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RESUMO

A utilizacdo de agrotdéxicos vem sendo cada vez mais frequente e
intensa nas ultimas décadas para a contencdo de pragas em lavouras de
cultivo de praticamente todos os alimentos que utilizamos no nosso dia a dia,
tanto de forma direta ou indireta, tendo possiveis potenciais de agcado sobre as
células de toda a biota circundante e consumidora, desde produtos in loco na
plantacao, até os manufaturados e subprodutos, podendo vir a gerar alteragdes
genbmicas em integrantes tanto da fauna como da flora. Este estudo visou
avaliar os efeitos mutagénicos e genotdxicos das aguas coletadas em pontos
de retorno das lavouras de arroz e no Rio Capivari (Rio da Galinha) através do
sistema teste de micronucleos em Allium cepa através do método proposto por
FISKESJO com a adaptagdo sugerida por MENEGUETTI et al. em Allium cepa
cultivadas nas amostras coletadas. Foram coletas amostras de agua de pontos
de retorno das lavouras ao percorrer de determinada distancia entre os pontos
a montante e jusante do rio, e posteriormente, foram colocadas cebolas para
germinar nas amostras. O potencial genotdxico foi avaliado pela quantificagéo
de micronucleos e outras aberragdes cromossdmicas. O potencial citotdxico foi
estimado pelo calculo do indice mitético. Esse monitoramento aponta queas
aguas coletadas de retorno das lavourastém alto poder mutagénico e que
causam um efeito sinérgico com o aumento da temperatura durante o dia e que
quando utilizados em pontos iniciais do rio tendem a se concentrar na agua de
retorno da lavoura seguinte ao mesmo sentido do rio, criando assim, devido a
todas as lavouras anteriores, um potencial cada vez mais poluidor, dando a(s)
ultima(s) lavoura(s) um enorme potencial genotoxico, que sera refletido no
alimento ali produzido que posteriormente servira como fonte alimentar para a

populacido até mesmo a nivel mundial.

Palavras chave: Aberragbes CromossOmicas. Agrotoxicos. Lavoura deArroz.

Micronucleo. Potencial Citotoxico. Micronucleos emAllium cepa.



ABSTRACT

The use of pesticides is becoming more frequent and intense in recent decades
to contain pests in growing crops of nearly all foods that we use in our daily
lives, either directly or indirectly, with possible action potentials on the cells of
the surrounding biota and consumer from products on-site at the plantation until
manufactured and by-products, and may generate genomic alterations in
members of both fauna and flora. This study aims to evaluate the mutagenic
and genotoxic water collected at turning points of the rice fields and Rio
Capivari (Rio Hen) by micronucleus test system in Allium Cepa through the
method proposed by FISKESJO with the adaptation suggested by Meneguetti
et al. in Allium strain grown in the samples collected. They were collecting water
samples from turning points of crops to go a certain distance between the points
upstream and downstream of the river, and subsequently onions were
germinated in the samples. The genotoxic potential was assessed by
quantification of micronuclei and other chromosomal aberrations. The cytotoxic
potential was estimated by calculating the mitotic index. Such monitoring
indicates that the water collected return of crops have a high capacity
mutagenic and cause a synergistic effect with the increase of temperature
during the day and when used in initial river points tend to concentrate in the
return water of the next crop to Similarly the river, creating, due to all the
previous crops, a potential increasingly polluter to give (s) last (s) crop (s) a
huge genotoxic potential, which will be reflected in the food produced there

which later serve as a food source for the population even worldwide.

Keywords: Chromosome Aberrations. Pesticides. Crop rice. Micronucleus.

Cytotoxic potential. Micronuclei in Allium strain.
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1. INTRODUCAO

O arroz é um alimento de fundamental importancia para a humanidade, sendo
considerado essencial para os paises em desenvolvimento, alimentando,
segundo a EMBRAPA, mais de um tergco de toda a populagdo mundial e
ocupando o segundo lugar em areas cultivadas entre todas as culturas
cerealistas. Possui um cultivo de larga adaptagdo a diversos climas, se
destacando pela produgéo e area de cultivo, vindo a desempenhar um papel
importantissimo tanto a nivel econdmico quanto a nivel social.

A cultura do arroz irrigado no Estado do Rio Grande do Sul, através do uso de
agrotéxicos, vem aumentando sua produtividade e rentabilidade nos ultimos
anos. Esses sao utilizados para coibir reproducdes ou até mesmo eliminar
algumas espécies que vivem na lavoura (MARCHEZAN et al., 2010), a qual,
desse modo, acabara por produzir mais quando nio estiver sofrendo com a
interferéncia destas espécies prejudiciais. Portanto, para esse tipo de cultivo,
ha uma elevada demanda de herbicidas, inseticidas e nutrientes, bem como o

uso elevado de agua para irrigagdo (MACHADO et al., 2006).
Determinou-se o volume total de agua extravasada e a taxa
de dissipagdo e transporte desses agrotéxicos. Devido ao maior
armazenamento de agua da chuva, quando comparadas com a
irrigacdo continua, as irrigagdes intermitentes e por banhos
proporcionaram diminui¢ado de 53 e 95% do volume de agua perdida,
resultando, respectivamente, em reducgao de 49 e 64% na massa total
de agrotéxicos transportados para o ambiente, em relacdo ao total
aplicado na lavoura. Com base nesses resultados, salienta-se que os
manejos de irrigagdo intermitente e por banhos minimizam o
transporte de agrotoxicos para o ambiente. Parte dos agrotoxicos
aplicados nao atinge o alvo bioldgico, estando sujeita a diferentes
destinos no ambiente, como degradagdo quimica, fotdlise,
degradagdo microbiolégica, transporte por volatilizagdo, lixiviagdo e
escoamento superficial (HARPER, 1994).
Quando utilizados no ambiente, mais da metade dos agrotoxicos acabam por

nao atingir o seu alvo, e vao parar na agua, solo e atmosfera (GAVRILESCU,
2005). Depois de atingirem o solo, o comportamento dos agrotoxicos vai
depender de diversos fatores fisicos, quimicos e biolégicos. O principal efeito

dos agrotdéxicos é a adsorgdo, o qual é responsavel pela ligagdo dos
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agrotoxicos as particulas do solo, influenciando na disponibilidade para os
outros processos como transformacao, degradagao e transporte, seja sendo
lixiviado, escoando superficialmente ou sofrendo volatizagdo. (HARPER, 1994).
Quando o agrotdxico vem a sofrem lixiviagao ele tende a se espalhar e poluir
outros corpos hidricos, podendo entrar na cadeia trofica através do consumo
direto de agua potavel (Stone, 2005) e/ou bioacumulagdo em peixes (Bretaudet
al.,2000).

A umidade e a temperatura do solo afetam muito a
decomposicdo dos agrotoxicos. A decomposicdo quimica do
agrotéxico ocorre mais lentamente em solos secos e temperaturas
mais baixas porque tanto as reagdes quimicas como as bioldgicas
ocorrem mais lentamente nessas condi¢des. Os agrotdxicos variam
muito quanto a sua persisténcia no ambiente. Alguns se decompdem
imediatamente apds a sua aplicagdo e outros podem persistir por
muito tempo no ambiente. Desta forma, os compostos que persistem
por muito mais tempo no solo sdo mais provaveis de atingirem o
reservatério subterrdneo do que os que se degradam mais
rapidamente (BARRIGOSSI, J.A. F, LANNA A.C., FEREIRA E., 2004).

O que leva os agrotdxicos a estarem presentes em aguas subterraneas € a sua
acumulagado, pois neste ambiente ndo existem condicdes favoraveis para
degradar moléculas, devido as baixas temperaturas, pouco oxigénio dissolvido,
consequente baixa atividade dos micro-organismos e auséncia de
luminosidade direta ou indireta. Como um dos fatores destaques do problemas
de contaminagdo das aguas subterraneas por agrotéxicos, destaca-se o fato
destes locais seremfrequentemente utilizados para retirada de agua, através de
pocos artesianos, para consumo humano, o que podera acarretar sérios
problemas de saude publica, como reagdes alérgicas, intoxicagdes e até
mesmo mutagoes.

A mutacao é definida como sendo qualquer alteracdo do DNA, sdo mudancas
repentinas que ocorrem nos genes, sendo o processo pelo qual um gene sofre
uma mudanga estrutural. Ela tem um efeito dualistico, € destrutiva,
desagregadora, mas sem a mutagdo a vida nao poderia variar e evoluir,

adaptando-se a uma gama extremamente ampla de ambientes e condig¢des.
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1.1 OBJETIVOS GERAIS:

- Analisar o potencial mutagénico e genotoxico das aguas de retorno das

fazendas de arroz através do sistema teste Allium cepa.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Determinar a quantidade de micronucleos em 1000 células por lamina dos
meristemas radiculares de Allium cepa germinados nas amostras dos pontos
de retorno da agua das lavouras de arroz;

- Avaliar possiveis variagdes no indice mitético em células meristematicas de
Allium cepa;

- Identificar e quantificar alteragdes mitdticas em células meristematicas de
Allium cepa;

- Verificar se ha significAncia estatistica entre as amostras analisadas e o
sistema controle;

- Avaliar se ocorre modificagdo do potencial mutagénico no decorrer do curso

natural do Rio Capivari.

2. REFERENCIAL TEORICO

Os tépicos que seguem apresentam o embasamento bibliografico necessario

ao entendimento e execucao deste trabalho.

2.1 SISTEMA LAGUNARBARROS-PATOS

No Litoral Médio, somente a Lagoa dos Barros foi transformada em balneario
para a populacao local que a utiliza, principalmente, para banhos e passeios de
barco, causando impactos classificados no nivel C. Alteragbes graves
observadas nessa lagoa foram a remoc¢do da vegetagdo aquatica e de mata

nativa para acampar, bem como construcdes de casas dentro da Area de
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Preservagao Permanente, legalmente estabelecida. O maior problema nessa
area é a falta de planejamento e atengao as normas ambientais. Sabe-se que o
alto numero de visitantes podem influenciar na qualidade ecolégica dos
sistemas naturais por meio de alteracdes nas propriedades quimicas, fisicas e /
ou bioldgicas dos locais que eles visitam e principalmente passam temporadas
(HADWEN et al., 2007).

A comparagdo com estudos ecologicos realizados ha 30 anos
(SCHAFER, 1992; SCHAFER et al, 2009) mostra que a qualidade da
agua da Lagoa dos Barros apresentou pouca alteragdo, apesar do
alto impacto. Provavelmente, a presenca do balneario e do camping
no entorno, que de certa forma regram os usos recreativos, sejam

responsaveis pela atual qualidade da agua.

O rio Capivari se comunica com a lagoa dos Barros, e esta localizado no litoral
médio do Rio Grande do Sul, nas proximidades do municipio de Capivari do
Sul, de coordenada de latitude (-30° 07’ 53.1915”) e longitude (-50° 29’
32.7624”), com area de 417,609 km? e altitude de 12 m; o corpo d’agua esta
inserido na Bacia Hidrografica do Litoral Médio e o monitoramento deste
recurso hidrico esta sob responsabilidade da FEPAM - Fundagéo Estadual de
Protecao Ambiental (RS), gerenciado através de uma central de monitoramento
da qualidade da agua superficial (FEPAM, 2014),é classificado como
pertencente a mesorregido metropolitana de Porto Alegre e microrregido de
Osorio, com seus limites nos municipios: Balneario Pinhal, a leste; Viamao, ao
oeste; Santo Antbénio da Patrulha, ao norte; Osodrio, a nordeste; Palmares do
Sul, ao sul;. Ficando a uma distancia de 63 km da capital, Porto Alegre. A
regidao tem clima classificado por subtropical umido, ndo tendo estagdes de
seca, e com temperatura média anual de 16,5° C. Nos meses de setembro a
margo temos a época com as maiores temperaturas (ECO VIAGEM, 2014).

Ao final do curso do Rio Capivari temos a Lagoa do Casamento.
Segundo Tomazelli et al., 2000, a Lagoa do Casamento situa-se na
Planicie Costeira do Rio Grande do Sul, uma provincia fisiografica
com cerca de 620 km de extensdo e que, em certos pontos, chega a
aproximadamente 100 km de largura (Tomazelli et al., 2000). Os
eventos mais recentes de evolugdo paleogeografica desta regido,
representados por sucessivas transgressdes e regressdes marinhas,
ocorreram entre 400 mil e cinco mil anos atras, de modo que a maior

parte da provincia situa-se sobre substrato sedimentar. O processo
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de formagdo da Planicie Costeira esta relacionado com uma
importante peculiaridade: a sequéncia de ambientes no sentido da
costa oceénica para o interior, que inclui complexos mosaicos de
dunas, banhados, campos, matas, além de um sistema de lagoas
costeiras, que inclui inimeros corpos d’agua de diferentes tamanhos,
desde a Laguna dos Patos (cerca de 10.000km2) até pequenas

lagoas com menos de 1ha.

Devido a baixa altitude e relativa uniformidade do terreno, as condicdes
naturais dos habitats, da fauna e da flora, sdo bastante influenciadas pelas
diferencas sazonais de temperatura e, especialmente, pela dindmica natural de
inundagdo determinada pelas variagbes de nivel da Laguna dos Patos que
estdo associadas aos ventos fortes, caracteristicos de toda regido costeira do
Rio Grande do Sul.

‘Embora exista uma tendéncia de que periodos mais umidos ocorram no
inverno € menos umidos no verao, inversdes destas condicdes podem ocorrer
mesmo no espago de poucos dias, determinando acentuada mudanca nos
ambientes em qualquer época do ano (BECKER, F. G., 2006)”.

A Lagoa do Casamento se comunica ao sudoeste com a Laguna dos Patos,
vindo a desaguar aguas vindas desde as encostas dos morros de Santo

Antbénio da Patrulha e Osoério, que tendem a escoar para a Lagoa dos Barros.

2.2 AGROTOXICOS COMO MUTAGENICOS

Dentre as diversas substancias passiveis de serem encontradas no meio
ambiente, os agrotoxicos se destacam pelo seu grande uso. Os agrotéxicos
sdo utilizados para controlar o aparecimento de espécies animais e vegetais
indesejadas. Porém, esses agentes quimicos nao tém agao exclusiva sobre os
organismos alvos, mas também sobre outros organismos eventualmente
expostos a eles. Assim sendo, a preocupacdao quanto ao mau uSO Ou USO
indiscriminado de agrotoxicos faz com que muitos estudos venham sendo
realizados, para se estimar os reais efeitos que estes agroquimicos podem
causar aos organismos e, assim, poder orientar a populagdo em geral, sobre o
perigo ao qual estdo expostos. Além da via direta de contaminacdo, pela
propria exposicdo dos organismos aos agrotdxicos, temos ainda as vias

indiretas, onde os organismos se expdem aos agrotéxicos por meio de ingestao
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de agua e de alimentos contaminados. Quando os agrotdxicos ultrapassam a
barreira celular e atingem o material genético dos organismos, eles podem
levar ao aparecimento de lesdes irreparaveis no DNA, como os eventos de
mutacdo e cancer. Desta forma, o estudo e o conhecimento das lesbes
induzidas pelos agrotéxicos no DNA dos organismos, sao pegas fundamentais
para que doengas genéticas resultantes da exposicdo aos agrotdxicos sejam
tratadas e evitadas. Além das células somaticas, algumas classes de
agrotoxicos podem também afetar as células germinativas e causar lesées que
sdo transmitidas ao longo das geragdes. Os agrotdxicos podem contaminar os
solos agricolas por meio de trés principais vias (volatizagao, lixiviagcado e
escoamento superficial), e quando s&do aplicados em uma cultura, cerca de 50
% da dose utilizada pode ficar adsorvida no solo. A contaminagédo do solo por
meio da lixiviagao tem sido apontada como a principal forma de impacto das
aguas subterrdneas. Um unico evento de chuva pode gerar perdas de até 2%
da dose de agrotéxicos aplicada (SIGRH, 2005). Esses residuos alcangam o
meio ambiente e podem ser responsaveis por inumeros efeitos nocivos para o
homem como, por exemplo, alteracdes no DNA (EVANS, 1985). Os
agrotoxicos, de maneira geral, sao considerados quimicos potencialmente
mutagénicos pela capacidade que possuem de induzirem mutagdo no material
genético. Apesar de terem agao toxica e seletiva contra certos organismos,
uma seletividade absoluta é dificil de ser alcangada e, assim, a maioria dos
agrotoxicos acaba também atingindo organismos nao alvos (BOLOGNESI;
MORASSO, 2000). O conhecimento sobre a genotoxicidade dos agrotoxicos
utilizados nas culturas brasileiras € de extrema importancia, visto que muitas
destas substancias acarretam danos ao DNA, os quais podem desencadear
processos de carcinogénese e anormalidades morfologicas, ou alteragées nos
gametas, influenciando na sobrevivéncia e na fertilidade das populagdes
(BOLOGNESI, 2003). Estima-se que dois tercos da populagdo do Brasil estao
expostos, em diferentes niveis, aos efeitos nocivos destes agentes quimicos.
Tal exposicdo pode ocorrer por meio ocupacional (PERES; ROZEMBERG;
LUCCA, 2005), pela ingestdao de agua e comida contaminados 5 (FENSKE,
1997), bem como pelo ar e poeira que alcangam suas residéncias (HOPPIN et
al., 2006).
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2.3 BIOINDICAGAO DE QUALIDADE AMBIENTAL

Ha muito, a avaliacdo de impacto ambiental tem se limitado nos efeitos de
grandes e esporadicas poluicbes que podem vir a causar problemas na
populagdo humana (Karr& Chu, 1997). Entretanto, existem outras fontes de
risco que podem afetar direta e/ou indiretamente as populagdes. Os riscos
ecoldgicos, definidos como a hipétese de que algum agente genotdxicovenha a
causar um efeito ecoldgico adverso em organismos que vivem em ambientes
naturais (USEPA, 1996), podem causar sérios danos a saude humana e dos
demais organismos vivos. A avaliagdo preliminar de riscos ecoldgicos,é
realizada através do monitoramento ambiental preventivo dos ecossistemas em
risco. Em fungdo da grande diversidade de impactos ambientais sobre os
ecossistemas aquaticos, o controle ambiental de riscos ecologicos deve
envolver uma abordagem integrada, através do monitoramento da qualidade
fisica, quimica e biolégica da agua.

O monitoramento de variaveis fisicas e quimicas traz algumas vantagens na
avaliagdo de impactos ambientais em ecossistemas aquaticos, tais como:
identificacao imediata de modificacdes nas propriedades fisicas e quimicas da
agua; deteccdo precisa da variavel modificada, e determinacdo destas
concentragbes alteradas. Porém, este sistema apresenta algumas
desvantagens, tais como a descontinuidade temporal e espacial das
amostragens. “A amostragem de variaveis fisicas e quimicas fornece somente
uma fotografia momentanea do que pode ser uma situagao altamente dindmica
(Whitfield, 2001)”. Em fungdo da capacidade de autodepuragdo e do fluxo
unidirecional de ecossistemas I6ticos, os efluentes sodlidos carreados por
drenagens pluviais para dentro de ecossistemas aquaticos podem ser diluidos
(dependendo das concentragdes e tamanho do rio) antes do momento da
coleta pontual ser realizada, ndo evidenciando assim o problema. Além disso, o
monitoramento fisico e quimico da agua é pouco eficiente na deteccéo de
alteracbes na diversidade de habitats e micro habitats e insuficiente na
determinacao das consequéncias da alteragdo da qualidade de agua sobre as
comunidades bioldgicas. Ja as comunidades bioldgicas refletem na pratica a
integridade ecoldgica total dos ecossistemas (p. ex., integridade fisica, quimica

e bioldgica), refletindo o efeito sinérgico de todos os possiveis mutagénicos e
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demonstrando indices relativos ao dano causado por todas as variaveis
(Barbour et al., 1999). Ecossistemas aquatico possuem diversas comunidades
adaptadas a diferentes condigcdes evolutivas, com diferentes limites de
tolerancia para inumeros fatores (Alba-Tercedor, 1996). Sendo assim, o
monitoramento biolégico constitui-se como uma ferramenta na avaliagdo das
respostas destas comunidades biolégicas a modificagcbes nas condicdes
ambientais originais. O monitoramento biolégico é realizado principalmente
através da aplicacéo de diferentes protocolos de avaliagao, indices bioldgicos e
multimétricos, tendo como base a utilizagao de bioindicadores de qualidade de
agua e habitat. Os principais métodos de analise envolvidos englobam o
levantamento e avaliacdo de alteragdes na riqueza de espécies e indices de
diversidade; grande numero de organismos resistentes; perda de espécies
sensiveis a alteracbes do meio em que se inserem; calculos de produtividade
primaria e secundaria; sensibilidade a diferentes concentracdes de substancias

téxicas (Barbour et al., 1999).

2.4 Allium cepaCOMO ORGANISMO TESTE

“‘As plantas superiores s&do excelentes modelos genéticos para detectar
mutagénicos ambientais e sdo usados em estudos de monitoramento
(FERNANDES, 2005)".0s estudos citogenéticos de espécies vegetais
informam a respeito de possiveis alteragdes cromossémicas nas plantas devido
a presencga de agentes mutagénicos na sua composi¢ao ou decorrentes do seu
metabolismo. O estudo dos mutagénicos em nucleos eucariéticos vem sendo
observado através de métodos citologicos. A mutacdo pode ser resultadode
modificagdes ambientais, sendo elas fisicas ou quimicas, alterando a
estabilidade intrinseca dos acidos nucléicos. Os agentes mutagénicos podem
ser detectados por interrupcdo em mitoses, inducdo de alteragdes
cromossbmicas numéricas e estruturais e de trocas entre cromatides irmas,

inibicdo do ciclo celular, entre outros (Vieira; Vicentini, 1997).
As caracteristicas que tornam A. cepa um excelente organismo-teste
incluem o conhecimento da duragdo de seu ciclo celular, a sua
resposta a inumeros mutagénicos conhecidos, cromossomos em
ndamero reduzido (2n=16), a disponibilidade ano todo e o facil

manuseio. Dentre os vegetais superiores utilizados como modelos-
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teste, a espécie de Allium cepa vem se destacando como um
eficiente modelo genético de monitoramento ambiental. A espécie é
indicada pela sua elevada sensibilidade e excelente correlagdo com
outros sistemas-teste, principalmente com os de mamiferos. Estes
fatores séo relevantes para avaliagdo mais minuciosa de riscos
ambientais, bem como para analise de outros organismos alvos,

como, por exemplo, o homem (FISKESJO, 1985).
Para FISKESJO (1985), o sistema teste com Allium cepa é altamente indicado
como um teste padrdao para a toxicidade, por ser de facil execucdo e os
resultados obtidos poderem ser reproduzidos novamente em pouco tempo.
Quando se tem um valor de toxicidade significativo pode-se facilmente

observar variagdes no indices de crescimento das raizes (FISKESJO, 1995).
El Shahabyet al. (2003), consideraram o sistema teste de
Allium cepao mais adequado para deteccgéao de
toxicidade/genotoxicidade para avaliagdo de niveis de poluigdo
ambiental, os quais representam riscos diretos ou indiretos para a
populacdao humana. A utilizagdo do teste de Allium cepatambém é
uma alternativa interessante devido ao baixo custo, ndo exigéncia de
equipamentos elaborados para sua realizagdo e dispensar a
aprovagao em Comité de Etica e Pesquisa (CEP).
O sistema-testeAllium cepapode nos apresentar dois efeitos da toxicidade dos
compostos presentes na amostras: em escala macroscopica, pode ser
observada a formagdo de aglomerados celulares (tumores) e também
diferengas no crescimento das raizes, seja esta por alteragdo de tamanho ou
por crescerem em dire¢cdes disformes; ao nivel microscépico, demonstrando a
taxa de divisdo celular através da analise do Iindice Mitético. Aberracdes
cromossOmicas, que ocorrem principalmente durante as mitoses e durante a
formacdo de micronucleos, como indicadores de anormalidades no DNA,
também sao utilizados como parametros microscéopicos. (MONARCA et al.,
2000).
Fiskesjo (1993, 1994) ressaltou o quéo util pode ser utilizar vegetais na
avaliacdo de riscos de genotoxicidade e enfatizou que por mais que os
metabolismos de plantas e animais sejam diferentes, ha também similaridades,
e que a ativagao de pro-mutagénicos em plantas possui alta relevancia, pois

seres humanos consomem plantas que sofreram acédo de agentes quimicos.
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2.5AVALIAGAO DA MUTAGENICIDADE EM TESTES AMBIENTAIS

Os organismos vivos estdo frequentemente expostos a substancias
mutagénicas que podem causar danos celulares. Os danos podem ser
induzidos por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos que afetam processos
vitais como a duplicagdo e a transcrigdo génica, alteragdes cromossdémicas
necessarias a manutencido da vida, levando processos corriqueiros a se
tornarem complexos processos cancerosos e levando até mesmo a morte
celular. Devido ao fato de serem lesivos ao gene, essas substancias séo
conhecidas como genotéxicas (Costa; Menk, 2000).

De acordo com a ANVISA, testes de genotoxicidade sdo testes in vitro e in
vivo, especificos para determinar o potencial mutagénico de substéncias sob
suspeita. “Pelas normas estabelecidas, além de testes in vitro, recomenda-se a
realizacao de testes in vivo com dois tecidos, geralmente um teste de
micronucleo usando células hematopoiéticas de rato e um segundo ensaio de
genotoxicidade in vivo (ANVISA, 2010)". Nos Estados Unidos, a Agéncia de
Protecdo Ambiental, também determina a realizagdo de testes que tragam a
tona indices de possiveis causadores de cancer (PRESTON, 2007).“Os testes
biolégicos de mutagenicidade com plantas consistem em verificar a frequéncia
de micronucleos, aberracbes cromossémicas e alteragdes no indice mitético
nas células do meristema radicular (FISKESJO, 1985; MELLO et al., 2004)".
Esses testes fornecem parametros significantes para avaliar a toxicidade de
misturas quando nao se pode determinar a composicao quimica da amostra
(CHANDRA et al., 2005), podendo servir como indicador de dano e poluicao
ambiental na agua, ar, solo (CABRERA et al., 1999).

A analise de alteragbes cromossémicas serve como teste de mutagenicidade e
nos da valores diretos em relagdo a sistemas expostos a amostras com
mutagénicos ou carcinogénicos potenciais. Para que tal analise possa ser feita,
€ necessario que as células estejam em constante divisdo mitotica, utilizando-
se os resultados de um ciclo celular para se analisar os efeitos toxicos, e o
teste de Allium cepatem sido frequentemente utilizado com este objetivo (Silva
et al.,, 2003). O indice mitético e indice de replicagdo sao usados como

indicadores de proliferagdo adequada das células (Gadanoet al., 2002), o que
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pode ser medido, através do sistema teste vegetal de Allium cepaem um

sistema controle, tanto para mais quanto para menos.

2.5.1 TESTE DE MICRONUCLEO

Micronucleos sao pequenas estruturas, que contém DNA, e que estao
localizados no citoplasma, sendo estes vistos como mutagdes nucleares. Sao
formados por fragmentos de cromossomos,formando estruturas acéntricas
(MILLER, 1973). Tal fragmento nao volta a fazer parte novamente de nucleos
principais (COSTA e MENK, 2000; FENECH, 1993)

Para termos possiveis micronucleos em nosso experimento, precisamos de
células em constante divisdo celular, sendo as células de raizes de Allium cepa
excelentes para tal (VILLELA e LAU, 2003).

O sistema de teste de micronucleo em raizes da espécie Allium cepa
(cebola), é definido como sendo um dos melhores para estudos de
monitoramento ambiental e mutagénicidade de plantas medicinais,
por sua sensibilidade e exatidao, e, porque as raizes da A. cepa
possuem processo de divisdo celular similar aos do homem
(GAVRONSKI, 2008).
A utilizacdo do teste de micronucleo em A. cepa, € indicada devido ao baixo
custo, disponibilidade da matéria prima, ndo exigéncia de equipamentos
elaborados e de aprovagdo em comité de ética e pesquisa (CEP). Neste estudo
optamos por uma adaptacdo da técnica de micronucleo em Allium cepa,
recomendada por Fiskejo (1985), vindo a utilizar o kit panético rapido LB no

lugar do metanol e giemsa.

2.5.2 INDICE DE ABERRAGOES CROMOSSOMICAS

Alteragcdes cromossdémicas em Allium cepa podem ser observadas em
qualquer fase do ciclo celular e sdo consideradas evidéncias de
efeitos mutagénicos promovidos por agentes clastogénicos (quebras
no DNA) ou aneugénico (que induzem aneuploidia ou segregagao
cromossOmica anormal), classificados de acordo com o tipo de
alteragéo induzida (VIDAKOVIE-CIFREK et al., 2002).
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“‘Este teste tem sido amplamente utilizado, principalmente, para se
monitorar os impactos derivados de emissdo de efluentes em rios (FISKEJO,
1993; RANK; NIELSEN, 1993; SMAKA-KINCL et al., 1996)".

2.5.3 INDEX MITOTICO

Segundo SMAKAKINCL et al., 1996; FERNANDES et al., 2007; CARITA;
MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008 a alteragédo de
indices mitéticos e os indices morte celular na espécie Allium cepapodem ser
refletir parametros no qual se encontra tal amostra utilizada, servindo assim
para a avaliacdo de quimicos ambientais. A cito toxicidade de um composto
pode ser mensurada através da variagdao do IM de células a ele expostas
(FERNANDES et al., 2007).

indices mitéticos inferiores ao controle negativo podem indicar a
presenga de agentes, cuja agcao toxica compromete o crescimento e
desenvolvimento dos organismos expostos. |IMs superiores aos
observados nos testes controle séo resultados de indugao de divisao
celular e pode levar a proliferagdo celular descontrolada e até a
tumorizagdo (HOSHINA, 2002).

Desta forma, a variacdo nos IM pode ser um importante indicador da qualidade
das amostras, e pode ser utilizado para quantificar os niveis de poluicdo em
diferentes ambientes, especialmente por compostos toxicos e citotoxicos
(SMAKA-KINCL et al., 1996; HOSHINA, 2002).

3 AREA DE ESTUDO

Situado entre a Lagoa dos Barros e a Lagoa do Casamento, o Rio Capivari
serve para movimentar a economia do Estado disponibilizando agua para a
principal regido produtora de arroz no Rio Grande do Sul. Além deste uso, a
agua também é utilizada por moradores da regido para dar de beber aos
animais e também para consumo proprio. A agua que cai da chuva desce as
encostas da Regido de Santo Anténio e Osoério e tem como destino a Lagoa

dos Barros, da qual através de bombeamento artificial passa a alimentar o Rio
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Capivari nos meses de verao (quanto se utiliza agua em abundéancia no plantio
do arroz), o qual tera sua vazdo aumentada e passara a despejar mais agua na
Lagoa do Casamento. O Rio Capivari se estende por cerca de 45 km, desde
seu inicio na regido bombeamento artificial, cujo brago inicial também sofreu
uma alteracdo no posicionamento, vindo a ser desviado mais para norte,
aumentando assim a quantidade de proprietarios beneficiados, e segue até a
Lagoa do Casamento com uma largura média de cerca de 10 metros, tendo
porém, uma regido onde se alarga e chega a quase 500 metros de largura,
passando entdo a dispersar suas aguas em um banhado que mais a frente
volta a afunilar e recolher as aguas para um ponto s6, tornando a largura média
novamente. Toda agua que é bombeada artificialmente para dentro das
lavouras acaba tendo um ponto de retorno para o Rio Capivari, porém esta
agua nao passa por nenhum tratamento prévio antes de seu retorno, sendo
assim entrando pura no sistema e saindo contaminada com os agrotoxicos que
acabam sendo lixiviados e transportados pelo movimento natural da agua
dentro dos campos. Essa agua que retorna contaminada vai sofrendo esse
processo repetidas vezes até chegar ao seu destino, quando acaba por
acumular diversos mutagénicos de outras fazendas anteriores, poluindo assim

nao so o local onde o veneno esta sendo despejado, mas toda uma regiao.
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A regido dos Pontos 1 e 1.2 € uma area de uso esporadico, vindo a ter
movimentagéo de carros e pessoas mais em finais de semana e/ou feriados em
época de verao, ficando totalmente inabitada durante o resto do ano.

A regido dos pontos 2 e 2.2 é uma area de lavoura rodeada por diversas
moradias, tendo fluxo de pessoas e animais de criagdo durante a semana toda.
A regido dos pontos 3 e 3.2 € uma regido de lavouras com uma passagem de
rua utilizada frequentemente por carros e motos de moradores da regido e
entorno.

Ja a regido dos pontos 4 e 4.2 fica bem mais afastada dos nucleos
populacionais, vindo a ter algum contato com pessoas somente na beira da
estrada BR-101, sendo mesmo assim de uma distadncia bem maior que

qualquer outro dos pontos.
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4. MATERIAL E METODOS

A avaliagdo da acdo mutagénica foi realizada pelo método proposto por
FISKESJO com a adaptagdo sugerida por MENEGUETTI e colaboradores.

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Para a avaliagdo do potencial citotdéxico e genotdéxico das amostras serao

utilizados bulbos de cebola (Allium cepa).

4.2 AMOSTRAGENS

As amostras serdo coletadas em pontos onde ocorre o retorno da agua de
retorno das lavouras de arroz que se encontram ao longo do Rio Capivari
(municipios de Capivari do Sul e Osério) no més de Janeiro de 2015, época em
que se utiliza o sistema de irrigagao artificial com maior frequéncia. Sera
coletada agua de um ponto de retorno a, aproximadamente, cada 15
quildbmetros percorridos do curso do rio. As coletas serao feitas durante trés
turnos (manh3, tarde e noite), com intervalo de 8h entre cada amostragem,

compondo um total de 12 amostras.

4.3 AVALIAGAO DA AGAO MUTAGENICA: TESTE DE MICRONUCLEOS

A avaliacdo da acdo mutagénica foi realizada pelo método proposto por
FISKESJO com a adaptagdo sugerida por MENEGUETTI e colaboradores.
Foram utilizados 27 exemplares de A. cepa, de tamanho pequeno, uniforme e
de mesma origem, ndo germinados e saudaveis, adquiridos em um mercado no
municipio de Imbé. As raizes secas foram extraidas. 8 bulbos de cebola foram
postos a germinar nas aguas coletadas, em frascos de 100 ml, protegidos da
incidéncia direta da luz do sol, com a parte inferior mergulhada na amostra
coletada em cada ponto. Outros 3 bulbos foram postos a germinar em agua
destilada. Para cada tratamento (amostras manha e tarde) foram utilizadas 3
réplicas, totalizando 24 bulbos, sendo que nem todos vieram a ter suas raizes
com o desenvolvimento necessario. Outros 3 bulbos serviram como controle

negativo.
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As raizes foram coletadas para analise quando atingiram o comprimento de 0,5
a 3 cm, sendo lavadas com agua destilada, hidrolisadas com HCI a 1 mol/L por
10 min em banho-maria a 60°C e apds, os frascos resfriados em agua corrente.
Apoés a lavagem dos meristemas foram feitos esfregagos em duas laminas por
Allium cepa (totalizando 54 laminas) e aguardados 30 min em temperatura
ambiente para secagem. Logo apéds, as laminas foram coradas com Kit
Panadtico Rapido LB, sendo este composto por trés recipientes (o primeiro com
triariimetano a 0,1%, o segundo com xatenos a 0,1% e o terceiro com tiazinas a
0,1%), sendo as laminas mergulhadas 10 vezes em cada recipiente, exceto no
ultimo, onde serdo mergulhadas apenas 3 vezes com submersdo de 1 s de
duracgdo. Por fim, as laminas foram lavadas em agua deionizada com pH 7,0 e
secas a temperatura ambiente.

A avaliagdo das anormalidades cromossémicas constituiu na observagéo de
alteracbes interfasicas e mitéticas observadas em 1.000 células. Serao
contabilizadas 1.000 células por amostra, em um total de 9 amostragens
distribuidas em 54 laminas. A contagem foi feita em microscopia optica, com
objetiva de 40x e ocular de 10x, tendo um aumento de 400x.

A anadlise estatistica foi realizada com a utilizacdo do Teste nao-paramético
TUKEY, Variancia (ANOVA), utilizando-se o Software SPSS. Os grupos foram
considerados diferentes para um p<0,05 e os dados estdo apresentados como

médias + erro padréao médio (EPM).

4.3.1 ALTERAGOES INTERFASICAS (Al)

Observaram-se alteragdes interfasicas do tipo micronucleo, células binucleadas
e brotamentos nucleares. A identificagdo dos micronucleos se deu a partir dos
seqguintes critérios: (a) formato redondo ou oval e estar circundado por
citoplasma de mesma célula que o nucleo principal; (b) apresentar coloragéo
semelhante ao nucleo principal; (c) deveria estar no mesmo plano de foco do
nucleo principal; (d) deveria estar proximo ao nucleo principal, de modo que se

pudesse observar uma nao ligagéo entre eles.
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4.3.2 ALTERAGOES MITOTICAS (AM)

Em tal analise foram consideradas as aberracbes dos tipospontes
cromossbmicas e atrasos cromossdémicos, observados nas diferentes fases de

divisdo celular (metafase, anafase e teléfase).

4.4 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE

Para analise do efeito citotoxico, calculou-se o indice mitético (IM) pela relagao
entre o numero de células em divisdo e o numero total de células analisadas.
Para determinar o IM foi utilizada a equagao: IM = NCM/NTC x 100, em que
NCM corresponde ao numero de células em divisdo mitética e NTC ao numero
total de células analisadas, sendo esta simplificada, devido aos valores
utilizados para analises durante o trabalho, pela equacao IM=NCM x 0,1.

A partir de valores obtidos de indices mitéticos, é possivel se fazer uma
avaliacdo do potencial que uma determinada substéncia tem de inibir ou

aumentar a proliferagao celular.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados obtidos entre os pontos de amostragem foi
realizada por ANOVA de uma via seguida pelo teste de DUNCAN utilizando o
Software SPSS. A analise dos dados obtidos entre as coletas foi realizada
através de teste-T para amostras independentes utilizando-se o teste de
Levene para calcular a significancia. O nivel de significancia exigido foi de
p<0,05. Os resultados sao apresentados como média * erro padrao médio
(EPM).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes aos horarios das coletas, temperatura, pH, oxigénio
dissolvido (OD%), turbidez e localizagdo (GPS) sao apresentados na Tabela 1.
Durante o periodo de tempo utilizado para as coletas, obtivemos significativas
variacbes de temperatura, tendo observado valores bem condizentes com o
esperado. O periodo escolhido para a coleta, 0 momento em que se agua o
arroz, se insere no verdao, onde se observam altas temperaturas,
principalmente, nos meses entre novembro e margo. A temperatura superficial
da agua ficou entre 26 °C (Ponto 3) e 34,1 (Ponto 4.2), sendo que a média dos
valores acabaram nao variando muito entre si devido ao periodo em que as
coletas foram feitas, que foi entre as 10 horas (Ponto 1) da manha e as 16
horas (1.2). Para encontrar tais valores foi utilizado um termdémetro digital
devidamente calibrado no Laboratério de Analises de Aguas do CECLIMAR.

Um parametro analisado e que estabeleceu uma relagao direta com os indices
de toxicidade encontrados nas laminas observadas foi o de pH, sendo que ele
variou entre 4,7 (Ponto 3) e 8,9 (Pontos 1 e 1.2). O valor de pH de 8,9
encontrado esta de acordo com o local onde foi feita a coleta: regido de pouca
energia, onde chuvas escorrem através de encostas de morros e nao ha
despejos industriais, sendo impactada, em maior parte, pela atividade turistica
da regido, que acontece predominantemente nessa época do ano e tem como
principal agente o esgoto domeéstico. O local com o pH mais baixo encontrado,
de 4,7, também esta de acordo com o local onde foi feita a coleta, o Ponto 3. O
Ponto 3 é um local de pouco fluxo de agua e de onde se teve acesso direto de
onde a agua retorna para o Rio Capivari, sem sofrer nenhuma diluigdo. Ele
pode ser considerado como uma resposta direta da agua que recebe
agrotoxicos e que retorna para o Rio, ainda tendo valores de oxigénio
dissolvido entre 2 (25%) e 2,6 (34%) no Ponto 3, e 1,6 (19,6%) e 1,75 (23%) no
Ponto 3.2, mostrando assim valores baixissimos de um elemento essencial, em
niveis maiores, a vida. Apesar de tais valores encontrados nestes pontos, em
ambas as amostragens foram avistados diversos peixes vivendo no local, o que
talvez reflita animais adaptados aquele local com uma tolerdncia a menores
valores de pH e oxigénio dissolvido. Para encontrar tais valores foram

utilizados um pHametro digital e um oximetro digital, ambos devidamente
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calibrados no Laboratério de Analises de Aguas do CECLIMAR, para valores
de pH e oxigénio dissolvido, respectivamente.

Valores de turbidez ficaram em 30 cm nos pontos mais rasos (1, 1.2, 3 e 3.2),
52 cm (2 e 2.2), e 70 cm (4 e 4.2), sendo os locais 2, 2.2, 4 e 4.2 0s mais
profundos analisados, sendo que quando mais profundo o local maiores era os
valores encontrados no Disco de Secchi.

Devido as logisticas de equipamentos, transportes e pessoal, os intervalos
entre as coletas n&o foram similares, variando de 2 horas e 30 minutos entre os
pontos 4 e 4.2, e 6 horas entre os pontos 1 e 1.2, o que pode ter interferido nos

resultados obtidos quando comparados valores de diferentes pontos.

14:15

10 horas 16 horas 10:40 15:30 11:45 12:30 15 horas|

31,1 33 30 31,5 27,5 29,3 33,7 33,6
8,4 3 6,3 5.8 54 5,5 6,2 6
113 115 68,7 72 31 21,7 74 74
30 30 52 52 30 30 70 70

S 29° 55,221' S 30° 01,837" S 30° 05,820' S 30° 11,545'

W 050° 25,410' W 050° 27,840' W 050° 32,483 W 050° 31,859'

Tabela 1: Dados Fisicos das coletas. Fonte autor.
Os dados quimicos das amostras sdo apresentados na Tabela 2. Em relacao
aos pontos diferirem em mesmo turno, o Ponto 1.2 diferiu de todos outros
pontos de coleta da parte da tarde, vindo a conter menos Ferro que os outros
respectivos pontos possivelmente por estar em uma zona onde estes tendem a
se diluir na grande quantidade de agua onde este se encontra inserido
(margem Sudoeste da Lagoa dos Barros), enquanto que os outros pontos
estao sujeitos a rejeitos em pequenos corregos e também a passagem da agua
por dentro do motor (composto por, principalmente, ferro sujeito a oxidagdes) e

recirculacao nas lavouras.

O nitrito, que € uma forma quimica do nitrogénio normalmente
encontrada em quantidades diminutas nas aguas superficiais, pois o
nitrito é instavel na presenca do oxigénio, ocorrendo como uma forma
intermediaria no processo de nitrificagdo, no qual a amébnia é
transformada (oxidada) por bactérias para nitrito, e logo para nitrato,
em sistemas aquaticos. O ion nitrito pode ser utilizado pelas plantas
como uma fonte de nitrogénio, e sua presenga na agua indica
processos bioldgicos ativos influenciados por poluicdo organica
(GORSEL & JENSEN, 1999)
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Quanto aos Nitratos encontrados, temos que o ponto 1.2 diferiu de todos os

outros pontos onde se obteve resultados do teste (pontos P2, P2.2, P4 e
P4.2).

NO3 | FERRO | COBRE

0,180 + 0,017 ND 0,247 0,026 | 0,102 + 0,010
0,257 +0,029™" | 0,247 + 0,015 | 0,243 + 0,018’ | 0,197 + 0,009°™
0,099 + 0,007 | 0,131 +0,011 | 0,763 + 0,047 | 0,100 + 0,012
0,106 + 0,123 | 0,070 = 0,012 | 0,747 £ 0,032 | 0,100 + 0,012
0,180 =+ 0,040 ND 0,980 = 0,081 | 0,200 = 0,006
0,110 + 0,015 ND 0,967 + 0,882 | 0,103 £ 0,009'

0,097 0,009 | 0,700 = 0,011 | 0,180 0,018 | 0,050 % 0,0115'
0,183 + 0,043 | 0,069 + 0,004 | 0,753 £ 0,032° | 0,097 + 0,009*

Tabela 2: Dados quimicos das amostras. Os resultados sdo média + EPM.
% indica diferenca entre 1 e 0 1.2 para um p=0,042;

® indica diferenga entre 3 e 3.2 para um p=0,032;

° indica diferenca entre 4 e 4.2 para um p=0,043;

4indica diferenca entre 4 e 4.2 para um p=0,016;

¢ indica diferenga entre 1 e 1.2 para um p=0,048;

"indica diferenca entre 3 e 3.2 para um p=0,044;

Yindica diferenga entre 4 e 4.2 para um p=0,050;

" indica diferenca entre 1.2 e os grupos 2.2 e 3.2 para um p=0,050;

"indica diferenca entre 1.2 e os grupos 2.2 e 4.2 para um p=0,050;

lindica diferenga entre 1.2 e todos os grupos 2 para um p=0,050;

¥indica diferenca entre 2.2 e todos os grupos 2 para um p=0,050;

'indica diferenca de 3 e 4 em relacao a si todos os grupos para um p=0,050;

™ indica diferenca entre 1.2 e todos os grupos 2 para um p=0,050.

O contaminante inorganico de maior preocupagdo em aguas
subterrdneas é o ion nitrato, NO3-, que normalmente ocorre em
aquiferos de zonas rurais e suburbanas. O nitrato em aguas
subterraneas origina-se principalmente de quatro fontes: aplicagédo de
fertilizantes com nitrogénio, bem como inorganicos e de esterco
animal, em plantagdes; cultivo do solo; esgoto humano depositado

em sistemas sépticos e deposigcado atmosférica (BAIRD; CANN, 2011).
“O excesso de ion nitrato em agua potavel em adultos, conforme pesquisas,
pode ser responsavel por causar cancer de estbmago, e aumentar a
probabilidade de cancer de mama em mulheres (BAIRD; CANN, 2011)". Os

niveis de nitrato em agua tida como nao potavel sdo muito inferiores do que em
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produtos de carne defumada ou queijos, aos quais, se acrescenta nitrato para
que nao se corra o risco de desenvolver botulismo devido a presenca nestes
alimentos da bactéria causadora da doenga (SPIRO; STIGLIANI, 2009).
Grandes quantidades de nitrato sdo utilizadas no manufaturamento de suinos,
como bacon e salsichas. Nestes alimentos parte de nitrato € bioquimicamente
reduzido para nitrito, que impede o crescimento da bactéria e, deste modo
acaba por evitar uma possivel contaminagéo por tal doenca.

Calculando-se o indice mitético (IM) (relagdo entre o numero de células em
divisdo e o numero total de células analisadas) determinou-se o IM utilizando a
equacgao: IM = NCM/NTC x 100, em que NCM corresponde ao numero de
células em divisdo mitotica e NTC ao numero total de células analisadas, sendo
esta simplificada, devido aos valores utilizados para analises durante o
trabalho, pela equagao IM=NCM x 0,1. A partir de valores obtidos de indices
mitéticos, foi possivel se fazer uma avaliacdo do potencial que uma
determinada substancia tem de inibir ou aumentar a proliferagao celular, sendo
que alguns pontos tiveram um aumento na proliferagdo celular em relagado ao
sistema controle, alguns mantiveram valores semelhantes ao sistema controle,
e outros obtiveram valores bem inferiores de proliferacdo, evidenciando uma
potencial diminuicdo do poder de divisdo celular (Tabela 3).

Observaram-se alteragdes interfasicas do tipo micronucleo, células binucleadas
e brotamentos nucleares. A identificacdo dos micronucleos se deu a partir dos
seqguintes critérios: (a) formato redondo ou oval e estar circundado por
citoplasma de mesma célula que o nucleo principal; (b) apresentar coloragao
semelhante ao nucleo principal; (c) deveria estar no mesmo plano de foco do
nucleo principal; (d) deveria estar proximo ao nucleo principal, de modo que se
pudesse observar uma nao ligagao entre eles.

Como alteragbes mitéticasforam consideradas as aberragdes dos tipospontes
cromossOmicas e atrasos cromossOmicos, observados nas diferentes fases de

divisao celular (metafase, anafase e teléfase).
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IM Al AM

TABELA 3

CONTROLE 5,20+0,30 12,3+1,00 1,10+0,50
1 4,30+2,40 4,80+1,83 2,60+1,00
2 3,30+1,58 4,80+1,45 2,34+0,50
3 2,10£1,62 12,7#1,33  1,00+0,30
4 2,30+0,30 9,20+2,10 1,20+0,60
1.2 1,50+1,02 6,10+1,45 1,50+1,08
2.2 1,00£1,20 5,10+1,28 1,70+0,80
3.2 4,60+0,00 34,0+0,00 3,20+0,00
4.2 1,50+0,00 24,4+0,00 2,44+0,00

Tabela 3 - Relagdo de amostras com indice Mitdtico (IM), Alteragbes Interfdsicas (Al) e Alteracdes
Mitéticas (AM), com desvio padrdo amostral.

Alteracdes nos indices de crescimento da raiz e alteracbes dos
valores indice Mitdtico encontrados nas amostras controle sdo
indicativos de citotoxicidade. Por outro lado, alteragbes como
anomalias cromossdmicas (micronucleos, pontes cromossémicas),

indicam genotoxicidade (FISKESJO, 1985).
Quanto as anomalias cromossOmicas, os testes apontaram a presenca tanto de

alteragdes interfasicas como mitéticas (Tabela 4).

7 1 2 10 4

19 51 23 108 45
14 11 4 6 5 0 60 25 51

3 10 0 0 0 0 3 1
0 8 0 4 0 0 0 0 0
9 17 5 10 0 0 2 1 1
34 18 6 19 5 19 44 22 13

Os resultados observados, apos analise das células meristematicas expostas
as amostras de efluente coletadas em janeiro de 2015 estdo apresentados no
Grafico 1.

O resultado obtido através das analises das |laminas mostrou que, nas coletas
da manha, o ponto 4 diferiu dos valores encontrados nos pontos 1, 2, 3, e
controle, sendo que todos os pontos diferiram do controle.

Ja nas analises dos pontos da tarde, o ponto 2.2 diferiu de todos os outros

valores, vindo a ter valores acima dos encontrados no ponto 1.1 e bem abaixo
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dos valores encontrados nos pontos 3.2 e 4.2. O ponto 2.2 nao diferiu do
sistema controle.

Quando utilizamos o Teste T para comparar as coletas feitas entre os periodos
de manha e tarde, observamos que a amostragem 2 difere da amostragem 2.2,
que a amostragem 3 difere da amostragem 3.2, e que a amostragem 4 difere
da amostragem 4.2, sendo os valores de p iguais a 0,003, 0,042 e 0,00001,
respectivamente (Grafico 1).

*
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*

200 -

150 - *# {7
*

100 | *

50 -

Numero de células alteradas/ 1000 analisadas

P1 P1.2 P2 P2.2 P3 P3.2 P4 P4.2 C1

Grafico 1 — Numero de células alteradas por 1000 analisadas nas diferentes coletas. Os dados
sdo média + EPM.

*indica diferenca entre os grupos P1, P2, P3, P3.2, P4 e p4.2 em relacdo ao controle para um
p<0,05;

#indica diferenca entre P4 e P1, P2 e P3 para um p<0,05;

% indica diferenca entre P3.2 e os demais grupos para um p<0,05;

bindica diferenca entre P4.2 e os demais grupos para um p<0,05.

Foram encontradas alteracbes na morfologia nuclear em todas as amostras

coletadas, sendo caracterizadas por micronucleos, atrasos, brotamentos
nucleares, pontes cromossémicas e células binucleadas (Fotografia 1).

Tais resultados obtidos neste estudo sugerem um efeito mutagénico das aguas
de retorno das lavouras em grande parte das amostragens sobre os
exemplares de Allium cepa, sendo a indugdo de micronucleos utilizada

frequentemente como indicadora de exposi¢cao a agentes mutagénicos.
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Para estas analises se utilizou o p<0,05 para comparar as amostras com o
sistema controle.

Foram observadas como alteracdes mitoticas atrasos e pontes cromossémicas
(Fotografia 1), sendo verificados em quantidade bem menos significativa

quando comparados com alteragdes interfasicas.

Fotografia 1- Alteracdes mitdticas encontradas em células do meristema radicular de Allium cepa em
sistema controle e amostragens: 1, célula binucleada; 2 e 5, brotamento nuclear; 3, microntcleo; 4
atraso.
Fonte: O autor, 2015

Nos bioensaios com A. cepa, apos a exposi¢cado dos bulbos de cebola

a solugao teste por um determinado periodo, € possivel avaliar tanto
efeitos citotoxicos, através da redugado do crescimento das raizes ou
da diminuigdo do indice mitdtico, como efeitos genotodxicos,
geralmente através da analise de micronucleos ou de anormalidades
da anafase-teléfase (FISKEJO & LEVAN, 1994).

Segundo dados obtidos através do software SPSS, o resultado obtido através

das analise das laminas mostrou que, nas coletas da manha, o ponto 4 diferiu
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dos valores encontrados nos pontos 1, 2, 3, e controle, sendo que todos os
pontos diferiram do controle.

Ja nas analises dos pontos da tarde, o ponto 2.2 diferiu de todos os outros
valores, vindo a ter valores acima dos encontrados no ponto 1.1 e bem abaixo
dos valores encontrados nos pontos 3.2 e 4.2. O ponto 2.2 nao diferiu do
sistema controle.

Quando utilizamos o Teste T para comparar as coletas feitas entre os periodos
de manha e tarde, observamos que a amostragem 2 difere da amostragem 2.2,
que a amostragem 3 difere da amostragem 3.2, e que a amostragem 3 4 difere
da amostragem 4.2, sendo os valores de p iguais a 0,003, 0,042 e 0,00001,
respectivamente.

Todas laminas pertencentes as coletas feitas no turno da manha mostraram
diferenca significativa, tendo o valor de p<0,05, perante o sistema utilizado
como controle amostral. Obtivemos ainda significancia nos valores da amostra
4 (p< 0,05) em relagdo as amostra 1, 2 e 3, onde podemos julgar como um
possivel resultado de todos os lixiviados de lavouras adjacentes que acabam
por influenciar o ponto de coleta numero 4.

Os resultados obtidos nas coletas da tarde diferiram em relagdo aos da manh3,
sendo que apenas a amostra 2.2 nao diferiu do sistema controle. Em alguns
casos tivemos diferengas aumentando valores e em outros casos diferencas
provenientes da diminuigdo de alguns valores. O ponto 2.2 (mesmo do ponto 2,
porém com a coleta feita na parte da tarde) pode ser qualificado como estando
com uma boa qualidade, ja que seus resultados foram semelhantes aos
resultados encontrados no sistema controle.

Utilizando-se do teste T de Student verificou-se que as amostras 2 e 2.2
diferiram entre si, assim como as amostras 3 e 3.2, e 4 e 4.2, sendo que
somente onde n&o houve variacao indices fenotipicos/genotipicos foram entre
os ponto 1 e 1.2, regido de input de agua doce, que, quando chove, escoa
através de uma regido de encostas e morros que tendem a se unir e
desembocar na Lagoa dos Barros, indo apés isso em dire¢ao ao Rio Capivari
(Rio da Galinha), que vai desembocar na Lagoa do Casamento e na Lagoa dos

Patos, sucessivamente.
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As alteracbes mais observadas durante o processo de analise das laminas
foram pontes cromossdémicas (PT), micronucleos (MN), brotamentos nucleares
(BN), células binucleadas (CB), atrasos nucleares (AT).

Segundo Gomurgen (2005), pontes cromossémicas podem ocorrer como
consequéncia de alguma falha na separagdo dos cromossomos durante a
anafase. Essas pontes podem resultar em perda de material génico quando
quebram, uma vez que decorrem da falha do fuso mitético durante o ciclo de
divisdo celular, e a uma consequente nao separagao como deveria, devido a
um efeito aneugénico (UHL et al., 2003).

Micronucleos (MN) podem ser formados através de brotamento nuclear na
intérfase, sendo que brotos nucleares acabam se formando quando esta
separagao € parcial ou incompleta, permanecendo assim presos ao nucleo
original (FENECH et al., 2011).

Brotos nucleares podem ser formados durante a fase S por DNA
amplificado localizado em sitios especificos na periferia do nucleo em
células tumorais humanas. Pontes nucleoplasmaticas e brotos
nucleares sao indicadores promissores no monitoramento do dano
genético (FENECH, 2000; SAMPAIO et al., 2012).

“Os brotos podem representar DNA amplificado eliminado do nucleo por um

processo ativo, durante a fase S do ciclo celular (COLUZZI et al., 2014).”

6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho, observamos que devemos aumentar
cada vez mais nossa preocupacado em relacdo ao meio ambiente, pois ele esta
agindo sempre direta ou indiretamente em organismos humanos.Resultados
provenientes de bioensaios genéticos sao relevantes a saude humana, ja que o
alvo toxicoldgico € a célula, e apesar dos metabolismos de plantas e animais
serem diferentes, ha também similaridades. Em geral, perturba¢cdes no indice
de divisdo celular e no material genético podem ser deletérias para o
organismo, podendo levar a consequéncias severas e, muitas vezes,
irreversiveis a saude tanto de um vegetal como de animal. Portanto, ha
necessidade de estudos adicionais mais aprofundados e buscando, talvez, uma
relacdo com alguma espécie animal e ndo sé trabalhando com espécies

vegetais. De um todo o trabalho foi muito importante para a formagdo de um
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futuro profissional da area, tendo assim que lidar de uma maneira pratica tudo
que foi desenvolvido durante a graduacao e tendo que englobar de maneira
satisfatéria todo o conhecimento adquirido, podendo assim ja ter um contato

com o aguarda no futuro.
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