente, eficiente e
sensivel na avaliacdo da genotoxicidade de subasagaimicas e de misturas complexas
encontradas no ambiente. Segundo Kosz-VnenchakkesRq1997), o ensaio do cometa
pode ser usado, especificamente, para determir@otencial genotoxico de poluentes da

agua. Diversos autores, utilizando este testeyeraiin resultados bastante satisfatérios em
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estudos de genotoxicidade no meio aquatico, evidedc a sua versatilidade na avaliacao de
efeitos danosos aos seres vivos, provocados poemes langados nos recursos hidricos
(MATSUMOTO et al.,, 2003, 2005; HOSHINA, 2005; SOUZAONTANETTI, 2007;
LEME, 2008; VENTURA et al., 2008).

Mazzeo (2009) verificou que o ensaio do cometdjzago com células HTC
mantidas em cultura, mostrou-se bastante sensi@ebeieccdo de danos genotoxicos
provocados pela mistura de BTEX (benzeno, toluetithenzeno e xileno). Rocha et al.
(2007) verificaram, por meio do ensaio do comesdizado com fibroblastos RTL-W1, que
os sedimentos do rio Tieté, coletados desde amt@sde rio até a represa Billings (regido da
cidade de SP), apresentam uma alta genotoxicidptdo comparados aos sedimentos
coletados a jusante da Billings, evidenciando mdgaimpacto causado pela poluicdo da
grande Sao Paulo.

Para Cotelle e Férard (1999), a sensibilidade dwiendo cometa pode ser
comparada a do teste do MN, que também é uma &éégo& detecta quebras na fita de DNA.
O teste do MN, considerado indicativo de mutagdame, evidencia eventos de quebras néo
reparadas e que promoveram alteracdes definitieamaterial genético, enquanto que o
ensaio do cometa (versdo alcalina), consideradoteste de genotoxicidade, identifica
quebras ocorridas ndo so por efeito do agenteonduias também pela acdo dos sistemas de
reparo celular, que identificaram erros e extraiprgdes de DNA que sofreram alteracdes

na sua estrutura.
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3. OBJETIVOS

Considerando que o ribeirdo Tatu recebe residuwgsrsdis, derivados de

atividades domésticas, industriais e agricolas,el® grande numero de galvanoplastias

clandestinas da cidade de Limeira, este traball®demo objetivos:

investigar a possivel presenca de agentes contareghacom potencialidade
citotoxica (andlise do indice mitotico), genotoxiqanalise de aberracdes
cromossOmicas) e mutagénica (analise de microrgiclems aguas do rio sobre
células meristematicas de cepa

investigar o possivel potencial mutagénico (andesenicronlcleos) das aguas do rio
sobre células FdeA. cepa

Investigar o possivel potencial genotoxico (enslma@ometa) das aguas do rio sobre
células de mamiferos mantidas em cultura;

Verificar a influéncia da sazonalidade na alteragdacomprometimento do rio e na
acao dos possiveis agentes contaminantes presastesas aguas;

Avaliar o comprometimento do rio, por meio de aeHi fisico-quimicas de suas

aguas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Localizacdo da area de estudo e coleta das atnas de agua
As amostras de agua foram coletadas ao longo dor&ibTatu (figura 1), em trés
épocas do ano: novembro de 2008 (periodo querdeod, $evereiro de 2009 (periodo quente e

chuvoso) e agosto de 2009 (periodo frio e seco).
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Figura 1. Mapa de localizagdo dos municipios de Cordeirégoligmeira/SP e dos pontos de coleta ao
longo do ribeiréo Tatu (P1: ponto 1; P2: ponto2;#dnto 3; P4: ponto 4; P5: ponto 5).

Foram estabelecidos 5 pontos de coleta da agua:
* P1 (nascente): posicao geografica nas coordendda®34B3860 m E e 7517816 m N com
altitude de 692 metros. Este ponto situa-se nararabdo municipio de Cordeirépolis. O
ribeirdo possui, no entorno de sua nascente, &rder@equeno e médio porte e bastante

vegetacao rasteira, caracterizando uma mata €iksa. mata ciliar restringe-se somente a
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area da nascente, pois esta € circundada por campgsicultura com plantacdo de cana-

de-acUcar.

= TR 1

S

Figura 2: Nascente do Ribeirdo Tatu, Cordeiropolis/SP. ista/aérea (fonte: Google E&fthB: Ponto 1
(P1) de coleta das aguas.

» P2: posicionado nas coordenadas 23 K 247922 mBEH?7 m N e com altitude de 631
metros. E um local situado ap6s passagem pelawrbaaa da cidade de Cordeirdpolis.
Neste local, o ribeirdo encontra-se totalmente igoJudevido ao descarte do esgoto
doméstico, sem tratamento, da cidade. Nas margstes ponto do rio ndo ha a presenca

de matas ciliares e sim de pastagens.

Figura 3: Ribeirdo Tatu, Cordeiropolis/SP. A: Vista aériemte: Google Earfh). B: Ponto 2 (P2) de
coleta das aguas (fotografia: Rogerio Entringer).

* P3: localizado nas coordenadas 23 K 251367 m BDé0B63 m N, a uma altitude de 561
metros. Este ponto situa-se a montante da zonaaudmamunicipio de Limeira. No local,
pode-se observar certa cobertura vegetal, porénd@aegetacdo natural. Proximo ao

local de coleta existem algumas areas ocupadqmptagens e agricultura.
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Figura 4: Ribeirdo Tatu, Limeira/SP. A: Vista aérea (for@eogle Eartf). B: Ponto 3 (P3) de coleta das
aguas (fotografia: Rogerio Entringer).

P4: localizado nas coordenadas 23 K 254682 m E08823 m N, a 547 metros de
altitude. Este ponto esta situado na &rea urbanziddde de Limeira. Neste local, o
ribeirdo foi revitalizado, com a implantacéo detemas marginais cobertos com arvores e
arbustos. A agua apresenta sinais, neste pontpjode na qualidade, decorrente do
recebimento de efluentes domeésticos e industriaisndnicipio de Limeira, além do

escoamento que recebe de aguas pluviais da regido.
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Figura 4: Ribeirdo Tatu, Limeira/SP. A: Vista aérea (for@ogle Eartf). B: Ponto 4 (P4) de coleta das
aguas (fotografia: Rogerio Entringer).

P5: localizado nas coordenadas 23 K 258237 m B2132 m N, altitude de 518 metros.
Este ponto refere-se a uma regido rural, que gEopgsor todo perimetro urbano da cidade
de Limeira. Localiza-se proximo ao local de desatpiRibeirdo Tatu no Rio Piracicaba
(aproximadamente 2630m). Neste ponto, o rio jabeaceos efluentes da estacdo de
tratamento de esgoto e lixiviados de campos agrieis. Neste local, a agua apresenta
uma coloracdo muito escura, um cheiro desagradiwaina freqiiente presenca de

espumas, indicando o comprometimento da sua qdalida
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Figura 5: Ribeirdo Tatu, Limeira/SP. A: Vista aérea (for@@ogle Eartf). B: Ponto 5 (P5) de coleta das
aguas (fotografia: Rogerio Entringer).

4.2. Material biol6gico

Os sistemas-teste utilizados neste trabalho aarestit-se de sementesAldum cepa,
variedade Baia piriforme e de células de mamifgirdsagem de hepatdcitos — HTC), mantidas em
cultura no Laboratério de Mutagénese do DepartaméatBiologia, Instituto de Biociéncias —
UNESP Campus de Rio Claro.

4.3. Andlise fisico-quimica das amostras de agua

As andlises fisico-quimicas das amostras de agdstadas nos diferentes
pontos do ribeirdo Tatu, foram realizadas nos Laidoios de Quimica e de Microbiologia do
Centro de Estudos Ambientais (CEA) da UNESP, CandeuRio Claro. Foram avaliados os
parametros: temperatura, condutividade, pH, corempe, turbidez, salinidade, STD (solidos
totais dissolvidos), OD (oxigénio dissolvido), ar@nnitrito, nitrato, fésforo total, DBO
(demanda bioquimica de oxigénio) e metais (alumicémio, chumbo, cobre, cromo,

niquel, zinco).

4.4. Teste de ACs e do MN em Células Meristematicds A. cepa

Para os testes de AC e do MN em células meristeasatie raiz de cebola, foi
adotado o protocolo descrito por Grant (1982), @gumas modificacdes padronizadas no
Laboratério de Mutagénese da UNESP, Campus de Rim.CSementes da. cepa foram
colocadas para germinar em placas de Petri formasapel filtro, contendo, em cada placa, a
amostra de agua coletada em um dos pontos de ¢tleaa5). Os testes controles foram
realizados, submetendo as raizes a agua ultrgpana,0 controle negativo, e a 10 mg/L de
metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 6B6-3), para o controle positivo. Quando

as radiculas atingiram cerca de dois centimetrosodgrimento, foram coletadas e fixadas
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em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol para 1 de adética — v:v). Apds a fixacdo, as raizes

passaram por trés banhos em agua destilada. Postente, foram submetidas a hidrélise

acida em HCI 1 N a 60° C, por onze minutos e, nevde) lavadas em agua destilada (3
banhos). As raizes foram, entdo, transferidas fpasaos escuros contendo reativo de Schiff,
onde permaneceram por, aproximadamente, duas hBesizada a reacdo, as raizes
passaram por banhos em agua ultra pura, até adtitabla do reativo. Para a confec¢édo das
laminas, os meristemas foram suavemente esmagadosa gota de carmim acético (2%) e

recobertos com laminula. Estas foram retiradasigogénio liquido, e as laminas montadas,

permanentemente, com resina sintética.

Foram confeccionadas 10 laminas para cada amostra@xaminadas,
aproximadamente, 500 células de cada lamina old#ervA observacdo foi feita em
microscopia de luz, com aumento de 400 vezes.

A avaliacéo dos efeitos citotoxicos foi feita petamilises do indice mitético, de
acordo com a férmula a seguir:

|.M.(Indice Mit6tico) = _ n° de células em di%io x 100

n° total de células observadas

Para a andlise do efeito genotoxico, foram coreitber os diferentes tipos de AC
(perdas, quebras, aderéncias e pontes cromossypmmeasdiferentes fases da divisdo das
células meristematicas de cepa. O efeito mutagénico foi contabilizado pela fragiié de
células meristematicas decepa portadoras de micronucleos.

ApOos a obtencdo dos resultados de citotoxicidadenotgxicidade e
mutagenicidade, foram realizadas as analises stisiasi pelo teste de Mann-Whitney, com
p<0,05, para indicar o valor significativo.

As laminas portadoras das alteracbes mais repets@st para cada

anormalidade, foram fotodocumentadas, para ilstrars resultados.

4.5. Teste do MN em CélulasFdeA. cepa

O procedimento para confeccdo das laminas, utilzas células j-foi 0 mesmo
descrito acima, porém o material utilizado foi gide da raiz que se localiza 1 milimetro acima
da regido meristematica.

A contagem de micronldcleos e a analise estatidhoabém seguiram o

procedimento descrito acima, para as laminas ddaséneristematicas.
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4.6. Ensaio do cometa com cultura de células de méeros (células HTC)

Linhagem de células de hepatoma de rato (HTC —tdem@aTissue Culture) foi
cultivada em 5 mL de meio de cultura D-MEM/F-12plsmentado com 10% de soro bovino
fetal, em frascos de 25 éntom uma concentracao inicial de 1 ¥ t@lulas por frasco. As
células foram mantidas em estufa a 37° C, por @fo celular completo (24 horas).

Apos esse periodo, foram adicionados aos frasaok Blas amostras de agua do
ribeirdo, filtradas em membrana milipore 0,2 punfradco referente ao controle negativo recebeu
50 pL de tampéo fosfato — PBS (phosphate buffedgted Para o controle positivo, foi utilizado
50 pL de MMS, na concentracdo de 4% Os frascos foram mantidos em estufa a 37° C24or
horas. Todos os ensaios foram realizados em #tplic

Apos o tratamento com as amostras, foi descartadeio dos frascos de cultura.
As células foram lavadas duas vezes com 5 mL deePBsinizadas com 0,5 mL de tripsina-
EDTA 0,025% por, no maximo, dois minutos. Decoridite tempo, 0 processo foi interrompido
pela adicdo de 5 mL de um novo meio com soro. @ecoio foi homogeneizado e centrifugado,
por cinco, minutos a 1.000 rpm. O sobrenadantddscartado, deixando-se apenas 0,5 mL de
meio, onde @dlet foi ressuspendido.

Para o teste de viabilidade celular, foram mists&0 pL de suspenséo celular e 20
uL de Azul de Trypan. A analise foi feita em candeaNeubauer, sob microscopia de luz. Para a
determinacgdo da citotoxicidade, foi quantificadar@porcéo de células vivas (coloracédo branca) e
de células mortas (coradas em azul), pelo métodoldeacdo com Azul de Trypan, aceitando-se o
limite minimo de 80% de células viaveis, para ageguimento do experimento.

Para a montagem das laminas (foram montadas do@eaki por repeticéo,
totalizando 6 laminas por tratamento), foi segudwotocolo descrito por Singh et al. (1988),
com algumas modificagbes. As laminas, previameoibertas com agarose de ponto de fusao
normal (1,5%), foram montadas com 20 pL de suspenshlar misturados a 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%). Estas fa@rrtas com laminulas e levadas a
geladeira (4°C), por vinte minutos. Decorrido ést®po, as laminulas foram retiradas e as
laminas foram mantidas em cubetas (protegidas -)a dontendo solucao de lise (1 mL de
triton X-100, 10 ml de DMSO e 89 mL de solucaoide estoque, pH 10,0 — solucdo estoque:
2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris, ~ §,de NaOH sdlido, 10 g de lauryl
sarcosinato sédico para 1 litro) gelada, que peeseram em geladeira, por uma hora.

Apos a lise, as laminas foram dispostas em umaadeiledetroforese e cobertas com
solucéo tampéo (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA, pHxj&ada e recém-preparada, por
vinte minutos, para desnaturacdo do DNA. ApoOs ees@do, foi iniciada a corrida de
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eletroforese com corrente 39 V (aproximadamenteciny e amperagem de 300mA, por 20
minutos. As laminas foram, entdo, neutralizadas ont. de solugéo tampéao neutralizadora (0,4
M de Tris-HCI, pH 7,5), em 3 séries de 5 minutadagcaecas na horizontal e fixadas com etanol
100%, por 10 minutos. As laminas foram deixadaendpératura ambiente, para secagem, e
estocadas em geladeira para posterior analiseaRaralise, as laminas foram coradas com 80
puL de solucdo de brometo de etidio (0,02 mg/mLpleettas com laminula, uma por uma,
para serem, imediatamente, analisadas.
Foram analisados 50 nucleodides por lamina, totadi@a300 nucledides por

amostra. A analise foi feita em microscopia derfisoéncia com filtro de excitacdo de 510-
560 nm e um filtro de barreira de 590 nm, em umenimde 400X. Os nucledides foram
classificados, visualmente, de acordo com a migraf@s fragmentos de DNA, segundo
Kobayashi et al. (1995), em: Classe 0: nenhum d@lasse 1: dano pequeno; Classe 2: dano
médio; Classe 3: dano grande.

Células com o nucleo completamente fragmentad@ef@ em processo de morte
celular, ndo foram contabilizadas.

O escore de cada tratamento foi obtido, multiplicase o nimero dos nucleoides
observados em cada classe de dano pelo valor sed@, 1, 2 ou 3). Os resultados foram
submetidos ao teste estatistieBtudent (p<0,05), para a comparacdo das amostisadglias

coletadas com o controle negativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Andlise dos parametros fisico-quimicos

Os resultados obtidos nas andlises dos paramé&ros-luimicos, realizadas nas
amostras de agua coletadas na nascente e ao lotgitoddo ribeirdo Tatu, estdo reunidos na
tabela 1.

Naturalmente, os ecossistemas apresentam varinadesnperatura decorrentes
da sazonalidade e do comprimento dia/noite, vaemg@stas consideradas parte do regime
climatico natural de um ambiente. A temperaturaedigal dos corpos d’agua também é
influenciada por fatores diversos como latitudétuale, estacdo do ano, periodo do dia, taxa
de fluxo e profundidade. A temperatura € o princigsor que controla as caracteristicas do
meio aquatico, condicionando as influéncias de sér& de variaveis fisico-quimicas, tais
como, viscosidade, tensdo superficial, compresddaie, calor especifico, constante de
ionizacao, condutividade térmica, pressao de vasmtre outros (CETESB, 2009).

Temperaturas elevadas promovem um aumento na datteida agitacao
térmica dos atomos. Assim, a temperatura exercamyportante papel na velocidade de
reacfes quimicas e no estado fisico da matériaEZE$, 1998). Segundo 0 mesmo autor, o
alto calor especifico da agua é responsavel patadgrestabilidade térmica dos ecossistemas
aquéticos, notada por meio das baixas variacOemsli@ sazonais da temperatura nesses
ecossistemas, quando comparados aos terrestreslddss da temperatura das amostras de
agua coletadas no ribeirdo Tatu variaram de 2@ &2°32° C, apresentando o menor valor no
més de agosto de 2009, para o P5, e maior valonésode novembro de 2008, para o P2,
variando de maneira compativel com a sazonalidatielés 1 e 2).

A condutividade € a expressdo numeérica da caparidadagua conduzir corrente elétrica.
Este parametro fisico da agua é dependente dasrtoagdes idnicas e da temperatura e
indica a quantidade de sais existentes na coluagud, portanto, representa uma medida
indireta da concentragdo de poluentes. A cond@iledda agua aumenta a medida que mais
soélidos dissolvidos sdo adicionados (CETESB, 20&®). geral, niveis superiores a 100
uS/cm indicam ambientes impactados. Analises deuwtowidade, realizadas com amostras de
agua coletadas ao longo do ribeirdo Tatu, indicaralores elevados, a partir do P2 até o P5,
em todas as coletas realizadas. Pelos resultadicdo®ib observamos que as amostras
coletadas em novembro de 2008 foram as que exibmamr condutividade, cujos valores
chegaram a 1125 um/cm, para amostras do P5, eiaddoca grande quantidade de

poluentes presentes nesse local amostrado.
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Tabela 1.Parametros fisico-quimicos das aguas do ribeiglo, Tegido de Limeira/SP, coletadas em agost®d8, 2evereiro de 2009 e agosto de 2009.

Amostras
Parametros Novembro de 2008 Fevereiro de 2009 Agosto de 2009

P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P5
Temperatura (°C) 23,59 27,32 24,81 24,58 25,82 625,3 26,37 25,94 26,39 26,20 21,13 21,01 21,10 20,90 0,82
Condutividade (nS/cm) 17 977 732 476 1125 17 223 7 13 212 373 17 692 391 377 517
pH 3,7 7,42 7,34 7,18 7,76 4,59 6,92 6,77 7,23 7,23 4,91 7,08 6,97 6,91 7,17
Cor aparente (units PtCo) 8 2482 477 322 942 2 319 241 162 352 4 944 473 221 556
Turbidez (NTU) 1,6 402,0 37,6 22,8 56,0 14 42 216 20 29 1,39 110 59 22 51
Salinidade (sal) 0,01 0,48 0,36 0,23 0,56 0,01 0,10 0,06 0,10 0,18 0,01 0,34 0,19 0,18 0,25
STD (mg/L) 11 635 475 309 731 11 145 80 138 244 11 450 254 245 336
OD (mg/L) 6,53 0,82* 2,43 1,04* 1,58* 5,61 1,17* 35, 4,11 1,38* 8,08 1,40* 2,83 2,20 0,69*
Amonia (mg/L de NH) 0,08 10,76 6,64 2,31 26,60 0,08 2,28 0,60 1,62 884, 0,08 5,50 3,34 4,72 13,04
Nitrito (mg/L de NQ) 0,002 0,082 0,034 0,042 0,075 0,001 0,092 0,292 ,3080 0,007 0,000 0,036 0,018 0,004 0,039
Nitrato (mg/L de NQ) 0,2 2,8 1,3 0,8 3,30 0,2 0,9 11 15 0,3 1,9 28 23 1,9 3,0
Fosforo Total 4,271 1394 1045 171,75 413,9 10,65 2,%0 1554 329,5 789,5
DBO (mg/L de Q) 4,9 266 78 80 176 20,8 238 178 148 210 7,5 90 92 98 120
Aluminio (mg/L) 0,04359 0,43638 0,39898 0,31568 3848 <0,013 0,72368 0,24058 0,36448 0,17328 0,0990J36568 <0,013 0,06543 0,21568
Cadmio (mg/L) <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 ,068 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 G®,0 <0,003 <0,003
Chumbo (mg/L) <0,035 <0,035 <0,035 <0,035 0,481750,035 <0,035 <0,035 <0,035 <0,035 <0,035 <0,035 03®», <0,035 <0,035
Cobre (mg/L) <0,006 <0,006 <0,006 0,01105 0,320910,086 <0,006 <0,006 <0,006 0,03236 <0,006 <0,006 ,06® 0,01353 0,11151
Cromo (mg/L) <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 0,03453 ,08® <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 ¥H,0 <0,015 <0,015
Niquel (mg/L) <0,009 <0,009 <0,009 <0,009 0,01188 0,009 <0,009  <0,009 <0,009 0,02555 <0,009 <0,009 ,06 <0,009 0,06890
Zinco (mg/L) 0,02928 0,02392 0,01007 0,04102 0,91000,03734 0,01620 0,02689 0,04661 0,05966 0,0268104082 <0,001 0,05532 0,05881

* Valores inferiores ao exigido para aguas doceslase 4, segundo a RES. CONAMA 357/2005

Tabela 2.Dados metereoldgicos referentes aos periodos de@aads amostras de agua no ribeirdo Tatu, regifionkira/SP.

Periodo de coleta Temperatura Temperatura Temperatura Umidade Relativa Precipitacéo
maxima (°C) minima (° C) média (° C) do Ar (%) pluviométrica (mm)
Novembro/2008 27,1 13,2 20,2 63 32,2
Fevereiro/2009 30,3 20,8 25,6 68 175,6
Agosto/2009 29,5 18,4 24,0 62 98,6

Nota: os valores foram obtidos por meio do célcds médias dos valores diarios.
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A salinidade esta intimamente relacionada com alutividade, pois € uma
medida da quantidade de sais presentes em umara(EeSTEVES, 1998). Com excecéo do
P1, todos os outros pontos apresentaram valorealitédade bastante elevados, seguindo a
tendéncia ja observada nas analises de condutezidad

O potencial hidrogeniénico (pH) se destaca poruserfator que influencia
grande parte das reac¢des quimicas (FREITAS eR@D2). A influéncia do pH sobre os
ecossistemas aquaticos naturais pode se dar da flireta, quando o préprio pH altera a
fisiologia dos organismos. Este tipo de alterag@aepser vista, quando mudancas bruscas do
pH levam ao desaparecimento dos organismos agsiatieis sensiveis (GERTEL et al.,
2003). As alteracdes no pH também podem levar a maiar precipitacdo de elementos
quimicos toxicos como metais, ou ainda interfear solubilidade dos nutrientes. Nestes
casos, os efeitos sobre a comunidade biologica@dsiderados de acao indireta. Os critérios
de protecdo a vida aquatica fixam o pH entre valale 6 a 9 (CETESB, 2009). Aguas
naturais, usualmente, apresentam valores de pld én&r 9, sendo, na maioria das vezes,
ligeiramente alcalina, devido a presenca de bicatos e carbonatos (MARRARA, 2008).
Os valores de pH, registrados para as amostramsaie ribeirdo Tatu, entre os anos de 2008
e 2009, variaram de 3,7 a 7,76. O P1 exibiu, padag as coletas realizadas, os menores
valores de pH (3,7; 4,59 e 4,91, para as coletasogembro de 2008, janeiro de 2009 e
agosto de 2009, respectivamente). Os demais poapossentaram pHs préximos a
neutralidade (6,77 a 7,76). O pH acido das aguaBldpode estar relacionado as proprias
caracteristicas geoldgicas da regido ou a presEnegrotoxicos, que, eventualmente, podem
ter sido carreados para o leito do rio, ja que esseo localiza-se nhuma area com intensa
atividade agricola.

A cor de uma amostra de agua esta associada ad@graducao que a luz sofre
ao atravessa-la, devido a presenca de solidoshddss®) principalmente, material em estado
coloidal organico e inorganico. Além dos coldidegamicos naturais presentes na agua, como
os acidos humico e fulvico, os esgotos doméstipos,apresentarem matéria em estado
coloidal, e os diversos efluentes industriais, gamter taninos, anilinas, corantes, lignina e
celulose, contribuem para a alteracdo deste asgésitm da agua (sua cor). Alguns
compostos inorganicos também séo capazes de proefeites sobre a cor aparente da agua,
por se apresentarem em estado coloidal, como émdms 6xidos de ferro e de manganés
(CETESB, 2009). Pelas analises realizadas com asteam de aguas coletadas no ribeirdo
Tatu, todos os pontos amostrados, com excec¢ao dapkRdsentaram indices de cor aparente

bem elevados, principalmente as amostras coletadasovembro de 2008 e agosto de 2009.
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Isto pode ser explicado pelo menor potencial hiddbservado nestes periodos, devido aos
menores indices pluviométricos registrados, somamssdescartes de efluentes urbanos e
industriais sem tratamento, lancados, constant@aneeste recurso hidrico.

A turbidez de uma amostra de agua € o grau deataaule intensidade que um
feixe de luz sofre ao atravessa-la, devido a pgesda sélidos em suspensdo, como particulas
inorganicas (areia, silte, argila), detritos orgasi algas e bactérias, bem como a comunidade
plancténica em geral, etc. Esse parametro ndo siewveonfundido com a cor aparente da
agua, pois nao é considerada a alteracdo de aora&@esenca de solidos em suspenséao, que
impede a passagem da luz para as faixas de esaigiid mais profundas. Assim, uma
amostra pode apresentar cor aparente alterada een&alores de turbidez. A erosdo das
margens dos rios em estacdes chuvosas, esgottaisare diversos efluentes industriais sdo
exemplos de fenbmenos que resultam em um aumerntokddez da agua, podendo reduzir a
fotossintese da vegetacdo submersa e das algasgdilétuicdo do suprimento de luz pode
levar a uma redugcdo no desenvolvimento de plawgas, por sua vez, pode suprimir a
produtividade de peixes, influenciando, negativamema dinamica das comunidades
biologicas aquaticas (CETESB). Os resultados obticlmam amostras de aguas do ribeiréo
Tatu mostram valores elevados de turbidez, prihcigate, nos pontos 2 e 5, para 0 més de
novembro de 2008. Esses dois pontos localizam-seegibes sem a presenca de matas
ciliares, com barrancos sem cobertura vegetalisanfe de descartes de esgotos domésticos e
industriais, o que pode ter contribuido para aaja@e dos indices de solidos em suspenséo na
agua e, consequentemente, o0 aumento nos valotesakez.

A presenca de solidos totais dissolvidos (STD) eounrso hidrico pode causar
danos a vida aquatica, por se sedimentarem nos l&its rios, impedindo o desenvolvimento
de certos organismos e alterando a cadeia trgdmaglanificarem os locais de desova; e por
reterem bactérias e residuos organicos no fundoridss promovendo a eutrofizacdo das
aguas (CETESB, 2009). Pelas andlises quimicazadak com aguas do ribeirdo Tatu foi
observado que, de maneira geral, este rio apreseatores elevados de STD, com excecéo
do P1. Os pontos P2 e P5 foram os mais compronsegpiai@ este parametro, principalmente
para as coletas realizadas em novembro de 2008& Nesdodo, o indice pluviométrico foi o
menor registrado dentre todo o periodo amostradpieopode ter concentrado os soélidos nas
aguas do rio. Porém, isso ndo exclui a possibiidadel lancamentos de esgotos urbanos e
industriais também terem contribuido para a elavae&ses valores.

As principais fontes de oxigénio nas aguas sao igénio proveniente da

atmosfera e o produzido durante a fotossintesdgas.aD oxigénio dissolvido constitui um
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importante parametro fisico-quimico de andlise uiidade de aguas, uma vez que indica a
capacidade de um corpo d’agua natural manter dista endémica (CETESB, 2009). Os
valores obtidos para esse parametro, para as aplatadas no ribeirdo Tatu, sao
preocupantes, pois, com excecdo do P1 que aprasatoes entre 5,61 a 8,08 mg/L dg O
todos os outros pontos apresentaram um compronregtme qualidade da 4gua, em relagéo
a quantidade de LQlissolvido, principalmente para as aguas coletadasés de novembro de
2008, onde foi registrado para o P2 o valor de 84. de Q.

As fontes de nitrogénio nas aguas naturais saasdiseos esgotos sanitarios
constituem, em geral, a principal fonte, seguide®fiuentes industriais, lixiviados de areas
agricolas e drenagem das aguas pluviais, assoa@addsficiéncias do sistema de limpeza
publica. O nitrogénio pode ser encontrado nas agobsdiversas formas, como: amonia,
nitrito, nitrato, etc. A amonia € um toxico bastanestritivo a vida dos peixes, sendo que
muitas espécies nao suportam concentracfes aciliangé.. Além disso, a amdnia provoca
consumo de oxigénio dissolvido das aguas naturaisea oxidada biologicamente, sendo,
portanto, um importante parametro de classificag@s aguas naturais e, por isso,
normalmente utilizado na constituicdo de indicequididade das aguas (CETESB, 2009). Os
niveis de amonia apresentados pelas amostras dalégibeirdo Tatu sdo bastante elevados,
principalmente para o P2 e P5, que atingiram os s&iores indices no més de novembro de
2008 (10,76 para o P2 e 26,60 mg/L para o P5). fassgode estar relacionado com a baixa
pluviosidade desse periodo, associado a presergalukntes lancados nos efluentes urbanos
e industriais, ja que esses pontos localizam-seegi@ies posteriores ao descarte dos efluentes
das cidades de Cordeir6polis e Limeira, respectivdaen

Assim como o0 nitrogénio, o fésforo aparece em &agnatirais devido,
principalmente, as descargas de esgotos sanitéflaentes industriais e aguas drenadas de
areas agricolas e urbanas. O excesso de fosfosenpeeem esgotos sanitarios e efluentes
industriais conduz aos processos de eutrofizacG@giaas naturais (CETESB, 2009). Nesse
estudo, as amostras do P2 e P3, coletadas em navemt2008, apresentaram 0s maiores
indices de fosforo total. Tais valores podem sslifjgados pelo fato desses pontos sofrerem,
diretamente, o impacto de descarte de todo o esgb&mo sem tratamento do municipio de
Cordeirépolis, aliado a baixa pluviosidade regdraesse periodo.

A DBO (demanda bioquimica de oxigénio) de um reztislrico € a quantidade
de oxigénio necessaria para oxidar a matéria argapor decomposicao microbiana aerobia,
em uma forma inorganica estavel. A DBMormalmente considerada como a quantidade de

oxigénio consumido, durante um determinado periddotempo, numa temperatura de
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incubacgdo especifica (geralmente 5 dias, a 20°€)n@iores aumentos em termos de DBO,
num corpo d’'agua, sdo provocados por despejosigenor predominantemente, organica. A

presenca de um alto teor de matéria organica podigzir a0 completo esgotamento do

oxigénio da agua, provocando o desapareciment@idepe outras formas de vida aquatica.
Neste trabalho, foi verificado que os P2 e P5 amtesam os maiores valores para a DBO,
principalmente no més de novembro de 2008. Esslesesapodem estar associados, no
periodo de estudo, ao despejo de efluentes domegtiondustriais sem tratamento adequado
e a baixa pluviosidade.

Na éagua, o aluminio pode ser encontrado de difeseribrmas, sendo
influenciado pelo pH, temperatura, presenca denmaatéganica e de outros compostos como
fluoretos, sulfatos e outros ligantes. A solubiidalo aluminio é baixa em pH entre 5,5 e 6,0.
As concentracdes de aluminio dissolvido em aguas @d neutro variam de 0,001 a 0,05
mg/L, mas aumentam para 0,5 a 1 mg/L em aguasan@ias ou ricas em matéria organica.
O aumento da concentragcdo de aluminio, segundoT&ESE (2009), est4 associado com o
aumento dos indices pluviométricos, portanto, coaita turbidez. As amostras de agua do
ribeirdo Tatu apresentaram as maiores concentragbakiminio nos meses de novembro de
2008 e fevereiro de 2009. Os valores registradaa pavembro de 2008 podem ser
explicados pela alta concentragdo de solutos nassatp rio, em decorréncia da estiagem do
periodo. Portanto, para fevereiro de 2009, esttss alalores de aluminio podem ser
justificados pela alta pluviosidade do periodo,nptora de grande escoamento de agua e
consequente carreamento de soluto para o leitmdo r

O cadmio é liberado no ambiente por efluentes inidiss principalmente, de
galvanoplastias, de fabricas de pigmentos, sokl@sipamentos eletronicos, lubrificantes e
acessorios fotograficos, bem como por poluicdo sdifucausada por fertilizantes.
Normalmente, a concentracdo de cadmio em aguagahdiolas é inferior a fig/L. O cadmio
€ um metal que se acumula nos organismos aquaticp® possibilita a sua transferéncia via
cadeia alimentar (CETESB, 2009). As amostras dea &y ribeirdo Tatu apresentaram
valores de cadmio inferiores a 0,003 mg/L, o qudicou que este metal ndo esta
comprometendo a qualidade das aguas deste rio.

A presenca do chumbo na dgua ocorre por deposig@msfrica ou lixiviagdo
do solo. As doses letais deste metal para peixeanvade 0,1 a 0,4 mg/L, embora alguns
resistam até 10 mg/L, em condi¢cdes experimentdtd ESB, 2009). Esse metal foi detectado
no ribeirdo Tatu, somente na amostra de agua dedmés de novembro de 2008, numa

concentracao limitrofe de 0,48175 mg/L, acima dkgletal para peixes.
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As fontes de contaminagao por cobre no meio an#iectuem minas de cobre
ou de outros metais, corrosdo de tubulacdes de patdaguas acidas, efluentes de estagbes de
tratamento de esgotos, uso de compostos de cobre atgicidas aquaticos, escoamento
superficial e contaminacdo da agua subterraneaartr mlo uso agricola do cobre e
precipitacdo atmosférica de fontes industriais. d3oslevadas de cobre sdo muito mais
nocivas para peixes do que para o homem. Foi radstjue, concentracoes de 0,5 mg/L séo
letais para trutas, carpas, bagres, peixes vermaleoaquarios ornamentais e outros. Os
microorganismos apresentam sensibilidade a estd (fetblidade) para concentracdes acima
de 1,0 mg/L (CETESB, 2009). Somente as amostra24de P5, coletadas no ribeirdo Tatu,
mostraram valores detectaveis de cobre.

O cromo ¢é utilizado na producdo de ligas metalieasruturas da construcao
civil, fertilizantes, tintas, pigmentos, curtumgweservativos para madeira, dentre outra
aplicacdes. Segundo a CETESB (2009), a maiorigadaas superficiais contem valores de
cromo variando entre 1 e 1@/L . Dentre as amostras de agua coletadas no&ib&iatu,
somente as aguas coletadas no P5, més de novemi2@08, apresentaram quantidade de
cromo detectavel, indicando uma concentracdo d&163dmg/L.

O niquel e seus compostos sdo utilizados em gahlasta, na fabricacdo de
aco inoxidavel, manufatura de baterias Ni-Cd, megd@gmentos, entre outros usos.
Concentragfes de niquel em aguas superficiaisaispodem chegar a valores de 0,1 mg/L;
porém, podem ser encontrados valores mais elevdekise metal em areas de mineracéo
(CETESB, 2009). O P5 do ribeirdao Tatu apresentceniracdes detectaveis de niquel,
variando de 0,01188 mg/L no més de novembro de 2@)86890 mg/L em agosto de 2009.

O zinco e seus compostos sdo muito usados na deédcde ligas e latédo,
galvanizacéo do aco, na borracha como pigmenta@byaaplementos vitaminicos, protetores
solares, desodorantes, xampus, etc. As concensragdezinco, observadas para aguas
superficiais naturais, geralmente ficam abaixo de ufy/L, enquanto que para aguas
subterraneas este valor fica entre 1:¢Q. (CETESB, 2009). Todas os pontos avaliados do
ribeirdo Tatu apresentaram concentracdes detestéeerinco, variando de valores <0,001
(valor mais baixo), no P3 em agosto de 2009, aOD41(valor mais altos), no P5 em
novembro de 2008.

Os dados obtidos nas andlises fisico-quimicasrmdasteas de agua coletadas no
ribeirdo Tatu, nas diferentes épocas do ano, peaminos inferir que o principal problema
ambiental desse recurso hidrico € o lancamentofldenges domésticos e industriais sem

tratamento adequados, que comprometem a qualidadaas aguas, e conseglentemente, a
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sobrevivéncia dos organismos expostos. Com exagdil, que se localiza na nascente do
ribeirdo, todos o0s outros pontos apresentaram agfies nos parametros analisados,
principalmente o P2 e o P5. O P2 localiza-se proxan descarte do esgoto urbano do
municipio de Cordeiropolis — SP, fato este que rdmnt muito para a diminuicdo da

qualidade da agua, ao longo do curso deste rio. B& localiza-se a jusante do perimetro
urbano do municipio de Limeira, ou seja, apds ebmgento de toda carga poluidora desta
cidade, que, somada a toda poluicdo recebida dioss@ms da cidade de Cordeiropolis,

agravam as condicdes deste rio.

5.2. Artigo 1: O uso de cultura de células de mamiferos em ada$ada contaminagcdo de

recursos hidricos.

5.3. Artigo 2: Avaliacédo da toxicidade das aguas do ribeirdo Tragido de Limeira/SP, por

meio do sistema-testglium cepa.

5.4. Artigo 3: Avaliacdo da genotoxicidade de aguas impactadagfhentes domeésticos e
industriais de uma regiao altamente industrializawld&stado de S&o Paulo-Brasil, por meio

do ensaio do cometa em células HTC



38

O uso de cultura de células de mamiferos em avali@gs da contaminacao de recursos
hidricos

Béarbara Cassu Manzahe Maria Aparecida Marin-Moral&$

!Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncidsniversidade Estadual Paulista
(UNESP), Av. 24-A, 1515, 13506-900, Rio Claro, BRsil.

“Autor correspondente: Tel.:(19) 3526-4143. Fax} 8526-4136. E-maimamm@rc.unesp.br



39

[. Introducao

O crescente desenvolvimento, tanto industrial c@ooal, tém levado a um
aumento consideravel na producéo de residuosggaedo lancados no ambielmenatura
ou seja, sem tratamento prévio, podem causar s&oosprometimentos a qualidade
ambiental.

Dentre todos 0s ecossistemas, 0 aquatico é o dquestdrido os maiores
impactos, frente a poluicdo, uma vez que a aguaaasendo o destino final de todo poluente.
Segundo Lemos e Erdtmann (2000), o ambiente agu@iic ser um depositario de diferentes
tipos de descargas antropogénicas, vem sofrendwerres contaminagdes por quimicos
diversos, que podem, ainda, se associar e formaasoumisturas mais complexas de
constituicdo e acdo desconhecidas. Por isso, hanegessidade eminente de se avaliar o
possivel efeito toxico de contaminantes ambienfmsa se estimar os eventuais danos que
eles possam causar aos ecossistemas. Neste corgeiidos realizados em ambientes
aguaticos sao de alta relevancia, considerando ajudgua chega aos animais pela
dessedentacdo e alimentacdo, sendo que para 0 hamedem existe uma outra via de
exposicao, que € a recreacao.

Efluentes industriais e urbanos tratados de formaaléquada ou né&o tratados,
contém perigosos compostos quimicos que podemimeligitos citotdxicos e genotdxicos a
biota exposta (CLAXTON et al., 1998; RANK; NIELSEN998). Tais efluentes contém
misturas, formadas pela associacdo de agentes pestizidas, metais, diferentes residuos
industriais e uma variedade de outras substan¢BGA, et al., 1996) que, em muitos casos,
podem ndo apresentar efeitos imediatos nos orgasisxpostos, mas, a longo prazo, podem
diminuir a sobrevida dos mesmos (WHITE; RASMUSSHESBS).

Muitos estudos tém sugerido uma correlacdo dinetiee @ mutagenicidade e a
quantidade de certos poluentes, como por exemplonatais e os pesticidas presentes na
agua (HOUK, 1992; FATIMA; AHMAD, 2006). Estes agestatuam sobre a molécula de
DNA, causando mutac¢des, o que pode decorrer erniposj & saude, pela promocdo de
defeitos congénitos, anormalidades reprodutivésn ale doencas como o cancer (GROVER;
KAUR, 1999).

Para os estudos de monitoramento da qualidade wh &g métodof vitro
apresentam vantagens, em relacéoimosvo, pela possibilidade de se limitar o nimero de

variaveis experimentais; pela facilidade de obtengé dados significativos; e pelo curto
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periodo necessario para o desenvolvimento dosstegteando comparados com outras
técnicas rotineiramente usadas (ROGERO et al.,)2003
Ensaiosin vitro, realizados com cultura de células, podem serzadibs, com

sucesso, em analises de genotoxicidade, por estam sensiveis a agentes quimicos e
fisicos, por apresentarem um ciclo de divisdo eeldurto e, por isso, responderem
rapidamente aos efeitos dos agentes testados,dal&@mrem financeiramente acessiveis e de
facil reprodutibilidade (SPEIT et al., 1998; ROGER®Dal., 2003; CARDOZO et al., 2006).
Segundo Oliveira et al. (2006), os testes realigactum células de mamiferos permitem
estabelecer correlagdes mais seguras com os saremds, pela proximidade taxonomica

que apresentam.

2. Genotoxicidade e mutagenicidade de recursos hidos

2. 1. O uso de células de mamiferos em culturaamabagcdes de amostras ambientais

Vérias linhagens celulares de mamiferos podem skzadas em testes de
genotoxicidade de amostras ambientais, como akséle hepatoma de camundongo (HTC),
células de hepatoma humano (HepG2), células denoara humano (HelLa), células de
ovario de hamster (CHO), células de pulmao de reans79 e CHL), células epiteliais de
pulmdo humano (L132 e A549), células endoteliaisveia umbilical humana (HUVEC),
fibroblastos de ratos (L929), fibroblastos humaf®BEL-W1 e NIH-3T3), leucdcitos de ratos,
camundongos e humanos.

Dentre as linhagens utilizadas em mutagénese, lascénetabolizadoras, que
expressam as enzimas de fase | e de fase Il, séio msadas em avaliagdes ambientais, pois
possuem um papel fundamental na metabolizacdoozic®tdo de xenobidticos que podem
reagir com o DNA e, assim, induzir possiveis evemmtacionais (TSUBOY et al., 2007).
Na fase I, ocorre as reacbes de oxidacdo, reduddidrélise, ocasionando sempre uma
modificacdo estrutural do quimico. As principaiziemas que atuam nesse processo Sao
citocromo P-450, monoaminooxidase (MAO), esterasgsoteases. Na fase I, conhecida
como fase de conjugacédo, ocorrem reacfes de c@dpigdo quimico com substancias
enddgenas, o que também promove alteracao estmtuxanobionte original.

Testes utilizando células metabolizadoras mangsasultura, como as HTC e
HepG2, constituem umas das melhores ferramentassgadetectar e avaliar os riscos que

compostos quimicos podem conferir a saude do honpeis, sdo capazes de refletir o
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metabolismo de compostos genotdxicos melhor doogtr®s modelosn vitro, que exigem
ativacdo metabolica exdgena (GABELOVA et al., 20BARK; CHOI, 2007).

Castafio e Gomez-Lechdn (2005) compararam a sedadsl de células de
mamiferos e células de peixes observando tantosdamioxicologicos descritos na literatura
como respostas de testes realizados por eles coersols quimicos. Segundo os autores,
apesar das células de peixe apresentarem facilid@aeanuseio, levando muitos autores a
usa-las na rotina laboratorial, elas possuem uro aelular mais lento, o que poderia
diminuir sua sensibilidade, quando comparadas k$aséde mamiferos. Porém, utilizando
principalmente os ensaios de viabilidade celulalTMTNRU (absorcdo do vermelho neutro),
tanto as células de mamiferos como as células espapresentaram uma sensibilidade
semelhante para a maioria dos 51 quimicos testaglos autores, mostrando que ambas as
células (mamiferos e peixes) podem ser usadasseguranca, em testes de toxicidade.

Para Claxton e Woodall (2007), a vantagem na atgfip de ensaios vitro com
células de mamiferos, em relacdo as células deosoutrganismos (procariética ou
eucaridtica), € que as de mamifero, além de ofemeceesultados eficientes para avaliacdes

ambientais, fornecem respostas mais relacionadgassgos a saude humana.

2. 2. Teste do micronucleo com blogueio da cit@@ngytokinesis-blocked micronucleus -
CBMN)

Os micronucleos (MNs) séo pequenos corpos arredoadéormados de material
genético, que aparecem no citoplasma das célus sirgem quando um cromossomo inteiro
ou um fragmento cromossomico nao migra juntamestte@ conjunto de cromossomos para um
dos polos da célula, durante o processo de didelitar. A presenca de MN na célula é uma
indicacdo de que a mesma foi exposta a um ageg@énico e/ou aneugénico. Um agente
aneugénico é aquele que interfere na formacaosdonitético, podendo ter como consequéncia
desta acéo a perda de um ou mais cromossomos earatvisao celular, enquanto que um
agente clastogénico é aquele que interage com eriahaenético, causando quebras no DNA,
gue resulta em fragmentacdo cromossémica (UDR@QG;ZERGENE et al., 2007).

Como acontece no nucleo celular, o envoltério rarclque é reorganizado na
teléfase, também se organiza em volta de cromossatrasados ou de fragmentos de
cromossomos que se perderam do conjunto cromossodaado origem aos MNs. Assim
como no nudcleo principal, o material genético dosromicleos, apds a formacdo do

envoltorio nuclear, se descondensa e, gradualmessyme a morfologia de um nucleo
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interfasico, com a diferenca de serem menores quéckeo principal da célula (FENECH,
2000). Desta forma, a presenca de MNs caractegizgnsuma resposta apropriada e confiavel
da acdo de uma substancia sob a célula, quer slejasgu efeito inibidor na polimerizacéo
das tubulinas do fuso ou por agir diretamente ntenah genético da mesma (GROVER,;
KAUR, 1999). Os MNs formados a partir desses psamegpodem ser visualizados em
gualquer tipo celular (UDROIU, 2006).

Os danos no DNA, causados, por exemplo, pela exdmsia agentes
mutagénicos, somente sdo expressos em MNs aposidonde divisdo celular, sendo
dependentes da proporcdo de células que estdo vedindlh. Consequentemente, a
comparacao da frequéncia de MNs entre populacdexldias em divisdo sO seria segura
guando a cinética de divisdo nuclear, ocorrida apdano ao DNA, fosse idéntica entre elas
(FENECH, 1997).

Como os MNs podem ser visualizados somente emaséfile j& completaram
um ciclo de divisdo nuclear, foi desenvolvido untadé especial para identificar células que
ja passaram por este ciclo, pela aparéncia birdelgae exibem. Este método é conhecido
como teste do MN com bloqueio da citocinese. Ne=ste, as células que ja concluiram uma
divisdo nuclear sdo impedidas de realizar a ciesgnpela aplicagcdo da citocalasina-B, que
inibe a polimerizagédo da actina G e, consequentengeformacado da actina F, ndo formando
os microfilamentos necessarios para contracaotdplasma e a clivagem da célula em duas
células filhas. Os MNs séo entdo computados sormasteélulas que sédo binucleadas, o que
permite uma maior confiabilidade na comparacdoeemts danos cromossdmicos de
populacdes de células que apresentam cinéticaisid@alcelular diferentes (FENECH, 1997,
2000).

Pela confiabilidade do teste CBMN na identificagho células que ja tenham
concluido uma divisdo nuclear, pela sensibilidadeprecisdo de resposta, rapidez,
simplicidade, capacidade de gerar grande numerocélelas e boa reprodutibilidade
(FENECH, 2000), ele vem sendo usado por muitosresitea avaliacdo de agentes quimicos
e fisicos e de amostras ambientais complexas casnefloentes urbanos e industriais
(LEMOS; ERDTMANN, 2000; LU et al., 2002, 2004; CARIZO et al., 2006; TSUBOY et
al., 2007; SHI et al., 2009).
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2. 3. Ensaio do cometa (single cell gel electropls® — SCGE)

As quebras na molécula de DNA séo consideradasdepdé-mutagénicas
potenciais, que, quando evidenciadas, constituaiertes e sensiveis marcadores de danos
genotoxicos. A técnica mais utilizada para detea@auebras no DNA é a do ensaio de
eletroforese em microgel de células individuais G&EL ou ensaio do cometa. Segundo
Cotelle e Férard (1999), o ensaio do cometa é cd@aetectar danos no DNA induzidos por
agentes alquilantes, intercalantes ou oxidativos.

Ostling e Johanson (1984) foram os primeiros a rdedeer a técnica de
eletroforese em microgel para detectar danos no BiMAélulas individuais. Posteriormente,
Singh et al. (1988) introduziram uma técnica dedreferese em microgel sob condicdes
alcalinas (pH 13). Este pH alcalino, segundo Ticale(2000) e Collins (2004), aumentou,
substancialmente, a sensibilidade do teste naifidagfio de agentes genotoxicos, permitindo
ndo so a deteccdo de quebras de fita simples ghégacruzadas, mas também a observagéo
de quebras de fita dupla, sitios alcali-labeiss@s@o de sitios incompletos de reparo.

A técnica do cometa desenvolvida em condicOes iak=al promove o
desenovelamento do DNA e, consequentemente, ad#i@rde fragmentos decorrentes de
guebras. Estes fragmentos de material genéticaydgusdo submetidos a corrente elétrica,
migram do nucleo em dire¢cdo ao polo negativo destente. Os fragmentos cromossdmicos
deslocados pela corrida eletroforética, ap0s arale#cdo e coloracdo com brometo de
etidio, formam imagens onde as células se assemelheometas. Quanto maior as caudas
formadas, maior € a extensdo dos danos sofridas [PEA. Desta forma, muitos autores
utilizam a extensédo da cauda do cometa, decori@dmtenigracdo dos fragmentos, como
critério para a quantificacdo das quebras ocorrdaita do DNA (AVISHAI et al., 2002).

As quebras no DNA séo decorrentes de: quebrasopaigfita, excisdo de sitios
incompletos de reparo e sitios alcali-labeis, setmiips estes eventos expressos, sob
condicdes alcalinas (pH > 13), como quebras desiiitgples Em contrapartida, a diminuicdo
na migracdo do DNA, na corrida eletroforética, aeoa de forma proporcional a frequéncia
de ligacdes cruzadas existentes no material gendiortanto, a extensdo da migracao do
DNA no ensaio cometa, realizado em qualquer tipolaxe € um equilibrio entre os diversos
processos bioldgicos que atuam em dire¢des opaasacstlulas. (FRENZILLI et al., 2000).

Comparado a outros testes de genotoxicidade (gbesaromossomicas e trocas
entre cromatides irmas), o ensaio do cometa apgeesentagens pela sensibilidade na

deteccdo de pequenos danos no DNA, pela necesgigaden nimero reduzido de células
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para a sua execucdo, flexibilidade para uso ddaséproliferantes ou ndo, economicamente
viavel, facilidade de aplicagdo e periodo de temglativamente curto (alguns dias) para
realizacdo do ensaio (TICE et al., 2000; DHAWANet 2009).

Durante a ultima década, o ensaio do cometa vemiosetilizado como uma
ferramenta basica em muitas areas de pesquisa, asnaplicacdes clinicas, biologia da
radiacdo, processos de reparo do DNA (COLLINS, 206ibmonitoramento ambiental
(AVISHAI et al., 2002; COTELLE; FERARD, 1999; DHAWMW et al., 2009) e genética
ecotoxicoldgica (TICE et al.,, 2000), mostrando agpecialmente eficiente e sensivel para
aplicacdo na genotoxicidade de substancias quirain@isturas complexas ambientais.

Para Cotelle e Férard (1999), a sensibilidade dmiendo cometa pode ser
comparada a do teste do MN, que também € uma #éégue& detecta quebras na fita de DNA.
O teste do MN, considerado de identificacdo mutagéndentifica eventos de quebras néo
reparadas e que promoveram alteracBes definitisasnaterial genético, enquanto que o
ensaio do cometa (versdo alcalina), consideradoteste de genotoxicidade, identifica
quebras ocorridas nao so por efeito do agenteandutas também pela acdo dos sistemas de
reparo celular, que identificaram erros e extraipptdes de DNA que sofreram alteracdes

na sua estrutura.

2. 4. Outros ensaios

O ensaio do cometa e o teste do MN séo os doigtenid” mais utilizados na
avaliacdo de danos ao material genético de caelasamifero mantidas em cultura, expostas
a amostras de recursos hidricos impactados poremas diversos. Porém, outros testes
também sdo utilizados nesse tipo de estudo, comaexemplo, os testes de aberracfes
cromossomicas (AC) (ECKL, 1995); testes citogewétide troca entre cromatides irmas
(SCE) (OHE et al, 1993; 2009; ECKL et al., 1995{JLét al.,, 2007; 2009); testes de
viabilidade celular, citotoxicidade, apoptose erose usando corantes vitais como MTT
(ZEGURA et al., 2009; SHI et al., 2009), XTT, NRGASTANO; GOMEZ-LECHON,
2005), acridina orange, brometo de etidio (TSUB®4le 2007) e azul de Trypan; estresse
oxidativo pela medicdo do malondialdeido (MDA) (YNAet al., 2005; SHI et al., 2009);
potencial antioxidante pela medicdo da glutatidd&H) (YUAN et al, 2005); e eficiéncia de
clonagem (IERACE; DYE, 2001; CARDOZO et al., 2006).
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3. Poluicao por esgoto domestico, efluentes indusstis e lixiviados da agricultura

Células de pulm@o de hamster Chinés (CHL) mantiglas cultura, foram
utilizadas em ensaios de SCE por Ohe et al., 1B@3te estudo, os autores avaliaram
amostras de agua dos rios Katsura, NishitakasereKafluentes do Rio Yodo, na cidade de
Kyoto, Japdo. As amostras coletadas nos trechesaate de estacfes de tratamento de 4guas
residuais induziram maior freqiéncia de SCE emlalcom e sem ativagdo metabdlica, do
gue aquelas coletadas a montante destas estaggesndo que os efluentes das estacdes de
tratamento de agua eram as fontes de poluicdo wiosiaps genotoxicos encontrados nas
aguas dos rios. Os resultados mostraram a aplatadd do ensaio de SCE em células CHL
para o0 monitoramento de genotoxicidade de aguede r

Rao et al. (1995) avaliaram o potencial genotoxieextratos do efluente de uma
industria de celulose, utilizando o ensaio de pregdao de DNA em células pulmonares de
hamster Chinés (V79) e linhagens de células dddida rato (TIB73 e TIB75). As substancias
mutagénicas do efluente filtrado foram adsorvidagesinas (XAD-4 e XAD-8) e eluidas com
hidréxido de sédio e metanol. A fracdo mutagéniiaaéla por XAD-4 induziu quebras no
DNA nos ensaios com as células V79, TIB73, e TIB¥Sfracdes extraidas pela XAD-8 ndo
induziram danos no DNA nas células V79.

Eckl (1995) utilizou hepatdcitos primérios de rgp@asa analisar amostras de agua
do rio Salzach, Austria, impactado por efluentémmnos e industriais. Os testes de SCE, MN
e AC revelaram que amostras coletadas proximasdastimas induziram uma maior
freqiéncia de danos nas células. Os resultadosémmipnfirmaram que, para estes
parametros, o teste do MN mostrou-se mais sengiwelo teste de AC. Das oito amostras
testadas, sete induziram aumento significativo désMenquanto somente cinco amostras,
provenientes das regides mais contaminadas dmdigziram ACs nos hepatdcitos.

Estudos realizados paferna et al. (1996) na Bohemia oriental, Republica
Tcheca, avaliaram um efluente industrial e a aguRid Labe, numa area sob influéncia de
um complexo quimico industrial, por meio de andliskogenéticas em cultura de linfocitos
periféricos humanos. A amostra do efluente indaistoi coletada em um emissario de aguas
residuais e a amostra de agua superficial do riodietada cerca de 6 km a jusante do local
de descarte desse efluente. Foi observado um eftoxico significativo, pela analise do
indice mitético dos linfocitos, somente para a emiacdo mais elevada (concentracao final
102 para 1 mL de cultura) da amostra do efluente. Nerhdas amostras (efluente e agua de

rio) apresentou um aumento dose-dependente sagnificde AC.
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Foi avaliado por Kosz-Vnenchak e Rokosz (1997),otemcial genotoxico de
aguas residuais de uma usina termoelétrica e demetallrgica da Cracdvia, Polbnia, por
meio do ensaio do cometa em células de hepatomartau(hlepG2). As células tratadas com
amostras de agua poluida induziram uma quantidagieficativa de danos genéticos,
indicando que o ensaio do cometa é uma ferramenmisivel e indicada para aplicacdo em
estudos de biomonitoramento ambiental, que visarmétar o potencial de genotoxicidade
de poluentes da agua.

O lago Taihu, que é o terceiro maior lago de aguee dla China, tem como
principais fontes de contaminacdo os desagues niles \@luentes que apresentam grandes
cargas organicas poluidoras. Além da pesca, o tagbém é fonte de agua potavel para
varias cidades e vilas do leste da China. Kongl.e{1898) realizaram um estudo para
determinar a contaminacado deste lago por agentésgénicos, a distribuicdo dos poluentes
no lago e os efeitos potenciais desta contaminsgiie a saude da populacdo humana. Nesse
estudo foram analisadas, pelo teste do MN em eultier linfécitos periféricos humanos,
amostras de agua dos principais tributarios do (ege Liangxi, Lujiang, Taipou, Xiaomei e
Dapu). As amostras de agua coletadas nas regidodesdgiie dos rios foram concentradas,
por coluna de resina, e testadas em vérias coacées. Os rios Lujiang e Liangxi
apresentaram mutagenicidade para todas as corgiedriestadas, enquanto 0s rios Xiaomei
e Dapu mostraram-se mutagénicos somente para esntacdes mais altas. A frequiéncia de
MN de células expostas as aguas da foz do rio Tando foi significativa, em relacdo aos
resultados do controle, nem mostrou uma relacae-desposta dependente. Como o rio
Taipou esta situado a jusante do lago, os autanesludram que o0s poluentes mutagénicos
que chegam ao lago Taihu ndo excedem a sua capeai@gaauto-depuracdo. No entanto,
como muitos poluentes podem ser bioacumuladosata bguatica, os autores alertam para
0S perigos desta poluicdo para o futuro deste istessa.

Para avaliar a qualidade da agua do rio Cai, waddi numa area sob influéncia
de um Complexo Petroguimico do Estado do Rio Gralwd8ul, Brasil, Lemos e Erdtmann
(2000) utilizaram o teste do MN em cultura de loifds humanos. O rio Cai, além de ser
fonte de agua potavel, € também utilizado pargagdo e para recreacdo. As amostras de
agua foram coletadas, durante 20 meses numa freigil@imestral (totalizando onze coletas
para cada ponto), em quatro diferentes locais, cséré&s deles na area de influéncia do
complexo petroquimico e um a montante deste corapl®as onze amostras coletadas

proximas a area de disposicdo dos efluentes indisstnove foram genotoxicas para 0s
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linfécitos. As amostras coletadas a montante doptexn petroquimico apresentaram-se
potencialmente mutagénicas. Essa area situa-sa@r@@ uma regido agricola o que sugere
também uma possivel contaminacdo por agrotoxicesaufores concluiram que o teste do
MN em linfécitos humanos foi uma abordagem citogieaésensivel para a deteccdo de
substancias com potencial clastogénico e/ou aneyém amostras ambientais aquaticas, e
deveria ser melhor explorado para estudos de manmi&nto de &reas sob influéncia
industrial.

Num estudo de monitoramento, lerace e Dye (200iligaram o teste de
eficiéncia de clonagem realizado com cultura deilagl fetais de ratos, para avaliar a
qualidade da agua de um cOrrego que atravessa aa dareUniversidade Estadual de
Connecticut (USA), e que recebe grandes quantidéelesedimentos e efluentes de galerias
de aguas. Os testes realizados com as amostragudecdletadas em junho de 1997 nao
mostraram resultados positivos para citotoxicid&dga as amostras coletadas em agosto de
1997, foi observado que dois dos locais amostragossentaram de 90 a 100% de eficiéncia
de clonagem, semelhante aos resultados exibidas tpste controle, enquanto que um
terceiro local exibiu uma taxa de eficiéncia denalgem da ordem de 25%, nos seis dias de
duracdo do teste. Essas culturas ainda apresentdtiasporcentagens de células gigantes e
vacuolizadas. Por estes resultados, os autoresramfieque a degradacdo na qualidade da
agua do local amostrado ocorreu ap6s junho de EX& ponto localiza-se proximo a uma
estrada pavimentada e pode ter recebido hidrocerb®re compostos de petrdleo que, por
lixiviacdo, afetou a qualidade destas aguas.

A citotoxicidade e genotoxicidade de trés amostltasagua de uma pequena
bacia urbana formada pelos Corregos Agronomia aév@ap na regido metropolitana de
Porto Alegre/RS — Brasil, foi avaliada por Carda&toal. (2006) por meio da medicado da
eficiéncia de clonagem e pelo teste do MN em cgMlZ9. Os resultados mostraram efeitos
citotéxicos somente para as amostras de agua datetes areas com urbanizacdo média e
alta. As amostras de agua destas areas possuementlife concentragdes de cloroférmio,
bromodiclorometano, tolueno, etilbenzemopxileno e 1,4-diclorobenzeno, compostos que
podem ter relacdo com a maior citotoxicidade olzskay Quanto ao dano genotoxico,
somente a amostra proveniente da area com maipag&a urbana induziu danos no DNA de
células V79, visualizados por meio do teste do MN.

Corantes téxteis sdo descartados no ecossisteraticagpor meio de efluentes

industriais e podem expor a biota local a efeitdgessos. Tsuboy et al. (2007) testaram a
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genotoxicidade e a citotoxicidade de cinco conegds (200 pg/mL, 400 pg/mL, 600
pg/mL, 800 pg/mL e 1000 pg/mL) do corante CI DispeBlue 291 pela aplicagdo dos
ensaios do cometa, do MN e de viabilidade celutacélulas de hepatoma humano (HepG2).
Concentragfes iguais ou maiores a 400 pg/mL levaram aumento na freqiéncia de danos
no DNA e na frequéncia de MN, além de diminuir abilidade celular. Os resultados deste
estudo demonstraram que o corante Cl Disperse BQle apresenta efeitos citotdxicos,
genotoxicos e mutagénicos para células de mamjfeergindo de alerta para o perigo
potencial que os corantes azdicos representamogasares humanos e para 0S organismos
aguaticos, eventualmente, expostos a esta clagsddmtes.

O rio Songhua é um dos maiores rios da China prinaipal fonte de agua para
a industria e a agricultura, bem como a fonte dedmptavel para milhées de habitantes que
vivem ao longo dele. A alta contaminacéo deste riiada por esgotos domésticos e efluentes
industriais. Liu et al. (2007) utilizaram o ensd®transformacédo de células e SCE em cultura
de células NIH3T3 e de linfécitos humanos, pardficar o potencial carcinogénico de
amostras de aguas deste rio. Tanto as amostramdasdeno verdo como as no inverno
induziram transformacdes celulares. As células NIHBansformadas perderam a inibicdo de
contato e a dependéncia de ancoragem, crescendglemerados, de maneira muito rapida.
As freqléncias de guebras observadas no ensaiGEepara as amostras de agua avaliadas,
foram estatisticamente significativas, indicandaaymtencialidade genotoxica para as aguas
do rio Songhua.

Em outro estudo, Liu et al. (2009), compararamiadaide genotdxica de aguas
coletadas no rio Songhua, durante os anos de 220@3 com as coletas realizadas nos anos
de 1994-1995 (LIU et al., 2007). O ensaio de SC&teste do MN foram realizados em
cultura de linfocitos humanos. Os resultados obtido ensaio de SCE mostraram uma
relacdo dose-dependente para todas as concentrmsiadas (15, 30, 60, e 120 para a
amostra do inverno e 12,5, 25, 50, e 100 mL de/agdude meio para a amostra do verao),
sendo as frequéncias de SCE registradas para esdan®002-2003 maiores do que as das
amostras de 1994/1995, o que mostrou um comprometintrescente deste rio ao longo do
tempo. Os MNSs resultantes dos testes realizados aormmostras de 2002/2003 também
foram induzidos de forma dose-dependente, levansloautores a concluirem que 0s
contaminantes das aguas do rio Songhua podem aarsas cromossOmicos e instabilidade
do genoma nos linfécitos humanos, e, conseqientem@scos para 0s seres humanos que

fazem uso das aguas deste recurso hidrico.
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Zegura et al. (2009) utilizaram o teste do MTT e aioneta em células de
hepatoma humano (HepG2) para avaliar a citotox@da a genotoxicidade de 51 amostras
de aguas de varias origens (residuais de hospitaisistrias quimicas, de estacdo de
tratamento de efluentes, de superficie de riogesla agua potavel). Os autores detectaram
citoxicidade em seis das amostras testadas. Pstodos realizados, foi concluido que a
genotoxicidade das aguas de rios e lagos pareee lggada a presenca de filtros UV
presentes em protetores solares de banhistas, oqgaee a genotoxicidade de aguas
residuais de hospitais ja& tem uma associacdo tamtoa contaminacdo por medicamentos
como por material de higiene, como detergentesnfé¢ésntes e halogénios, usados em
grande quantidade nestes locais. Segundo os gutsreasaios de MTT e cometa em células
HepG2 se caracterizam em eficientes ferramentasdetaccdo da genotoxicidade e
citotoxicidade de amostras de efluentes complexuos monitoramento da qualidade da agua
superficial.

Ohe et al. (2009) avaliaram a genotoxicidade de derivados do diclorobifenil
{o 3,3-diclorobenzidina (DCB,4,4’-diamina-3,3-darobifenil) e o 4,4’-diamina-3,3'-
dicloro-5-nitrobifenil (5-nitro-DCB)} e trés congéres do PBTA {0 2-[2-(acetilamina)-4-
[bis(2-metoxietil)amina]-5-metoxifenil]-5-amina-tdmo-4-cloro-2H-benzotriazol (PBTA-
1); o 2-[2-(acetilamina)-4-[N-(2-cianoetil)etilanai5-metoxifenil]-5-amina-7-bromo-4-
cloro-2H-benzotriazol (PBTA-2) e o 2-[2-(acetilam)aminal-4-[bis(2-hidroxietil)amin]-5-
metoxifenil]-5-amina-7-bromo-4-cloro-2H-benzotridzo (PBTA-6)}, considerados 0s
principais contaminantes do rio Waka, Japao, alémedlizar testes com amostras da agua do
proprio rio. O composto 2-amino-3,8-dimetilimidgZob-flquinoxalina (MelQx) foi utilizado
como controle positivo, por ser considerado um icdgeno humano pela Agéncia
Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (IARC)poe ser uma substancia com
caracteristica quimica semelhante (amina arom&@msjjuimicos DCBs e PBTAs. Pelo teste
SCE, houve um efeito dose-resposta positivo padastms quimicos avaliados (DCBs,
PBTAs, MelQx) e para as amostras de agua do rica\Maks concentragdes testadas (1,25 a
10 pg/mL de 5-nitro-DCB, PBTAs e MelQx; 1 a 20 ub/rde DCB; 6,25 a 25 mL
equivalente de agua/mL de meio). Segundo os regglta classificacdo para o potencial de
inducado de SCE seguiu a proporcao: 5-nitro-DXOBelQx > PBTA6 > PBTA-1= PBTA-2 >
DCB. As amostras de agua coletadas no rio apresemtama concentracédo de 2,5 a 19,4
ng/L de 5-nitro-DCB e 4100 a 18900 ng/L de DCB,,gegundo os autores, sédo valores que

contribuiram pouco na inducdo de SCE. Os autoreslwem neste trabalho, que alguns
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compostos desconhecidos podem estar contribuindd p@enotoxicidade das aguas deste
ro.

Rocha et al. (2009) verificaram a genotoxicidadesddimentos coletados em
varios pontos ao longo do Rio Tieté, utilizandotuna permanente de fibroblasto RTL-W1.
Nesse estudo, amostras do sedimento foram coletadasete locais diferentes: nascente,
reservatorios Ponte Nova e Billings (regido de alensidade populacional e grande
deteriorizacdo do rio), reservatorios Barra Boriariri, Promissédo e Trés Irméaos. Os dados
do teste do cometa mostraram um grande aumentenmoxicidade da nascente do Rio para
a represa Billings (regido da cidade de SP) e umandicdo a jusante da Billings,
evidenciando o grande impacto causado pela poldiedta regido. Diluicdo por tributérios, a
jusante, resultou numa diminuicdo significativa danotoxicidade dos contaminantes

vinculados aos sedimentos.

4. Efeitos da desinfeccao de dgua poluida para onspmo humano

A desinfeccéo das aguas de reservatorios natwesisiddas ao consumo humano
€ considerada um dos grandes avancos da saudeagp(Bhil, 2009). No entanto, quando
agentes como o cloro, o ozdnio, o diéxido de clowas cloraminas sao utilizados no
processo, eles podem reagir com as substanciagalnante presentes na agua ou
introduzidas pela poluicdo, formando subprodutosddsinfeccdo denominados de DBPs
(Disinfection By-Products) (LU et al., 2002; YUAN al., 2005). A formacdo de DBPs
depende do tipo e da qualidade dos reservatorinsamde agua e do tipo de desinfetante
utilizado. O cloro (CGI— cloro gasoso), por exemplo, que é um dos deairtts primarios de
agua mais utilizados em todo o mundo, produz cotopazrganicos halogenados volateis e
nao volateis (trihalometanos, acidos haloacéti@djidroxifuranonas, que podem causar
efeitos danosos ao material genético dos organisimtiszindo, inclusive, ao cancer (LU et
al., 2002; SHI et al.,, 2009). Numerosos DBPs mut@g8& e carcinogénicos podem ser
formados pelos processos de desinfeccdo da agésep@ representar um perigo para a
saude humana, principalmente, por se caractenmzamea via de exposicao diaria e cronica.

Desinfetantes primarios podem ser substituidosspelmmados desinfetantes
alternativos, como o ozénio, o dioxido de cloroseckbraminas. A desinfec¢do sequencial
com o0z6nio ou dioxido de cloro, seguido por clotetn aumentado a eficiéncia da
desinfeccao (SHI et al., 2009).
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Lu et al. (2002) utilizaram o teste do MN e 0 eas# cometa para verificar 0s
danos genotdxicos e mutagénicos que a agua clonada em células HepG2. Foram
encontrados aumentos significativos da frequéneidMtll e de danos no DNA nas células
tratadas, quando comparadas ao teste controleesDiados indicaram que as amostras de
agua potavel clorada, obtidas a partir de agua lmoiuida do lago D (China), foram capazes
de induzir efeitos clastogénicos e/ou aneugénipasbras na fita de DNA e/ou danos alcali
labeis em células de mamiferos, testadagtro. Frente a esses dados, os autores alertam para
o perigo de consumo de agua potavel, obtida de dguta poluida clorada, pela
potencialidade de inducdo de danos ao materialtiggpndos organismos, caracterizando-se
em um potencial perigo para a saude humana.

Células HepG2 foram utilizadas por Lu et al. (20pd)a verificar os efeitos
genotoxicos da agua potavel clorada provenientagibDong e do rio Yangtze, na cidade de
Wuhan, China, por meio do ensaio do cometa e de ths MN. As culturas de células
HepG2 foram expostas a varias concentracdes de(Aduéy, 1,67, 16,7 e 167 mL de 4gua
clorada/mL de meio de cultura). Todas as amodfiasy do lago como do rio, causaram um
aumento dose-dependente significativo na migragadMIA. Os resultados indicaram que as
amostras de agua coletadas durante o verdo (agastodaram danos ao DNA
significativamente maiores do que aquelas coletadasnte a estacdo fria (marco). Além
disso, foram registrados aumentos significativodragiéncia de MN das células HepG2,
apos o tratamento com as amostras de agua. Nd@mniama este teste, as amostras coletadas
no inverno apresentaram genotoxicidade maior doaquelas coletas no verdao. Mesmo néo
tendo explicacOes para estas diferencas nos r@ssiltpresentados nos ensaio do cometa e
teste do MN, os autores concluem que as célulaSRiepnstituem uma ferramenta util para
a deteccao de efeitos genotoxicos de misturas atalsecomplexas.

O lago Donghu e os rios Yangtze e Hanjiang saoéssarincipais cursos de agua
potavel da metrépole Wuhan, China. O principal [mola desses recursos hidricos é a
eutrofizacdo provocada pela poluicdo organica doc@ésagricola e industrial. Para verificar
0 potencial citotoxico e genotoxico de amostrasagea provenientes desses trés recursos
hidricos, apds a desinfeccdo com cloro, Yuan ef28I05) realizaram os testes do cometa,
estresse oxidativo, potencial antioxidante e cdictdade em células HepG2. Todas as
amostras de agua apresentaram genotoxicidaddcadefpor meio da indugdo na migracao
de DNA no ensaio do cometa e também levaram a umemio na formacdo de

malondialdeido (MDA) em células HepG2, indicandtresse oxidativo causado pela agua
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clorada. O MDA é um aldeido formado por um procefsoeacdes em cadeia, resultante da
acao dos radicais livres sobre os lipidios insdnsada membrana celular (peroxidacao
lipidica - LPO), gerando, principalmente, radicaiguila, alcoxila e peroxila, que destroem a
estrutura da membrana, promovem a faléncia dos mseeas de troca de metabdlitos e,
numa condi¢cdo extrema, levam a célula a morte. CANYDde se ligar a macromoléculas
como o DNA e causar danos mutagénicos e carcinogenh reacdo do MDA com o acido
tiobarbiturico (TBA) forma produtos que podem iratiniveis de estresse oxidativo sofridos
por uma célula (LIMA; ABDALLA, 2001). Um aumento n@ermeabilidade da membrana
celular, provocado pela LPO, pode causar perdaadiatd desidrogenase (LDH) celular.
Neste estudo, a perda de LDH celular aumentou prap@lmente com o aumento de
aldeidos TBA-reativos, mostrando uma correlacacetalirentre estresse oxidativo e
citotoxicidade. Os resultados do teste de potermgiibxidante mostraram uma reducéo na
concentracdo de glutationa (GSH) nas células. &efgparacdo dos niveis de aldeidos TBA-
reativos com o0s niveis de GSH, os autores conoluijae a GSH foi consumida pelos
subprodutos do processo de LPO e que esta dimoiggéu a uma maior vulnerabilidade
celular, por esta substancia estar envolvida comlef@sa preventiva contra o estresse
oxidativo. Provavelmente, a interacdo de amboga@sepsos esteja envolvida com o aumento
de MDA, com a diminuicao de GSH e com a migraca®NA. Os autores afirmaram que as
aguas dos trés recursos hidricos podem causapxidiolade, estresse oxidativo e danos ao
material genético, quando submetidas a desinfqugéprodutos a base de cloro.

Shi et al. (2009) avaliaram a toxicidade da aguai@dianjiang (China), apés a
desinfeccdo por oz6nio, diéxido de cloro ou clooano desinfetante primario, seguido de
cloro como desinfetante secundario, por meio die tés viabilidade celular (MTT), teste do
MN, ensaio do cometa e estresse oxidativo. As aeltdlepG2 expostas a extratos da agua
bruta e da agua tratada pelos varios processaosjtguando comparadas com o controle,
apresentaram um aumento no nivel de estresse igriddé danos no DNA e de frequiéncia
de MN, diminuindo a viabilidade destas células,sapd horas de exposi¢cdo. Segundo os
autores, tratamentos sequenciais cogno® CIQ, como desinfetante primario, seguidos de
desinfeccdo com cloro, reduziram a formacdo de redopos, mas nao reduziram a

toxicidade da agua do rio Hanjiang.
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5. Outras fontes de contaminagéo

5. 1. Metais

O cromo hexavalente € um contaminante ambientgs dantes antropogénicas
incluem a queima de combustivel, as emissfes distiias metallrgicas e as aguas residuais
de uma variedade de industrias, tais como galvasti@) curtume e indastria téxtil (WISE et
al., 2009). Matsumoto et al. (2003) utilizaram sa&n do cometa em células CHO-K1 para
verificar a contaminacdo ambiental por residuosrdeno derivados de efluentes de curtume
lancados no Corrego dos Bagres, municipio de FrdB8&dBrasil). As amostras foram
coletadas durante as quatro estacbes do ano, emotd@s diferentes: 200 m acima do
descarte do efluente, no local de descarte e ar2@paixo do descarte. Todas as amostras
apresentaram resultados positivos, sendo que astrasido local do despejo e a jusante dele
apresentaram as maiores taxas de quebra no maeniélico, sugerindo que a presenca de
niveis altos de cromo naquelas aguas induziu uneatoma porcentagem de dano no DNA.
Os resultados indicaram ainda, um maior compronegticnna qualidade da agua no outono,
caracterizada como uma estacdo quente e com bandses pluviométricos. Pelos
resultados, os autores afirmam que o ensaio dotaarpastitui uma ferramenta sensivel para
avaliagdo e monitoramento ambiental de aguas camadas com efluentes contendo
residuos de metais, como o cromo.

O potencial genotoxico das aguas do rio Sapucazifatrocinio Paulista
(SP/Brasil), o qual recebe efluentes de curtumeoaseqientemente, é contaminado com
cromo, foi analisado por Matsumoto et al. (200%9), meio do ensaio do cometa em células
CHO-K1. Os resultados indicaram alta genotoxiciddds aguas coletadas a jusante do
descarte do efluente, onde as concentracdes deo dayam elevadas. Durante o verdo, 0s
efeitos genotdxicos observados nédo foram signiMicat quando comparados ao controle,
resultados estes explicados pelos autores comardetas da alta pluviosidade registrada
naquela estacdo do ano, o que pode ter diluidsjadenavelmente, os contaminantes do rio.

A contaminacgéo da agua com ions metalicos, prontsale aguas subterraneas,
induUstrias, curtumes e mineracdo, favorece a pralfio de algas marinhas, levando ao
fendbmeno de floragdo e a consequente producao »deasomarinhas que contaminam
bivalves das regifes costeiras de todo o mundobi@dves contaminados pelas toxinas
apresentam-se também contaminados por ions metéfirmos. Quando estes moluscos séo

ingeridos pelo homem ou por outros animais, traasfeos metais como cadmio, arsénico,
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chumbo e cromo para estes organismos, colocandoagsco pelas patologias que podem
induzir como o céancer, por exemplo. Estudos reddtigzapor Souid-Mensi et al. (2008)
verificaram a presenca de ions metéalicos em bisatetetados em Boughrara, Tunisia, em
uma area de producdo de mariscos, onde a pesqaofbida por causa da poluicdo por
metais. A presenga de ions metalicos toxicos, conmmo e cadmio na carne, na concha e na
agua liberada pelos moluscos, levou os autoresvestigarem os efeitos toxicos desses
metais, quando combinados com o acido ocadaicinéaderivada da floracdo de algas), em
cultura de células intestinais de mamiferos (C3g¢@@r meio do ensaio de citotoxicidade
(MTT), LPO, fragmentacdo do DNA e apoptose. Todsstestes mostraram resultados
positivos para o acido ocadaico, tendo efeitos slanprogressivos, conforme se aumentava a
concentracdo de cromo e cadmio adicionado ao &@idautores concluiram que os efeitos
toxicos do acido ocadaico podem ser intensificgoela presenca de ions metalicos nos
mariscos, levando, pela magnificacdo, ao aumentoitdéoxicidade e genotoxicidade nos
organismos situados em niveis superiores da ctdéiza.

O ambiente marinho é um local comum para deposigdoromo hexavalente,
expondo as espécies marinhas continuamente a exat m que pode contribuir para o
declinio populacional de certos organismos como,ggemplo, o ledo-marinho de Steller.
Wise et al. (2009) realizaram ensaios de citotdade e clastogenicidade com fibroblastos de
pulméo do ledo-marinho de Steller para avaliar fegos de varias concentracdes de dois
compostos: concentracdes 1 a 25 uM de cromatodie &bluvel) e concentracdes de 0,1 a
10 pg/cmi de cromato de chumbo (insolivel). Os resultadostra@m que os dois
compostos apresentaram resposta dose-dependenteitodécidade e genotoxicidade,
indicando que o cromo pode afetar negativamentesrssidade populacional dos lebes-

marinhos de Steller.

5. 2. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sé@ompostos organicos
constituidos por dois ou mais anéis aromaticos eéwsablos, que caracterizam uma classe de
poluentes organicos comuns no ambiente. Estes &iagpeado produzidos, principalmente,
pela queima de combustiveis fosseis, producdo m@aarefino e transporte de petréleo. Os
HPAs podem ser introduzidos em aguas de rios, lagosares, por meio de derrames
acidentais de petréleo, descarte de operacOestiritie esgoto urbano. Devido a sua ampla

distribuicdo, os HPAs sdo um dos contaminantes emtdis mais perigosos, pelas suas
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propriedades toxicas, mutagénicas e carcinogéiddA, et al., 2006). Segundo Leme e
Marin-Morales (2008), aguas contaminadas com HR#em levar a efeitos genotoxicos e
mutagénicos em organismos expostos.

Os sedimentos tendem a apresentar concentracoes aleaiadas de HPAS,
devido a sua natureza hidrofobica, o que aumeetgasicdo de animais bentdnicos a esses
contaminantes (AOUADENE et al., 2008). Aouadenale{2008) avaliaram os sedimentos
do rio Cadiére, Franca, por meio de uma baterendaios, dentre eles o teste do MN e ensaio
do cometa em células CHO (com e sem ativacdo nle@apdOs autores verificaram que
todas as cinco amostras coletadas no rio e testadasmeio do ensaio do cometa,
apresentaram quebras de fita simples. Em relacgiefados clastogénicos, quatro das cinco
amostras de sedimentos induziram aumento na freglé&e MNs em células CHO com
ativacdo metabdlica, enquanto trés amostras iraluzaaumento de MNs em células sem
ativacdo metabdlica. Este rio esta exposto a difesefontes de poluicdo industrial e urbana
e, neste caso, 0s autores sugerem que 0s efeitoBgEeos e mutagénicos registrados para o
rio podem estar relacionados a presenca de nitrogreaminas aromaticas e HPAS,

identificados nos seus sedimentos.

6. Concluséo

Com base em todas as informacdes apresentadasengséa, observa-se que 0s
testes realizados com células de mamiferos s&stegpidos e sensiveis para a deteccéo da
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidadeftleentes, aguas superficiais e sedimentos
de rios e lagos, evidenciando a eficiéncia desssai@ na avaliacdo e monitoramento da

qualidade dos recursos hidricos impactados poerms industriais, domésticos e agricolas.
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Amostra/recurso hidrico Tipo celular/cultura Ensaios Supostos contaminantes Referéncias
Rios Katsura, Nishitakase e
Kamo (Kyoto/Japéo) CHL — pulméao de hamster SCE Efluente de inddstria quimica Ohe et al., 1993

Efluente de industria de celulos

(Ontério/Canadd)
Rio Salzach (Austria)

Rio Labe e efluentes industriait

(Bohemia/Republica Tcheca)
Aguas residuais de usina
termelétrica e metallrgica
(Cracovia/Polbnia)

Lago Taihu e seus afluentes
(China)

Rio Cai (RS/Brasil)

Cérrego da Universidade de
Connecticut (EUA)

Lago D (China)

Cérrego dos Bagres (SP/Brasil

Lago Dong, Rio Yangtze
(China)
Rio Sapucaizinho (SP/Brasil)

Lago Donghu, Rios Yangtze e
Hanjiang (China)

V79 — pulmao de hamster
TIB73/TIB75 — figado de rato

Hepatdcito de rato

Linfécito humano

HepG2 — hepatoma humano

Linfécito humano

Linfécito humano

Célula fetal de rato

HepG2 — hepatoma humano
CHOK1 — ovario de hamster
HepG2 — hepatoma humano

CHOK1 — ovério de hamster

HepG2 — hepatoma humano

Ensaio de precipitacdo de DN/

SCE, MN, AC
Ensaio de citotoxicidade
AC

Ensaio do cometa

MN
MN

Teste de eficiéncia de clonage!

Ensaio do cometa, MN

Ensaio do cometa

Ensaio do cometa, MN
Ensaio do cometa

Ensaio do cometa, estresse
oxidativo, potencial

antioxidante, citotoxicidade

Efluente urbano e industrial

Efluente de indUstria quimica

Efluente urbano

Efluente de indUstria quimica

Efluente de curtume/metais

Efluente de curtume/metais

Efluente urbano e industrial,

agricultura

Rao et al., 1995
Eckl, 1995

Cerna et al., 1996

Kosz-Vnenchak e Rokosz, 1997

Kong et al., 1998

Lemos e Erdtmann, 2000
lerace e Dye, 2001

Lu et al., 2002
Matsumoto et al., 2003
Lu et al., 2004

Matsumoto et al., 2005

Yuan et al., 2005
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Rio Agronomia e Capivara
(RS/Brasil)

Corante Disperse blue (Brasil)

Rio Songhua (China)

Rio Cadiere (Franca)

Cromo, cadmio e acido
ocadaico

Rio Songhua (China)
Efluente industrial, hospitalar,
de estac¢Oes de tratamento de
efluentes e agua de rios e lago
(Eslovénia)

Derivados de diclorobifenil e
Rio Waka (Japéo)

Rio Tieté (SP/Brasil)

Rio Hanjiang (China)
Cromato de sbédio e cromato dt

chumbo

V79 — pulméo de hamster

HepG2 — hepatoma humano
NIH3T3 - fibroblasto humano

CHO - ovario de hamster

Caco-2 — células intestinais

Linfécito humano

HepG2 — hepatoma humano

CHL — pulméao de hamster
RTL-W1 — fibroblasto humano

HepG2- hepatoma humano
Fibroblasto de pulméo de ledo

marinho

Teste de eficiéncia de
clonagem, MN

Ensaio do cometa, MN,
viabilidade celular
Transformacao celular, SCE
Ensaio do cometa, MN

MTT, LPO, fragmentacao do
DNA, apoptose

SCE, MN

Ensaio do cometa, viabilidade

celular

SCE

Ensaio do cometa

Ensaio do cometa, MN, estres:
oxidativo e MTT

Ensaio de citotoxicidade e

clastogenicidade

Efluente urbano e industrial
HPA’'s

Efluente urbano e industrial

BCD’s

Efluente urbano e industrial

Cardozo et al., 2006
Tsuboy et al., 2007
Liu et al., 2007

Aouadene et al., 2008

Souid-Mensi et al., 2008
Liu et al., 2009

Zegura et al., 2009

Ohe et al., 2009
Rocha et al., 2009

Shi et al., 2009

Wise et al., 2009
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Resumo

O teste de aberragbes cromossdmicas (ACs) realzadd\llium cepaconstitui um ensaio
muito sensivel e confiavel para o biomonitorametgaecursos hidricos. O ribeirdo Tatu é
um importante recurso hidrico da cidade de Lim&Fa/Brasil, no entanto, recebe severas
agressoes, pelo despejo de efluentes domésticostratamento, efluentes industriais e
lixiviados da agricultura, o que vem comprometergidystancialmente, a qualidade de suas
aguas. Este trabalho teve como objetivo avaliarpotenciais citotoxico, genotoxico e
mutagénico das aguas deste ribeirdo, ao longoddeotseu curso, por meio do teste de ACs e
do micronucleo (MN) em células meristeméaticas allaél ik da raiz deA. cepa Foram
realizadas coletas sazonais em cinco diferentepalo ribeirdo, entre os anos de 2008 e
2009. Os dados referentes as analises fisico-gasnmeécaos bioensaios realizados com as
amostras de agua mostram que os periodos de seass $hais criticos, pois exibiram os
maiores indices de contaminacdo quimica e levasaraspostas mais severas de indugdo de

ACs e de MNs no organismo teste utilizado.

Palavras-chave:Aberracfes cromossdmicas, microndcleo, célujaséfulas meristematicas,

genotoxicidade e mutagenicidade.
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1. Introducéo

O crescimento populacional nos centros urbanoggenado, ao longo dos anos,
grandes impactos aos ecossistemas, em especiajuatica, devido, principalmente, aos
descartes de efluentes domeésticos e industriaisteréeréncia de atividades agricolas.

Efluentes domésticos e industriais, tratados dedanadequada ou néo tratados,
contém perigosos compostos quimicos que podemimeligitos citotdxicos e genotdxicos a
biota exposta (CLAXTON et al., 1998; RANK; NIELSEN998). Tais efluentes contém
misturas complexas, formadas pela associacdo aweageomo pesticidas, metais, diferentes
residuos industriais, hidrocarbonetos policicliaosmaticos (HPA), aminas heterociclicas e
uma variedade de outras substancias (VEGA et396;1DEARFIELD et al., 2002; OHE et
al., 2004) que, em muitos casos, podem nao levafe@os imediatos nos organismos
expostos, mas, a longo prazo, podem diminuir a esuds dos mesmos (WHITE;
RASMUSSEN, 1998).

A grande preocupag¢do com a qualidade dos recuisibEds tem levado os
pesquisadores a desenvolverem metodologias cadazagaliar as reacdes dos organismos
frente a poluicdo ambiental. Para os estudos detonamento da qualidade da agua, os
métodosin vitro apresentam vantagens, em relacdo inogivo, pela possibilidade de se
limitar o nUmero de variaveis experimentais; faeitle de obtencdo de dados relevantes; e
curto periodo necessario para o desenvolvimentde$tes, quando comparados com outras
técnicas rotineiramente usadas (ROGERO et al.,)2003

O teste de aberracbes cromossdomicas (ACs) Amcepa vem sendo
mundialmente empregado em estudos de genotoxicatatdental (GRANT, 1994; RANK;
NIELSEN, 1994). Por ser um teste muito sensiveldesenvolvimento rapido e confiavel,
tem sido usado, com sucesso, em monitoramentocdesos hidricos (MATSUMOTO et al.,
2006; EGITO et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 20085ANA et al., 2009;
HOSHINA et al., 2009; BARBOSA et al., 2010; RADEt al., 2010).

Este trabalho teve como objetivos avaliar, por ndeideste de ACs e do MN em
células meristematicas e Ke raizes dé\. cepa os potenciais citotoxico, genotoxico e
mutagénico das aguas do ribeirdo Tatu, regido mheita/SP, que vem sendo, continuamente,
impactadas por efluentes domeésticos sem tratamefit@entes industriais e lixiviados da

agricultura.
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2. Material e Métodos

2.1. Localizacao e caracterizacdo da area de estudo

A bacia do ribeirdo Tatu, um dos principais curgb&gua da cidade de
Limeira/SP, Brasil (a 150 km de Séo Paulo), atrsevegrande parte da area urbana do
municipio. Nasce na zona rural do municipio de €Eoégolis/SP e desagua no Rio
Piracicaba (figura 1). Segundo a Resolucdo CONAMA/3005, o ribeirdo € considerado, na
area urbana, um rio de classe 4, ou seja, suas &joadestinadas apenas a navegacao, a
harmonia paisagistica e aos usos menos exigente$EEB, 2009). Possui inameros
problemas como o lancamento de efluentes domeésigudustriais sem tratamento, impacto
por produtos agricolas e auséncia, quase totahatlas ciliares (MARRARA, 2008). Recebe
82% da carga poluidora de origem doméstica de @opdis, in natura, ou seja, sem
tratamento, e 72% do esgoto domeéstico de Limegads que somente 56% do total de
esgoto coletado na cidade é tratado (CETESB, 2009).

2.2. Coleta das amostras de agua

Foram coletadas amostras de agua em cinco difereotgos do ribeirdo Tatu,
em trés épocas distintas: novembro de 2008 (pertpemte e seco), fevereiro de 2009
(periodo quente e chuvoso) e agosto de 2009 (mefilmde seco). Os locais de coleta foram:
P1 — nascente do rio (23 K 247922 m E e 7511007)nPR — apOs passar pelo perimetro
urbano do municipio de Cordeirépolis e receberrgecde tributarios domésticos da cidade
(K 247922 m E e 7511007 m N); P3 — a montante dongtro urbano da cidade de Limeira
(23 K 251367 m E e 7507063 m N); P4 — dentro daaazobana de Limeira (K 254682 m E e
7500823 m N); e P5 — ap0s receber efluentes darnéstiindustriais da cidade de Limeira, e
situado na zona rural da cidade, a cerca de 2.680mantante do desague no Rio Piracicaba
(23 K 258237 m E e 7492132 m N).

Para a realizagao dos ensaios, foram coletadosxiadamente, dois litros de
agua de cada ponto de coleta, que foram transpsttadediatamente, para o Laboratorio de
Mutagénese da UNESP — Campus de Rio Claro, ondeapecceram sob refrigeracao (4° C),
até sua utilizacdo nas analises.

Os dados meteorolégicos da area de estudo foraradidos pelo Laboratério de
Ecotoxicologia Aquéatica e Limnologia da FaculdageT@écnologia da UNICAMP — Campus
de Limeira (tabela 1).

2.3. Material biol6gico
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Neste trabalho, foram utilizadas semente®\deepa,variedade Baia piriforme,
da mesma marca (Tops&ge lote, a fim de evitar respostas diferentesdieersas fases do

estudo.

2.4. Andlise fisico-quimica das amostras de agua

A analise fisico-quimica das amostras de aguaansdstnos diferentes pontos do
ribeirdo foi realizada no Laboratério de QuimiaaoelLaboratério de Microbiologia do Centro
de Estudos Ambientais (CEA), da UNESP, Campus de GRaro. Foram avaliados os
seguintes parametros: temperatura, condutividddiecqr aparente, turbidez, salinidade, STD
(sélidos totais dissolvidos), OD (oxigénio dissdii, aménia, nitrito, nitrato, fésforo total,
DBO (demanda bioquimica de oxigénio) e os metaignadio, cadmio, chumbo, cobre,

cromo, niquel e zinco.

2.5. Teste de ACs e do MN em células meristemdiEade A. cepa

Para a aplicacao dos testes de ACs e do MN enasétutristematicas de raiz de
cebola, foi adotado o protocolo descrito por Gréifd82), com algumas modificacbes
padronizadas pelo Laboratério de Mutagénese da PNE&npus de Rio Claro. Sementes de
A. cepaforam colocadas para germinar em placas de Betaidas com papel filtro, contendo,
em cada placa, amostra de agua coletada em unodtss{l a 5). O controle negativo (CN)
foi processado em agua ultrapura e o controleipogi€P) em metilmetano sulfonato (MMS,
Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3), na concentracdo deniflL. Quando as radiculas atingiram
cerca de dois centimetros de comprimento, foramtadas e fixadas em Carnoy 3:1. Apds a
fixacdo, as raizes foram submetidas a Reacdo dgefe(MELLO; VIDAL, 1978), para
coloracdo e sequente confeccdo das laminas. Ostemeas foram suavemente esmagados,
em lamina, em uma gota de carmim acético (2%),cebexrtos com laminula, que foram
retiradas em nitrogénio liquido. As laminas foramntadas, permanentemente, com resina
sintética. Foram confeccionadas 10 laminas paraa oaxperimento, sendo contadas,
aproximadamente, 500 células de cada lamina, Zzatalo 5000 contagens por amostra de
agua. Nesta andlise, foram contabilizadas as célutatadoras de ACs (metafases com
aderéncias e perdas cromossdmicas, anafases caoes,pquebras e perdas cromossémicas e
teléfases com pontes, quebras e perdas cromoss)neicde MN, em cada um dos testes
realizados. A observacdo e a fotodocumentacaceifiai €m microscopia de luz, em aumento

de 400 vezes.
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Para o teste do MN em célulag foi utilizado o mesmo procedimento descrito
acima, porém o material analisado foi a regigajbe se localiza 1 milimetro acima da regiao
meristematica. A contagem de MNs também seguiusarile para as laminas de células

meristematicas.

2.6. Inducéo de efeitos citotdxicos
Os efeitos citotoxicos foram determinados peladises do indice mitético
(IM), de acordo com a férmula a seguir:

|.M.(Indice Mit6tico) =__ n° de células em digio  x 100

n° total de células observadas

2.7. Inducdo de efeitos genotdxicos
Para a andlise da genotoxicidade, foram considsrasldiferentes tipos de ACs
(perdas, quebras, aderéncias e pontes cromosspmasadiferentes fases de divisdo mitética

das células meristematicasAlecepa

2.8. Inducao de efeitos mutagénicos
A analise dos efeitos mutagénicos foi feita poravda observacdo e contagem
de células micronucleadas, da regidao meristematitzaregido f; das raizes d&. cepa

2.9. Andlises estatisticas
Apés a obtencdo dos resultados de citotoxicidadenotgxicidade e
mutagenicidade, foi realizada a andlise estatjgbiel teste de Mann-Whitney, com p<0,05,

para verificar o nivel de significancia.

3. Resultados

Os resultados obtidos nas analises dos paramé&tios-fluimicos realizadas nas
amostras de agua coletadas ao longo do ribeirdio, Tias trés periodos descritos, estao
reunidos na tabela 2.

Com excecdo do P1, todos os pontos de coleta apmem@ altos indices de
contaminacgdo, evidenciados pelos resultados ddsnediros fisico-quimicos, sendo que 0s
maiores indices foram registrados para o P2 e P5.

Os resultados do IM, AC e MN, dos testes realizanscélulas meristematicas

e k. da raiz déA. cepagestao apresentados na tabela 3 e nas figura®.2a 1
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Na&o foi verificada nenhuma célula em processo deéenelular, tanto nos testes
com as amostras de agua como nos testes controle.

Verificou-se que houve uma diferenca significatesastre os IMs das células
submetidas a todas as amostras de aguas coletadasvembro de 2008 e o CN. As aguas
coletadas no P1 e P2 induziram um aumento do Igyamo que o P3, P4 e P5, levaram a
uma diminuicdo desse indice, quando comparadosMNdt&bela 3, figura 2). Na coleta
realizada em fevereiro, somente a amostra de agé& thduziu um aumento significativo no
IM (tabela 3, figura 5). Na coleta de agosto de 9Q200erificou-se uma diminui¢ao
significativa do IM para o P2 e um aumento pard @t&oela 3, figura 8).

As amostras de aguas coletadas em novembro dei2®@8ram um aumento
significativo no indice de AC para o P4 e P5, quacoimparados ao CN (tabela 3, figura 3)
As amostras coletadas em fevereiro de 2009 e agestd009 ndo apresentaram efeitos
genotéxicos significativos, em relacdo os resultadio teste CN (tabela 3, figuras 6 e 9). As
ACs encontradas com maior freqiiéncia nesse estudimf metafase com aderéncia, anafases
com quebra e com ponte (figura 11).

As células Fséo derivadas de divisdes mitéticas de célulasstapraticas (MA
et al., 1995). Os MNs observados na regiaqfigura 11) sdo decorrentes de perdas de
cromossomos inteiros e/ou de quebras cromossOmigss ocorreram nas células
meristeméticas e que nao foram incorporados a mentms nucleos das células filhas,
durante o processo de divisao.

Na tabela 3 também estdo apresentados os resultatides nas analises de
efeitos mutagénicos realizadas em células merisiceasée da regido,FFoi observada uma
diferenca significativa da presenca de MNs em aélaleristematicas para o P3, e em células
F1 para os P2, P4 e P5, na coleta de novembro de (8§06 4). Para a coleta de agosto de
2009, foi observada diferenca significativa de M&ms células meristematicas de cepa
tratadas com aguas coletadas nos P2, P3 e P5 epamostras do P2 e P4 testadas nas
células k (figura 10). Nao foram observadas diferencas ativas para inducdo de MNs
em células meristematicas gdtbmetidas as amostras de agua coletadas no négedsro
de 2009 (figura 7).

4. Discussoes
As analises fisico-quimicas, realizadas com assadoaibeirédo, indicaram que,
no periodo definido como quente/seco (novembro @@8Y ocorreram altos indices de

condutividade, STD, amdnia, DBO, aluminio e zindomenor indice pluviométrico também
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foi registrado em novembro de 2008 (32,2 mm), sngeruma maior concentragdo dos
poluentes provenientes, principalmente, do descrtesgotos domésticos sem tratamento e
de efluentes industriais feitos neste recurso ¢odrChristofoletti (2008) obteve resultados
semelhantes, em relacdo a esses parametros, @aresitu ecossistema Iéntico da regido
(Lago Azul, Rio Claro/SP), confirmando que o indipduviométrico influencia na
disponibilidade e concentracdo de poluentes na agua

A baixa concentracdo de OD verificada nas amosteaagua confirma a alta
contaminacéao do ribeirdo e a degradacao que elesgéendo, em quase todo 0 seu curso.

Nos ultimos anos, vem aumentando as emissdes daisnyaijudiciais ao
ambiente, em decorréncia do aumento de atividadissiriais e agricolas. Estas substancias
apresentam uma potencialidade mutagénica e/ounog#émica tanto para o0 homem como
para animais experimentais (EGITO et al., 2007).

As plantas sdo consideradas ferramentas Uteisveatigacdo da toxicidade e
genotoxicidade de metais (FISKESJO, 1988; STEINKEER et al., 1998; EVSEEVA et
al., 2003; CHANDRA et al., 2005; MATSUMOTO et a2006; UNYAYAR et al., 2006;
YILDIZ et al., 2009). Diversos estudos tém mostrage os efeitos genotoxicos dos metais
podem se manifestar como disturbios no fuso maGi@lteracdes na estrutura e no numero
cromossoémico (FISKEJO, 1983). Os metais sdo codbsgor induzir quebras e fragmentos
cromossOmicos e micronucleos tanto em plantas (MMMISTO et al., 2006,
KNASMULLER et al., 1998) como em mamiferos (KNASMLER et al., 1998).

De acordo com Pejchar et al. (2008), o aluminidtareente citotéxico para as
plantas, inibindo a polimerizagdo dos microtubulgmdendo agir diretamente no
citoesqueleto da célula e interferir no crescimelat® raizes das plantas (VOUTSINAS et al.,
1997; DOVGALUYK et al., 2003). Segundo Fiskesjo §29 1988), a genotoxicidade do
aluminio se deve a fragmentacao nuclear e a adaréeenossomica.

Os metais podem alcancar os ambientes aquéticosmpir de efluentes
domésticos, agricolas e industriais, e também eoordéncia de processos naturais de
lixiviagdo dos préprios constituintes do solo (CAR] 2010). Como o P1, ponto localizado
na nascente e que nao sofre os impactos provopatitbtancamento de efluentes domeésticos
e industriais, apresentou um indice de aluminitebés baixo, em comparagdo com 0s outros
pontos, sugere-se que a ocorréncia desses aliosgnths amostras de aguas coletadas nos
outros pontos, principalmente no P2 (0,43638 mgiLn®vembro de 2008 e 0,72368 mg/L

em fevereiro de 2009), decorre dos efluentes dieslzer nesse recurso hidrico.
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A amostra de agua coletada no P5, em novembro @&, 2presentou indices
altos para todos os metais avaliados, com exceg&Admio. Devido a sua estabilidade e
persisténcia, a presenca destes contaminantesiaadgstitui uma séria ameaca para a saude
dos organismos expostos (BARBOSA et al., 2010).

De acordo com Ragliet al. (2010), estudos combinados de analisesofisi
quimicas com métodos citogenéticos sdo Uteis pama wmelhor compreensdao dos
mecanismos de a¢ao dos quimicos poluentes, seictntds no monitoramento da qualidade
de aguas superficiais.

AlteracBes no IM podem indicar a presenca de agerden agdo citotoxica,
sendo um parametro confiavel para a avaliacdo tdtoxicidade de amostras ambientais e,
portanto, aplicaveis em monitoramento ambientalRIRENDES et al., 2007). Segundo
Hoshina (2002), IMs menores que o CN podem inditteracdes decorrentes da acdo de um
dado agente sobre o crescimento e desenvolvim@st@rganismos expostos, enquanto que
IMs superiores aos observados no CN sao decorrdateam aumento na divisdo celular, que
pode levar a uma proliferacdo desordenada de sétulaé mesmo a formacdo de tecidos
tumorais. Portanto, tanto a reducdo como o aume@ottM sdo indicadores importantes a
serem considerados nas avaliagdes de contaminaxderdal.

Segundo Smaka-Kincl et al. (1996), a diminuicdo bd em células
meristeméticas deé\. cepaé um parédmetro rapido e confiavel para a ideatiio e
monitoramento dos niveis de substancias com efetm®Xxicos, na agua de rios.

A agua coletada no P1 (nascente do ribeirdo), erambro de 2008, apresentou
o maior IM para essa coleta (44,12%). Apesar daksas fisico-quimicas sugerirem uma boa
qualidade da agua neste ponto (auséncia de poloig@mica), como mostrado pelo baixo
indice de DBO (4,9 mg/L de O2) e elevado indiceldie (6,53 mg/L), este ponto pode ter
sofrido a influéncia do escoamento de agrotoxiqgoiEados nas culturas de cana-de-acucar
que margeiam a nascente.

As amostras de agua do P2, coletadas nos trégdperie estudo, induziram
alteracOes significativas no IM, em relacdo ao EBte indice foi maior em novembro de
2008 e em fevereiro de 2009 e menor em agosto @@ H3te ponto localiza-se a jusante do
lancamento de esgoto doméstitonatura,da cidade de Cordeiropolis. Compostos presentes
nestes efluentes podem ter interferido no ciclaligesao celular e, assim, causado esse tipo
de alteracdo. O mesmo pode ter acontecido com 84°8,P5 para a coleta de novembro de
2008 e P4 para a coleta de agosto de 2009.
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As ACs séo alteragOes caracterizadas por uma madaacestrutura ou no
namero normal de cromossomos de uma espécie, ppdendrer de maneira espontanea ou
ainda como resultado da exposicéo a agentes quemictisicos (RUSSEL, 2002).

Verificou-se, pelos testes de ACs e MN ém.cepa,que todas as amostras
coletadas em fevereiro de 2009 ndo apresentaranmefedtos genotdxicos nem mutagénicos,
confirmando a alta diluicdo dos poluentes, em @déocia da alta pluviosidade do periodo,
conforme exposto para as analises fisico-quimagaguas das coletas de novembro de 2008
foram consideradas genotoxicas, para o P4 (aremanda cidade de Limeira) e P5 (montante
da &rea urbana de Limeira e regido rural, comdatde agricola). Como este periodo foi
caracterizado por uma baixa pluviosidade, novamaode-se relacionar a vazao do rio com o
seu comprometimento toxico, reforcando que uma m@acentracdo dos poluentes induz
alteracOes significativas nos organismos eventugknexpostos, corroborando as citacfes de
Christofoletti (2008).

As amostras coletadas em agosto de 2009 ndo iaduz#Cs, mesmo
apresentando baixa qualidade como verificado pafadises fisico-quimicas. Junior et al.
(2007) e Barbosa et al. (2010) ao estudarem ume@ore um lago, respectivamente,
verificaram que apesar destes recursos hidricassaptarem contaminacdo principalmente
por efluentes domésticos e industriais e por metsdssuas aguas nao induziram danos
genotdxicos e mutagénicos significativos em célulies A. cepa. Porém, os autores
registraram efeitos toxicos e citotoxicos signiiwas, como alteracbes no comprimento das
raizes expostas as aguas e aos sedimentos e di@&indo IM, que eles sugerem ser
decorrentes das altas concentragfes de metais.

Segundo Caritd (2010), a andlise das frequénciasstale ACs, indica a
genotoxicidade dos compostos presentes nas amdstragua, mas nao se seus efeitos séo
clastogénicos ou aneugénicos. Porém, a andlisedessale cada tipo de alteracdo induzida
pode indicar os mecanismos de acdo de um dadoncioatate sobre o material genético da
célula.

As aderéncias cromossémicas séo sinais tipicog&tataxica sobre o material
genético, que podem causar efeitos irreversiveia pa células, inclusive a sua morte
(FISKESJO e LEVAN, 1993; MARCANO e DEL CAMPO, 1999ARCANO et al., 1999;
TURKOGLU, 2007; FERNANDES et al., 2009). Segundorésao et al. (2004), a aderéncia
cromossOmica pode estar envolvida na formacéo neeparomossoémicas e, posteriormente,

em quebras cromossémicas. Portanto, as pontesmaafaou seja, pontes cromatidicas entre
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as porcdes cromossOmicas que estdo se separamehalogse quebram, podem resultar em
perdas de material genético (LUO, 2004).

Os dados obtidos neste trabalho estdo de acord@goetes relatados por Leme
e Marin-Morales (2008) e Mazzeo (2009), onde asrasf ao estudarem a acdo de
hidrocarbonetos de petréleo sobre o material geméte A. cepa verificaram que a alta
freqUéncia de anafases com pontes e quebras cr@micas pode ser resultante de metafases
com aderéncia.

Segundo Yi e Meng (2003) a presenca de fragmentosossomicos, derivados
de quebras cromossdmicas, indica uma acgéo clastagéduzida por um quimico. Assim, a
alta frequiéncia de quebras encontradas nas céhdestematicas dé. cepasubmetidas as
amostras de agua coletadas no P4 e P5, em novelml608, nos ddo uma indicacdo da
possivel presenca de compostos que induzem etdastogénicos no material genético dos
organismos expostos.

As andlises do potencial mutagénico foram realigg@da meio da contabilizagédo
de MN em células meristematicas e céluladd-raiz deA.cepa,submetidas a germinacdo em
amostras de agua coletadas nos cinco pontos daadbeatu (figura 11).

N&o houve resposta mutagénica significativa pamnasstras de agua coletadas
no periodo de alta pluviosidade (fevereiro de 206@rém, foram verificados MNs nas
células submetidas as amostras de agua coletad®® ,r&m novembro de 2008, e no P2, P3 e
P5, em agosto de 2009, coincidentemente periodes @és menor indice pluviométrico. Este
resultado pode ser justificado, como ja expost@ e outros parametros acima citados
(analises fisico-quimica e ACs), pela alta contagéio do rio, em decorréncia do descarte de
efluentes domésticos e industriais e pelo baixamel deste corpo d"agua nas estacfes secas
(baixa pluviosidade). Estes fatores podem agravguadidade das aguas deste rio, pela alta
concentracdo dos poluentes, tornando-o, nestesdpsri mais improprio a vida. Carita
(2010), ao estudar rios que recebem efluentes dmoe® industriais de um poélo ceramista
no Estado de Sdo Paulo, também verificou maiomscies de MN e ACs e. cepanas
coletas realizadas nos meses de menor indice d& ¢agosto e novembro). Amostras de
agua coletadas no rio Pitimbu, Rio Grande do NBr&sil, em um ponto proximo a uma area
industrial, apresentou danos genotoxicos e mutaggignificativos em relacdo ao controle.
Este rio, como o deste estudo, recebe efluentemnasbe industriais e drenagem agricola,
fatores que contribuem para o seu potencial emzindilteracdes genéticas (EGITO et al.,
2007)
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As ACs verificadas nas células meristematicas Adecepa, submetidas as
amostras de 4gua coletadas no P4 e P5, em novemi2@08, mostram uma correlacdo com
as frequéncias de MNs encontradas nas célulaesrfespondentes. Estes dados indicaram que
algumas células meristematicas portadoras de AGsayelmente, progrediram para células
F1 micronucleadas. Esses dados sao coincidentes cdaesascdes de Leme e Marin-Morales
(2008), onde as autoras mostram uma relacdo ddrgte a inducdo de ACs em células
meristematicas com presenca de MN em célujaguBndo avaliaram o potencial genotoxico
e mutagénico de um rio impactado por vazamentcetiélpo.

Comparando-se a frequéncia de células portadordéNde podemos notar que
algumas amostras de 4gua induziram MNs nas céhdastematicas e ndo nas célulagi3
para a coleta de novembro de 2008 e P3 e P5 maiata de agosto de 2009). A presenca de
MNs na regido meristematica e ndo napbde indicar que os danos induzidos nas células
meristematicas n&o foram transferidos e fixadoscéagas i conforme descrito por Bianchi
(2008) e Mazzeo (2009). Esta baixa frequéncia tldasek micronucleadas, em relagédo as
meristematicas micronucleadas correspondentes, pededecorrente da inabilidade de
divisdo das células portadoras de MN. Segundo M&. €0.995), células com MNs podem
apresentar uma diminuicdo do IM pela incapacidadsealdividirem, o que poderia levar a
uma menor quantidade de células micronucleadasgigor Fr.

Células portadoras de MNs podem indicar a preseti€a substancias
clastogénicas e/ou aneugénicas na agua do ribéli@oserem misturas complexas, essas

amostras podem ter tanto quimicos de acéo clastagéomo aneugénica.

6. Conclusao

O estudo de amostras ambientais, como, por exelgla, de rio, € um trabalho
complexo, visto que nessas amostras ocorre a gaierde varios fatores, como diluicdo ou
concentracdo de contaminantes, alteracdao de pH tndeeratura, despejos pontuais de
efluentes e escoamentos da agricultura, fatores gste podem interferir nas respostas dos
organismos expostos. Mesmo assim, pelos resultadosntrados nesse trabalho, pode-se
inferir que as aguas do ribeirdo Tatu, impactado gespejos de efluentes domésticos,
industriais e agricolas, apresentam potencial &itod, genotoxico e mutagénico para 0s
organismos a elas expostos, como verificado ntsstesalizados cox.cepa.

Com relacdo a sazonalidade, verificou-se que o$ogms de cheia, aqui

representados pelo més de fevereiro, sdo menostampas a biota do ribeirdo, uma vez que
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a maior vazéo pode diluir os contaminantes e, asgiminuir o seu potencial téxico. Por
outro lado, os periodos de seca, representados peises de agosto (seco/frio) e nhovembro
(seco/quente), sdo os mais criticos, em relacamaméca dos poluentes, jA que o menor
volume de chuva pode levar a uma maior concentrdga@oluentes, com correspondentes
efeitos sobre a biota exposta.

O sistema-testéd. cepase mostrou sensivel para as avaliagbes dos paienci
citotoxico, genotoxico e mutagénico das aguaslolirdo Tatu, representando um organismo

teste eficiente para detectar contaminacdes poergits domeésticos, industriais e agricolas.
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Tabela 1.Dados metereoldgicos referentes aos periodos de@ads amostras de agua no ribeirdo Tatu, regifionkira/SP.

Periodo de coleta Temperatura Temperatura Temperatura Umidade Relativa Precipitacédo
maxima (°C) minima (° C) média (° C) do Ar (%) pluviométrica (mm)
Novembro/2008 27,1 13,2 20,2 63 32,2
Fevereiro/2009 30,3 20,8 25,6 68 175,6
Agosto/2009 29,5 18,4 24,0 62 98,6

Nota: os valores foram obtidos por meio do caldas médias dos valores diarios.

Tabela 2.Parametros fisico-quimicos das aguas do ribeigho, Tegido de Limeira/SP, coletadas em agost®d8, 2evereiro de 2009 e agosto de 2009.

Amostras
Parametros Novembro de 2008 Fevereiro de 2009 Agosto de 2009

P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P5
Temperatura (°C) 23,59 27,32 24,81 24,58 25,82 625,3 26,37 25,94 26,39 26,20 21,13 21,01 21,10 20,90 0,82
Condutividade (uS/cm) 17 977 732 476 1125 17 223 7 13 212 373 17 692 391 377 517
pH 3,7 7,42 7,34 7,18 7,76 4,59 6,92 6,77 7,23 7,23 4,91 7,08 6,97 6,91 7,17
Cor aparente (units PtCo) 8 2482 477 322 942 2 319 241 162 352 4 944 473 221 556
Turbidez (NTU) 1,6 402,0 37,6 22,8 56,0 14 42 216 20 29 1,39 110 59 22 51
Salinidade (sal) 0,01 0,48 0,36 0,23 0,56 0,01 0,10 0,06 0,10 0,18 0,01 0,34 0,19 0,18 0,25
STD (mg/L) 11 635 475 309 731 11 145 80 138 244 11 450 254 245 336
OD (mg/L) 6,53 0,82* 2,43 1,04* 1,58* 5,61 1,17* 34, 4,11 1,38* 8,08 1,40* 2,83 2,20 0,69*
Amdnia (mg/L de NH) 0,08 10,76 6,64 2,31 26,60 0,08 2,28 0,60 1,62 884, 0,08 5,50 3,34 4,72 13,04
Nitrito (mg/L de NQ) 0,002 0,082 0,034 0,042 0,075 0,001 0,092 0,292 ,308 0,007 0,000 0,036 0,018 0,004 0,039
Nitrato (mg/L de NQ) 0,2 2,8 1,3 0,8 3,30 0,2 0,9 1,1 1,5 0,3 1,9 28 23 1,9 3,0
Foésforo Total (mg/L) 4,271 1394 1045 171,75 4139 0,6% 602,5 1554 329,5 789,5
DBO (mg/L de Q) 49 266 78 80 176 20,8 238 178 148 210 7,5 90 92 98 120
Aluminio (mg/L) 0,04359 0,43638 0,39898 0,31568 3684 <0,013 0,72368 0,24058 0,36448 0,17328 0,0990136568 <0,013 0,06543 0,21568
Céadmio (mg/L) <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 ,088 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003  <0,003 <0,003 G®,0 <0,003 <0,003
Chumbo (mg/L) <0,035 <0,035 <0,035 <0,035 0,481750,085 <0,035 <0,035 <0,035 <0,035 <0,035 <0,035 03®», <0,035 <0,035
Cobre (mg/L) <0,006 <0,006 <0,006 0,01105 0,320910,0686 <0,006 <0,006 <0,006 0,03236 <0,006 <0,006 ,06® 0,01353 0,11151
Cromo (mg/L) <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 0,03453 ,0%B <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 ¥D,0 <0,015 <0,015
Niquel (mg/L) <0,009 <0,009 <0,009 <0,009 0,01188 0,089 <0,009 <0,009 <0,009 0,02555 <0,009 <0,009 ,06® <0,009 0,06890
Zinco (mg/L) 0,02928 0,02392 0,01007 0,04102 0,91000,03734 0,01620 0,02689 0,04661 0,05966 0,0268104002 <0,001 0,05532 0,05881

* Valores inferiores ao exigido para aguas docesase 4, segundo a RES. CONAMA 357/2005
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Tabela 3.Frequéncia dos efeitos citotoxicos (IM), genotosi€AC) e mutagénicos (MN e MNJF
de células meristematicas ¢ de A. cepa,submetidas as amostras de agua coletadas ndabeir
Tatu, regido de Limeira — SP.

AMostras IM AC MN MN-F ;
CN 32,65+10,72 0,04+0,08 0,10+0,13 0,04+0,07
CP 14,79+4,43* 0,33+0,21* 3,27+1,92* 0,88+0,72*
P1 44,12+11,10* 0,09+0,20 0,16+0,23 0,22+0,35

Novembro de

2008 P2 43,02+5,64* 0,02+0,06 0,20+0,20 0,16+0,13*

P3 17,7746,76* 0,16+0,20 0,27+0,25* 0,02+0,05
P4 19,97+4,01* 0,21+0,18* 0,18+0,23 0,15+0,12*
P5 17,67+3,98* 0,16+0,14* 0,05+0,08 0,15+0,12*
CN 14,50+3,46 0,04+0,07 0,06+0,09 0,12+0,17
cP 14,14+4,04 0,33+0,27* 2,45+0,97* 2,33+2,20*
Pl 12,81+3,87 0,06+0,13 0,06+0,10 0,06+0,10

Feverelode  po 10,06+6,38* 0,13+0,24 0,13+0,13 0,13+0,13
P3 14,11+2,68 0,09+0,13 0,04+0,08 0,20+0,30
P4 15,45+4,11 0,06+0,13 0,02+0,06 0,02+0,06
P5 12,8243,77 0,02+0,06 0,10+0,14 0,08+0,14
CN 12,20+4,19 0,06+0,10 0,04+0,08 0,10+0,19
CP 11,91+3,08 0,66+0,42* 3,52+1,39* 1,63+2,08*
P1 12,87+3,07 0,02+0,06 0,14+0,19 0,22+0,24

Agzog(t)% de P2 8,87+4,74* 0,02+0,06 0,49+0,41* 0,37+0,34*

P3 12,34+3,92 0,04+0,08 0,38+0,36* 0,22+0,24
P4 15,72+3,63* 0,06+0,14 0,22+0,29 0,28+0,27*
P5 10,52+2,20 0,10+0,16 0,45+0,42* 0,26+0,34

5000 células analisadas por ensaio.
CN: controle negativo; CP: controle positivo; P1ntaol; P2: ponto 2; P3: ponto 3; P4: ponto 4; Rt 5.
*Estatisticamente significativo, quando comparaddCal (p<0,05) pelo teste estatitico de Mann-Whitney.
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Figura 2. Frequéncia do indice mitético em células meristeag deA. cepaapos exposicao as
amostras de aguas coletadas em novembro de 2008.
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Figura 3. Freqiéncia de aberragbes cromossdmicas (AC) e miickens (MN) em células
meristematicas d&. cepaapos exposicao as amostras de aguas coletadassembro de 2008.
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Figura 4. Frequéncia de micronucleos em células meristensatidade A. cepaap0s exposicao
as amostras de aguas coletadas em novembro de 2008.
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Figura 5. Frequéncia do indice mitético em células meristeragtdeA. cepaapos exposicao as
amostras de aguas coletadas em fevereiro de 2009.
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Figura 6. Frequéncia de aberracdes cromossémicas (AC) e miiclkens (MN) em células
meristematicas da. cepaapos exposicao as amostras de aguas coletadaeyemifo de 2009.
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*Estatisticamente significativo quando, comparaddCN (p<0,05) pelo teste estatistico de Mann-Whitne

Figura 7. Frequéncia de micronucleos em células meristensatidade A. cepaap0os exposicao
as amostras de aguas coletadas em fevereiro de 2009
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Figura 8. Frequéncia do indice mitético em células meristeragtdeA. cepaapos exposicao as
amostras de aguas coletadas em agosto de 2009.
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Figura 9. Freqiéncia de aberragbes cromossdmicas (AC) e miiclkens (MN) em células
meristematicas d&. cepaapos exposicao as amostras de aguas coletadagpsta de 2009.
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Figura 10. FregUéncia de micronucleos em células meristensatidade A. cepaapds exposicao
as amostras de aguas coletadas em agosto de 2009.
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Figura 11. AlteracBes genotdxicas e mutagénicas de célulasteraaticasA-J) e R (L-K ) deA. cepaapds exposicao as aguas do ribeirdo Tatu.
e B.intérfase com MNC. préfase com MN; D. metafase com aderéri€ianetafase com perda cromossémica (s€tanafase com perda (seta) e
ponte cromossOmica (cabeca de sé&ajpnafase com ponte (seta) e quebra cromossémisecgcae setal. anafase com ponte cromossomica,

teléfase com quebrd; tel6fase com perdé; e K. células FFcom MN.
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Resumo
Os problemas que mais afetam a qualidade da agudoslee lagos estdo

associados com os descartes realizados nestesnéesbiprincipalmente, os de efluentes
domeésticos e industriais tratados de forma inaddmoa nao tratados. O ensaio do cometa é
uma ferramenta sensivel e indicada para aplicagéoestudos de biomonitoramento
ambiental, que visam determinar o potencial de pximdade de poluentes da agua. Este
trabalho teve como objetivo avaliar o potencialagérico das aguas do ribeirdo Tatu, regiao
de Limeira/SP, por meio do ensaio do cometa emasetie mamiferos (HTC). Os resultados
mostram uma maior genotoxicidade para os pontosbdardo relacionados com maiores
recebimentos de cargas tributarias de origem dacaéstindustrial. Verificou-se também que
as amostras de aguas, coletadas no periodo de dhtemsa, apresentaram maior
genotoxicidade, devido, possivelmente, ao carremmda contaminantes para o leito do
ribeirdo, promovido pelo escoamento da agua dagash®® ensaio do cometa mostrou ser
uma ferramenta util e sensivel na avaliacdo dersesthidricos impactados por poluentes de

origens diversas.

Palavras-chave: contaminacdo de recursos hidricos, células HT@monhitoramento
ambiental, efluentes domésticos, efluentes indistri
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1. Introducéo

Dentre todos 0s ecossistemas, 0 aguatico € o qusafeido 0s maiores impactos
frente a poluicdo provocada pela acdo humana, emgwe a agua acaba sendo o destino final
de todo poluente. Os eventos que mais afetam adgdal da agua de rios e lagos sdo os
descartes de efluentes domésticos e industriatads de forma inadequada ou néo tratados,
a perda e destruicdo das bacias de captacéo,lzdgéa erronea de unidades industriais, 0
desmatamento, a agricultura migratoria sem contreleas praticas agricolas deficientes
(MORAES; JORDAO, 2002). No Estado de S&o Paulajraipal causa da deterioracio da
qualidade da agua dos rios e reservatorios é ar@to de esgotos doméstigosatura uma
vez que estes sao ricos em matéria organica bamtags, micronutrientes, microorganismos e
solidos em suspensdo. Contudo, lancamentos denteffugndustriais também contribuem, de
forma significativa, para agravar a perda da qad&dios recursos hidricos (CETESB, 2008).

A utilizacdo de modelom vitro ganhou, nos ultimos anos, uma ampla aceitacéo
na investigacdo ecotoxicoldgica, por proporcionarramentas avancadas, protocolos
confiaveis e possuir diferentes aplicacdes, destieles de morte celular até a toxigendmica
(MAZZEO, 2009). Para os estudos de monitoramentagudidade da agua, esse modelo
apresenta vantagens, em relacdo inogvo, pela possibilidade de se limitar o nimero de
varidveis experimentais, facilidade de obtenc&o ddelos relevantes, e curto periodo
necessario para o desenvolvimento dos testes, guamehparados com outras técnicas
rotineiramente usadas (ROGERO et al., 2003). Egsaiwitro, realizados com cultura de
células, sdo empregados, com sucesso, em anaigendtoxicidade, por serem sensiveis a
agentes quimicos e fisicos, apresentarem um cielalidisdo celular curto e, por isso,
responderem rapidamente aos efeitos dos agentadassserem financeiramente acessiveis e
de facil reprodutibilidade (SPEIT et al.,, 1998; RERD et al., 2003; CARDOZO et al.,
2006); além de permitirem uma melhor padronizag@oedapas experimentais, possibilitando
o controle fisico-quimico do ambiente experimefyéd, temperatura, concentracdo deeD
C0O,) e o controle das condigbes fisiologicas (BRUSICK87; CARVALHO, 1996;
FRESHNEY, 2005).

Vérias linhagens celulares de mamiferos podem skzadas em testes de
genotoxicidade de amostras ambientais, como akséle hepatoma de camundongo (HTC),
células de hepatoma humano (HepG2), células denoara humano (HelLa), células de
ovario de hamster (CHO), células de pulmao de ran{s¥79 e CHL), células epiteliais de

pulmd@o humano (L132 e A549), células endoteliaisveia umbilical humana (HUVEC),
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fibroblastos de ratos (L929), fibroblastos humaf®EL-W1 e NIH-3T3), leucocitos de ratos
e camundongos e linfécitos humanos.

Dentre as linhagens utilizadas em mutagénese, lassénetabolizadoras, que
expressam as enzimas de fase | e de fase I, sdio msadas em avaliacbes ambientais, pois
possuem um papel fundamental na metabolizacaoogicetdo de xenobidticos que podem
reagir com o DNA e, assim, induzir possiveis evemmtacionais (TSUBQOY et al., 2007).
Testes utilizando células metabolizadoras mantafascultura, como as HTC e HepG2,
constituem umas das melhores ferramentas paraestatee avaliar os riscos que compostos
guimicos podem conferir a salde do homem, poisapazes de refletir o metabolismo de
compostos genotdéxicos melhor do que outros modalowitro que exigem ativacdo
metabdlica exdgena (GABELOVA et al., 2004; PARK; @H2007).

O ensaio do cometa @&ingle Cell Gel Electrophores{SCGE) é uma técnica de
eletroforese em microgel, realizada em célulasviddais, que permite a identificacdo de
quebras de fita simples, quebras de fita duplagfgs cruzadas, sitios alcali-l4beis e excisdo
de sitios incompletos de reparo (SINGH et al., 1986E et al., 2000; COLLINS, 2004).
Segundo Cotelle e Férard (1999), o ensaio do comet@paz de detectar danos no DNA
induzidos por agentes alquilantes, intercalantesxalativos.

Estudos de genotoxicidade de ambientes aquatieakizados por Matsumoto et
al. (2003, 2005), por meio do ensaio do cometa céhalas mantidas em cultura (CHO),
comprovaram a eficiéncia deste teste na avaliag®o efeitos danosos aos seres vivos,
provocados por poluentes lancados em recursoxtgdiSegundo Kosz-Vnenchak e Rokosz
(1997), o ensaio do cometa é uma ferramenta sérsindicada para aplicagdo em estudos
de biomonitoramento ambiental, que visa determing@otencial genotoxicos de poluentes
aquaticos.

Este trabalho teve como objetivos verificar a padgiresenca de contaminantes
genotdxicos nas aguas do ribeirdo Tatu, regidoieita/SP, por meio do ensaio do cometa,
aplicado em células HTC, e a influéncia da sazdadé na acao genotdxica desses poluentes.

2. Material e Métodos

2.1. Localizacgéo e caracterizagdo da area de estudo

A cidade de Limeira, localizada na regido lesteEdtado de Sdo Paulo (a 150
Km de Séo Paulo), pertence a Unidade de GerenctarderRecursos Hidricos (UGRHI) das
Bacias do Piracicaba, Capivari e Jundiai — PCJ HBstadual n.° 9.034/94). Esta UGHRI,
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composta por 57 municipios, tem uma densidade pojmal superior a 11% da populacdo
do Estado e é classificada como de carater agrstinaly visto que as suas principais
atividades econdmicas sao agroindustrias, ind8stiamicas, téxteis, metalirgicas e de
eletrodomésticos (CETESB, 2008).

A bacia do ribeirdo Tatu, um dos principais curd@gua da cidade, atravessa
grande parte da area urbana do municipio. Este&ibaasce na zona rural do municipio de
Cordeirépolis/SP e desagua no rio Piracicaba @idlr Segundo a Resolucdo CONAMA
357/2005, o ribeirdo Tatu é considerado, na areanar de Limeira, um rio de classe 4, cujas
aguas sdo destinadas apenas a navegacao, a hapaisagistica e aos usos menos exigentes
(CETESB, 2009). Este recurso hidrico possui inusignmblemas como o lancamento de
efluentes domeésticos, industriais e agricolas satanento e auséncia, quase total, de matas
ciliares (MARRARA, 2008). Recebe 82% da carga ploitain natura(ou seja, sem tratamento)
de origem doméstica da cidade de Cordeiropolis%e d@ esgoto doméstico de Limeira, sendo
que, deste, somente 56% é tratado (CETESB, 2009).

2.2. Coleta das amostras de agua

As amostras de agua foram coletadas ao longo do&dbTatu, em trés épocas
distintas: novembro de 2008 (periodo quente e sdewgreiro de 2009 (periodo quente e
chuvoso) e agosto de 2009 (periodo frio e secaankestabelecidos cinco pontos de coleta da
agua: P1 — nascente do ribeirdo (23 K 247922 nY&1&€007 m N); P2 — local situado a jusante
do perimetro urbano do municipio de Cordeiropolp@s receber a carga poluidora desta cidade
(K 247922 m E e 7511007 m N); P3 — ponto de caleteontante do perimetro urbano da cidade
de Limeira (23 K 251367 m E e 7507063 m N); P4 razarbana de Limeira (K 254682 m E e
7500823 m N); P5 — zona rural de Limeira, a jusdote lancamentos dos esgotos da cidade e
geograficamente situado proximo ao local do desagiRio Piracicaba (23 K 258237 m E e
7492132 m N). Foram coletados, para cada pontoteados aproximadamente dois litros de
agua em garrafas plasticas, devidamente identifizague foram transferidas, imediatamente,
para o Laboratério de Mutagénese da UNESP — Cadg&do Claro, onde permaneceram sob
refrigeracao (4° C) até sua utilizacdo nas analises

Os dados meteoroldgicos da area de estudo forarmacfdos pelo Laboratério de
Ecotoxicologia Aquética e Limnologia da FaculdadeTécnologia da UNICAMP — Campus de

Limeira.
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2.3. Material biol6gico
Neste trabalho foram utilizadas células HTC mastigla cultura no Laboratorio de
Mutagénese do Departamento de Biologia da UNESR@ade Rio Claro.

2.4. Andlise fisico-quimica das amostras de agua

A andlise fisico-quimica das amostras de aguaattzletnos diferentes pontos do
ribeirdo foi realizada no Laboratério de QuimiaaoelLaboratério de Microbiologia do Centro de
Estudos Ambientais (CEA) da UNESP, Campus de RavoClForam avaliados os seguintes
parametros: temperatura, condutividade, pH, coreaps turbidez, salinidade, STD (sdlidos
totais dissolvidos), OD (oxigénio dissolvido), an@)nnitrito, nitrato, fésforo total, DBO
(demanda bioquimica de oxigénio) e os metais alongadmio, chumbo, cobre, cromo, niquel,

zinco.

2.5. Ensaio do Cometa em células HTC

A linhagem celular de hepatdcitos de camundongd<jjHoi cultivada em 5 mL
de meio de cultura D-MEM/F-12, suplementado com Hesoro bovino fetal em frascos de
25 cnf, com uma concentracéo inicial de 1 X &6lulas por frasco, mantidas em estufa a 37°
C, por um ciclo celular completo (24 horas). Apgsegperiodo, foram adicionados aos frascos 5
mL das amostras de agua do ribeirdo (uma amogteacpda frasco), filtradas em membrana
milipore 0.2 um. O frasco referente ao controleatieg (CN) recebeu 50 pL de tampéo fosfato —
PBS phosphate buffered salipd?ara o controle positivo (CP), foi utilizado 5D de metilmetano
sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3) na centtacdo de 4x10M. Os frascos foram
incubados, em estufa a 37° C, por 1 dia. Todosisai@s foram realizados em triplicata.

Apos o tratamento, foi descartado o meio de cullosafrascos. As células foram
lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e tripsiniZ@dasL de tripsina-EDTA 0,025%) por, no
maximo, dois minutos. Decorrido este tempo, o msxéoi interrompido pela adicdo de 5 mL de
um novo meio de cultura suplementado com soro.n@eddo foi homogeneizado e centrifugado
por cinco minutos a 1.000 rpm. O sobrenadantedscartado, deixando-se apenas 0,5 mL de
meio, onde @elletfoi ressuspendido.

Para o teste de viabilidade celular, foram mists&0 pL de suspenséo celular e 20
uL de Azul de Trypan. A analise foi feita em candeaNeubauer, sob microscopia de luz. Para a
determinacéo da citotoxicidade, pelo método daagdm com Azul de Trypan, foi quantificada a
proporcao de células vivas e de células mortaadasrem azul), aceitando-se o limite minimo de

80% de células viaveis, para 0 prosseguimentoxp@simentos.



95

Para a montagem das laminas (foram montadas do@eaki por repeticéo,
totalizando 6 laminas por tratamento) foi seguigwaiocolo descrito por Singh et al. (1988),
com algumas modificacbes. As laminas, previameoibertas com agarose de ponto de fusao
normal (1,5%), foram montadas com 20 pL de suspenshlar misturados a 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%). Estas fa@rtas com laminulas e levadas a
geladeira (4°C), por 20 minutos. Decorrido estep®mas laminulas foram retiradas e as
laminas mantidas em cubetas (protegidas da luzgrda solucédo de lise (1 mL de triton X-
100, 10 ml de DMSO e 89 mL de solucéo de lise estogH 10,0 — solucéo estoque: 2,5 M
de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris, ~ 8,0 g MaOH sdlido, 10 g de lauryl
sarcosinato sédico para 1 litro) gelada, e mantdageladeira, por 1 hora.

Apos a lise, as laminas foram dispostas em umaadeiledetroforese e cobertas com
solucéao tampéo (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA, pHxEada e recém-preparada, por 20
minutos, para desnaturacdo do DNA. Apos esse effimidniciada a corrida de eletroforese em
corrente de 39 V (aproximadamente 1 V/cm) e amperage 300mA, por 20 minutos. As
laminas foram, ent&o, neutralizadas com 5 mL de;&oltampao neutralizadora (0,4 M de Tris-
HCI, pH 7,5), em 3 séries de 5 minutos cada, seedé®rizontal e fixadas com etanol 100%, por
10 minutos. As laminas foram secas a temperatutzieate e estocadas em geladeira, para

posterior analise.

2.5.1. Andlise das laminas
As laminas preparadas, conforme descrito acimanfaroradas com 80 uL de

solucdo de brometo de etidio (0,02 mg/mL) e cobertan laminula, uma por uma, sendo
analisadas, imediatamente, ap0s a sua preparag@am Fanalisados 50 nucledides por
lamina, totalizando 300 nucledides por amostra. ndlise foi feita em microscopia de
epifluorescéncia (Leica) com filtro de excitacadbd®-560 nm e um filtro de barreira de 590
nm, em um aumento de 400X. Os nucleodides forarsifitzxdos, visualmente, de acordo com
a migracéo dos fragmentos de DNA, segundo Kobaysshi (1995), em: classe 0: nenhum
dano; classe 1: pequeno dano; classe 2: médio dassg 3: grande dano. As células com os
nacleos completamente fragmentados, ou seja, ecesso de morte celular, ndo foram
contabilizadas nesta andlise.
2.5.2. Andlise estatistica

O escore de cada tratamento foi verificado, mudgpldo-se o numero dos

nucledides observados em cada classe de danogletada classe (0, 1, 2 ou 3) e submetidos
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ao teste estatisticbStudent (p<0,05), para a comparacdo de danos astemostras das

aguas e o controle negativo.

3. Resultados

Os resultados obtidos nas analises dos paramétios-fluimicos das amostras
de agua coletadas ao longo do ribeirdo Tatu, réssperiodos descritos, estdo reunidos na
tabela 1. Com excec¢ao do P1, todos os pontos deaaresentaram amostras com alteracées
nos parametros fisico-quimicos, sendo que o P2ferB® os que mais se destacaram.

Os dados meteoroldgicos, referentes ao periodostilelaee demonstraram uma
pequena variacdo nas médias mensais de tempefatérdma e minima) e de umidade
relativa do ar, e uma grande variagcdo no indicei@huétrico, 0 que caracterizou bem a
estacao chuvosa e a seca, na cidade de Limeirais#a(2).

A viabilidade celular, avaliada pelo método da agéo exclusiva com Azul de
Trypan, confirmou que as amostras de agua do &ibe&i&o foram citotdxicas para as células
HTC, permitindo a realizacdo do ensaio do comata,axige um minimo de 80% de células
viaveis para a sua realizacao.

A genotoxicidade das aguas, avaliada por meio daiendo cometa, mostrou
resultados significativos para o P1 na amostraaddéeem novembro de 2008, para o P1, P2,
P3 e P5 nas amostras de fevereiro de 2009 e R&fana amostra de agosto de 2009, quando
comparados ao resultado do CN (tabela 3, 4 e gueafi2). O CP induziu danos de classe 1 e
2, enquanto que os resultados obtidos com as amadtr aguas coletadas ao longo do rio
apresentaram efeitos genotoxicos significativosgmr@ade maioria, por inducdo de cometas
de classe 1 (figura 3).

4. Discussoes

A utilizacéo integrada de analises quimicas, bimigds e celulares € considerada um
dos procedimentos mais indicados para detectanpadtos de contaminantes sobre sistemas
aquaticos (OHE et al., 2004). Barata et al. (20@&glara que a avaliacdo ecoldgica da
qualidade da agua € fundamental para a gestdo gless &uperficiais e protecdo dos
ecossistemas aquaticos. Seu status ecoldgico diddefdor critérios biolégicos, quimicos,
morfolégicos e hidrologicos (EISELE, 2003). Assipara se avaliar, eficientemente, a
presenca de agentes genotdoxicos na agua, além disearguimica, ensaios de
mutagenicidade/genotoxicidade devem ser incluidosnoc parametros adicionais em

programas de monitoramento de sua qualidade (OHE, @004).
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Neste trabalho, as analises fisico-quimicas indinaque, no periodo definido
como quente/seco (novembro 2008), ocorreram alttiseis de condutividade, STD, amdnia,
DBO, aluminio e zinco, nas aguas do ribeirdo T&@umenor indice pluviométrico, também
encontrado nessa época, sugere uma maior conéentrd€ poluentes provenientes,
principalmente, do descarte de esgotos domést@ustmtamento e de efluentes industriais.
Christofoletti (2008) obteve resultados semelhaatasrelagéo a esses parametros, ao estudar
um ecossistema |éntico (Lago Azul — Rio Claro/@Widenciando que o indice pluviométrico
influencia na disponibilidade e concentracdo degutks na agua.

A baixa concentragdo de OD encontrada nas amaftragua € extremamente
preocupante, uma vez que pode comprometer a mgaotensobrevivéncia da biota aquéatica
deste corpo d’agua. Esses dados confirmam a comdgéo e a degradacdo que o ribeirdo
vem sofrendo, em quase todo o seu curso, devidarguectos decorrentes dos descartes de
efluentes.

Diversos autores utilizam o ensaio do cometa emdestde genotoxicidade do
meio aquatico, pela eficiente aplicabilidade deésste na avaliacdo dos efeitos danosos que
poluentes ambientais promovem sobre os seres (WASHAI et al., 2002; RAJAGURU et
al., 2002; LU et al., 2002; 2004;; MATSUMOTO et, &003, 2005; AOUADENE et al.,
2008; CHRISTOFOLETTI et al., 2009). Segundo Zegiral. (2009) e Rocha et al. (2009), o
ensaio do cometa, realizado com células de marsjfe¥fouma eficiente ferramenta na
deteccao da genotoxicidade e, consequentemeniegdiodpara monitoramentos da qualidade
de aguas superficiais.

No presente estudo verificou-se que as amostragutecoletadas no ribeirdo Tatu
induziram efeitos genotdxicos em células de hepatdenrato (HTC), principalmente as de
fevereiro de 2009. Para esta coleta, apesar dopR$eamtar algum dano genotoxico, este
resultado foi o Unico considerado né&o significatfi*Student - p<0,05), em relagcdo ao CN.
Para a coleta de novembro de 2008, somente o Ptomagr genotdxico, enquanto que para
a coleta de agosto de 2009, apenas o P5 apreggmtotoxicidade para as células HTC.

A genotoxicidade observada para o P1 pode estaioahda a uma contaminacgao
por agrotoxicos, ja que este ponto é margeado pluras de cana-de-acucar. Lemos e
Erdtmman (2000) também verificaram resultados demenéds ao estudar o potencial
mutagénico de um rio, nas proximidades de uma age&ola, sugerindo uma possivel
contaminacgéao pelos agrotoxicos utilizados nas @dtpréximas ao ponto de coleta da agua.

Em relacao a coleta de agosto de 2009, as anfiksgs-quimicas da amostra de

agua do P5 revelaram a presenca de metais, comménaly cobre, niquel e zinco, em niveis
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maiores que o0s registrados nos outros pontos adostr nesse mesmo periodo. O efeito
sinergistico dessas substancias com outros consppstsentes nos efluentes langados no
ribeirdo podem ser a causa dos efeitos genotox@nificados, por meio do ensaio do cometa,
nas células HTC.

O maior potencial genotéxico detectado para a @aletfevereiro de 2009, infere
que a pluviosidade sazonal, observada para estedestlo ano, provavelmente, influenciou
nos resultados obtidos, diferentemente dos resmdtadservados por Matsumoto et al. (2003,
2005), que utilizaram o ensaio do cometa em celdéasnamifero para avaliar o potencial
genotdxico de um rio impactado por efluentes deume (ricos em cromo). Estes autores
verificaram que as amostras de agua coletadas nmdpede seca foram mais genotdxicas,
qguando comparadas aquelas coletadas no periodeede Diferentemente dos resultados de
Matsumoto et al. (2003, 2005) e concordantes coraqos descritos, Christofoletti (2008),
estudando um lago que recebe efluentes doméstiéndustriais, obteve, pelo ensaio do
cometa, uma maior frequéncia de danos na estac@wosdy uma vez que foram
contabilizados um maior nimero de cometas de clhpsea essa estacado. Nossos resultados,
assim como aqueles obtidos por Christofoletti (2088gerem que um maior volume de agua
das chuvas, possivelmente aumentou o carreamesttbdtincias genotoxicas para o leito do
ribeirdo, tendo, como consequéncia, um maior cometinento das suas aguas por agentes

genotdxicos atuantes no material genético de mausife

5. Concluséao

Ao se avaliar as aguas do ribeirdo Tatu, verifiseugue 0 ensaio do cometa em
células HTC foi sensivel na deteccdo de agentest@dnos presentes neste recurso hidrico.
Foi registrada uma maior genotoxicidade para ac@&stahuvosa do ribeirdo, visto que foi
observada uma maior inducdo de nucledides de clags@ nas células expostas as aguas
coletadas neste periodo do ano, indicando a swen@alidade em promover quebras no

material genético de células de mamiferos.
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Tabela 1.Parametros fisico-quimicos das aguas do ribeiglo, Tegido de Limeira/SP, coletadas em agost®d8, 2evereiro de 2009 e agosto de 2009.

Amostras
Parametros Novembro de 2008 Fevereiro de 2009 Agosto de 2009

P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P5
Temperatura (°C) 23,59 27,32 24,81 24,58 25,82 625,3 26,37 25,94 26,39 26,20 21,13 21,01 21,10 20,90 0,82
Condutividade (1S/cm) 17 977 732 476 1125 17 223 7 13 212 373 17 692 391 377 517
pH 3,7 7,42 7,34 7,18 7,76 4,59 6,92 6,77 7,23 7,23 4,91 7,08 6,97 6,91 7,17
Cor aparente (units PtCo) 8 2482 477 322 942 2 319 241 162 352 4 944 473 221 556
Turbidez (NTU) 1,6 402,0 37,6 22,8 56,0 1,4 42 216 20 29 1,39 110 59 22 51
Salinidade (sal) 0,01 0,48 0,36 0,23 0,56 0,01 0,10 0,06 0,10 0,18 0,01 0,34 0,19 0,18 0,25
STD (mg/L) 11 635 475 309 731 11 145 80 138 244 11 450 254 245 336
OD (mg/L) 6,53 0,82* 2,43 1,04* 1,58* 5,61 1,17* 35, 4,11 1,38* 8,08 1,40* 2,83 2,20 0,69*
Amobnia (mg/L de NH) 0,08 10,76 6,64 2,31 26,60 0,08 2,28 0,60 162 884, 0,08 5,50 3,34 4,72 13,04
Nitrito (mg/L de NQ) 0,002 0,082 0,034 0,042 0,075 0,001 0,092 0,292 ,3080 0,007 0,000 0,036 0,018 0,004 0,039
Nitrato (mg/L de NQ) 0,2 2,8 1,3 0,8 3,30 0,2 0,9 11 15 0,3 1,9 28 23 1,9 3,0
Fosforo Total 4,271 1394 1045 171,75 413,9 10,65 2,%0 1554 329,5 789,5
DBO (mg/L de Q) 49 266 78 80 176 20,8 238 178 148 210 7,5 90 92 98 120
Aluminio (mg/L) 0,04359 0,43638 0,39898 0,31568 3348 <0,013 0,72368 0,24058 0,36448 0,17328 0,0990136568 <0,013 0,06543 0,21568
Cadmio (mg/L) <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 ,0€8 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 G®,0 <0,003 <0,003
Chumbo (mg/L) <0,035 <0,035 <0,035 <0,035 0,481750,035 <0,035 <0,035 <0,035 <0,035 <0,035 <0,035 03®, <0,035 <0,035
Cobre (mg/L) <0,006 <0,006 <0,006 0,01105 0,320910,086 <0,006 <0,006 <0,006 0,03236  <0,006 <0,006 ,06® 0,01353 0,11151
Cromo (mg/L) <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 0,03453 ,0¥6 <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 ®¥®,0 <0,015 <0,015
Niquel (mg/L) <0,009 <0,009 <0,009 <0,009 0,01188 0,089 <0,009 <0,009 <0,009 0,02555 <0,009 <0,009 ,06® <0,009 0,06890
Zinco (mg/L) 0,02928 0,02392 0,01007 0,04102 0,91000,03734 0,01620 0,02689 0,04661 0,05966 0,0268104082 <0,001 0,05532 0,05881

* Valores inferiores ao exigido para aguas doceslase 4, segundo a RES. CONAMA 357/2005

Tabela 2.Dados metereoldgicos referentes aos periodos dmaatds amostras de agua no ribeirdo Tatu, regifankira/SP.

Periodo de coleta Temperatura Temperatura Temperatura Umidade Relativa Precipitacéo
maxima (° C) minima (° C) média (° C) do Ar (%) pluviométrica (mm)
Novembro/2008 27,1 13,2 20,2 63 32,2
Fevereiro/2009 30,3 20,8 25,6 68 175,6
Agosto/2009 29,5 18,4 24,0 62 98,6

Nota: os valores foram obtidos por meio do caldas médias dos valores diérios.
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Tabela 3. Danos genotoxicos, observados por meio do ensaicotheta em células HTC
tratadas com as amostras de agua do ribeirdo Tediio de Limeira — SP, coletadas em
novembro de 2008.

Amostras 0 1 Classes 5 3 Escores
100 0 0 0 0
CN 100 0 0 0 0
99 1 0 0 1
MédiatDP 99,67+0,58 0,33+0,58 0 0 0,33+0,58
0 13 86 1 188
CpP 0 15 89 2 199
0 4 89 6 200
MédiatDP 0 10,67+5,86 88,00+1,73 3,00+2,65 195,66656
98 1 0 1 4
P1 98 0 2 0 4
99 1 0 0 1
MédiatDP 98,33+0,58 0,67+0,58 0,67+1,15 0,33+0,58 ,0081,73*
96 4 0 0 4
P2 100 0 0 0 0
100 0 0 0 0
MédiatDP 98,67+2,31 1,331£2,31 0 0 1,33£2,31
100 0 0 0 0
P3 99 1 0 0 1
100 0 0 0 0
MédiatDP 99,67+0,58 0,33+0,58 0 0 0,33+0,58
100 0 0 0 0
P4 98 2 0 0 2
97 3 0 0 3
MédiatDP 98,33+1,53 1,67£1,53 0 0 1,67£1,53
100 0 0 0 0
P5 97 3 0 0 3
100 0 0 0 0
MédiatDP 99,00+1,73 1,00+1,73 0 0 1,00£1,73

300 nucledides analisados por ensaio.

CN: controle negativo; CP: controle positivo; Pénto 1; P2: ponto 2; P3: ponto 3; P4: ponto 4;{sito 5.

*Estatisticamente significativo, quando comparaddal (p<0,05), pelo teste estatitie8tudent.
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Tabela 4. Danos genotoxicos, observados por meio do engsaicotheta em células HTC
tratadas com as amostras de agua do ribeirdo Tediio de Limeira — SP, coletadas em
fevereiro de 2009.

Amostras 0 1 Classes > 3 Escores
100 0 0 0 0
CN 95 5 1 0 5
100 0 0 0 0
MédiatDP 96,00+6,93 3,67+6,35 0,33+0,58 0 1,67+2,89
0 14 85 1 187
CP 0 26 72 2 176
0 44 62 0 168
MédiatDP 0 28,00+15,10 73,00+11,53 1,00£1,00 170eA*
83 15 2 0 19
P1 74 25 1 0 27
76 21 3 0 27
MédiatDP 77,67+4,73 20,33+5,03 2,00+1,00 0 24,3324,
84 12 4 0 20
P2 84 15 1 0 17
87 12 1 0 14
MédiatDP 85,00+1,73 13,00£1,73 2,00+1,73 0 17,0083,
95 4 1 0 6
P3 94 5 0 1 8
92 7 1 1 12
MédiatDP 93, 67+1,53 5,33+1,53 0,67+0,58 0,67+0,58 8,67+3,06*
97 3 0 0 3
P4 84 14 1 1 16
96 3 1 0 5
MédiatDP 92,33+7,23 6,67+6,35 0,67+0,58 0,33+0,58 ,0087,00
96 3 1 0 5
P5 91 9 0 0 9
91 7 2 0 11
MédiatDP 92,67+2,89 6,33+3,06 1,00£1,00 0 8,33+8,06

300 nucledides analisados por ensaio.
CN: controle negativo; CP: controle positivo; Pénto 1; P2: ponto 2; P3: ponto 3; P4: ponto 4;psito 5.
*Estatisticamente significativo, quando comparaddal (p<0,05), pelo teste estatitie8tudent.
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Tabela 5 Danos genotoxicos, observados por meio do erd@icometa em células HTC
tratadas com as amostras de agua do ribeirdo regiéip de Limeira — SP, coletadas em agosto

de 20009.
Amostras 0 1 Classes > 3 Escores
100 0 0 0 0
CN 97 3 0 0 3
98 2 0 0 2
MédiazDP 98,33+1,53 1,67+1,53 0 0 1,67£1,53
0 50 48 2 152
CcP 0 52 48 0 148
0 42 48 10 168
MédiatDP 0 48,00+5,29 48,00+0,00 4,0045,29 156,00£10,58*
99 1 0 0 1
P1 99 1 0 0 1
99 0 1 0 2
MédiatDP 99,00+0,00 0,67+0,58 0,33+0,58 0 1,33+£0,58
99 1 0 0 1
P2 100 0 0 0 0
100 0 0 0 0
MédiazDP 99,67+0,58 0,33+0,58 0 0 0,33+0,58
100 0 0 0 0
P3 96 3 1 0 5
100 0 0 0 0
MédiatDP 98,67+2,31 1,00£1,73 0,33+0,58 0 1,67+2,89
78 18 4 0 26
P4 92 8 0 0 8
94 4 2 0 8
MédiatDP 88,00+8,72 10,00£7,21 2,00+2,00 0 14,00£10,39
74 24 2 0 28
P5 42 58 0 0 58
62 38 0 0 38
MédiazDP 59,33+16,17 40,00+17,09 0,67+1,15 0 41,33+15,28*

300 nucledides analisados por ensaio.
CN: controle negativo; CP: controle positivo; Pénto 1; P2: ponto 2; P3: ponto 3; P4: ponto 4;psito 5.
*Estatisticamente significativo, quando comparaddal (p<0,05), pelo teste estatitie8tudent.
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Figura 1. Mapa de localizagdo dos municipios de Cordeiromolismeira/SP e dos pontos de
coleta ao longo do ribeirdo Tatu (P1: ponto 1;geietto 2; P3: ponto 3; P4: ponto 4; P5: ponto 5).
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*Estatisticamente significativo, quando comparad&#l (p<0,05), pelo teste estatitieStudent.

Figura 2. Comparacao entre a média de danos genotoxicoglalaxHTC expostas as amostras de dgua do ribeatéioregido de Limeira /SP.

--

Figura 3. Classes de danos, observadas no ensaio do cometslidas HTC, expostas as amostras de agua cadetad diferentes pontos do ribeirdo Tatu,
regido de Limeira/SPA. Classe 0: nucledide sem dar; Classe 1: nucledide com pouco da@o;Classe 2: nucleéide com médio dabo;Classe 3:
nucledide com grande dano.




108

6. CONSIDERACOES FINAIS

A patrtir dos resultados obtidos nesse trabalhog{sedconcluir que:

» As andlises fisico-quimicas mostraram uma grandgeadacao na qualidade da agua do
ribeirdo Tatu, decorrente de descartes de efluedt@sésticos, industriais, de
escoamento da agricultura e de 4guas pluviais wamaaas;

» Foi observado, para a nascente do rio, um pH nédido, mostrando um possivel
impacto nesse ponto, provavelmente por agrotoxmmsser este local uma area rural
com forte atividade agricola,

» Altos indices de cor aparente da &agua, turbidenduwtividade e solidos totais
dissolvidos (STD) estdo associados com poluicdo ietd). Os resultados
encontrados no ribeirdo Tatu, para estes parametrde&am 0s Sérios impactos
antropogénicos que este recurso hidrico vem safteddcorrentes de descarte de
efluentes domésticos e industriais. Os pontos otargprometidos do rio foram o P2 e
P5, pontos estes situados apds os descartes destefl das cidades de Cordeirépolis
e Limeira, respectivamente, o que comprova quetiasiades desenvolvidas nestas
cidades geram residuos toxicos, que, sem tratamexequado, acabam
comprometendo e deteriorando as aguas deste rio.

» A grande quantidade de matéria organica presentanemio pode levar a uma alta
atividade da microbiota desta agua, incorrendo em alta demanda biologica de
oxigénio (DBO), decorrente das necessidades dpata a realizacédo das atividades
biologicas. Estas atividades promovem uma conségjiieducdo de £dissolvido na
agua. As aguas do ribeirdo Tatu, exceto para a&n@scapresentaram baixos valores
de Q dissolvido e alta DBO, indicando um comprometimeatentuado deste rio,
decorrente da poluicdo antropica que vem recebendo.

» Poluicdo aquéatica por compostos nitrogenados podgmwmeter a vida de peixes,
pela sua propria toxicidade, além de provocar umesiio na demanda de oxigénio na
agua, pelo consumo das reacfes de oxidacdo desgmstos. A contaminagdo por
nitrogenados pode ser devido a presenca de effuerdastriais, lixiviados de areas
agricolas e drenagem das aguas pluviais. Os dites e amonia registrados para as
amostras de agua do Ribeirdo Tatu, principalmesta @ P2 e P5, indicam a presenca
de poluentes urbanos e industriais neste rio.

» A sazonalidade, representada principalmente pelsogos de seca e cheia,

influenciou o potencial de inducdo de danos ao mahtgenético dos organismos
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expostos. Para o sistema-teAteepa, os periodos de seca, representados pelos meses
de agosto (seco/frio) e novembro (seco/quentegnfars mais criticos, ja que o menor
volume de chuva deve ter elevado a concentracadgaaogntes e, assim, induzido
maiores danos ao sistema-teste. Por outro ladostacé® chuvosa foi a mais
problematica para as células HTC, visto que, coce@io de um ponto (P4) que nédo
apresentou genotoxicidade estatisticamente sighifer, todos 0s outros causaram
quebras no material genético, sugerindo que umrmvaiome de agua das chuvas,
possivelmente aumentou o carreamento de substéyanatdxicas para as aguas do
ribeirdo;

O sistema-testeA. cepa mostrou-se sensivel para as avaliacdes dos paienci
citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos das aguashdoao Tatu, representando um
modelo eficiente para detectar contaminacao paeefes domésticos e industriais em
aguas de rios. Com o teste de ACs e de MNs podbssmvar um efeito genotoxico e
mutagénico para as aguas coletadas em diversosespdatribeirdo, principalmente
relacionado com a maior concentracdo de poluemteservados em periodos de
estiagem;

O ensaio do cometa em células HTC foi sensivelaetacgdo de agentes genotoxicos
presentes nas aguas do ribeirdo Tatu.
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Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho
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