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RESUMO

Devido a grande expansao urbana, cada vez mais os corpos d’agua estdo sofrendo
com o despejo indiscriminado de substancias provindas das mais diversas atividades,
sejam elas industriais, agricolas ou domeésticas. O presente trabalho teve por objetivo
avaliar o potencial citotoxico e mutagénico das Lagoas das Custodias, Gentil, do
Armazém, da Laguna Tramandai e do vertedouro de efluentes do TEDUT (Terminal
Petroquimico Almirante Soares Dutra), localizadas no Litoral Norte do Rio Grande do
Sul, através do bioteste em Allium cepa. As amostras dos locais foram coletadas nos
meses de marco e setembro de 2015, onde foram realizados medicdes e testes dos
parametros fisico-quimicos. Foram utilizados 24 exemplares de Allium cepa (cebola)
para o teste de mutagenicidade que foi realizado através do método proposto por
FISKESJO, com adaptacéo sugerida por MENEGUETTI et al. (2011). A avaliagdo do
potencial genotoxico baseou-se na quantificacdo de alteracbes cromossémicas e
microndcleos, e através do calculo do indice mitético foi estimado o potencial
citotoxico das amostras. Os resultados demonstraram que a maioria dos parametros
fisico-quimicos analisados estava dentro dos limites tolerados pela legislacdo, com
excecdo do ferro (Fe) que na coleta de inverno apresentou valores maiores em todos
0s pontos coletados, o nitrato (NO2-) também foi outro parametro que estava alterado.
Nesse estudo foi tido como parametro de citotoxicidade somente o indice mitético, ndo
levando-se em consideracdo o tamanho das raizes. Os resultados referentes as
analises das células meristematicas que foram submetidas a exposi¢cdo nas amostras
dos locais mostraram que a coleta de verao mostrou uma maior média de alteracdes
celulares em todos os pontos amostrados, principalmente nas amostras do vertedouro
do TEDUT e da Lagoa do Armazém. Além disso, as amostras coletadas no verédo e
no inverno, ambas diferiram significativamente do controle negativo (P<0,05) em
relacdo as alteracdes celulares. O indice mitético entre as duas coletas demonstrou
que a Lagoa do Armazém foi a Unica que diferiu (P<0,048) em relacdo as alteracdes
celulares. Diante desses resultados, o que se pode concluir € que o bioteste com a
utilizacéo de bulbos de cebola é um eficiente ensaio de toxicidade para avaliagéo do
potencial citotoxico e mutagénico de corpos d’agua, visto que a analises fisico-
quimicas das lagoas do presente estudo estavam dentro dos limites tolerados pela
legislacdo. Além disso, indicou que mais estudos e com uma maior frequéncia sao
necessarios para que se tenha uma visao mais sazonal e um acompanhamento mais
preciso da regido, visto que as coletas foram pontuais. Além disso, é preciso que
sejam realizados estudos com a utilizacdo de outros organismos-teste, em razao da
sensibilidade e o tipo de resposta a uma toxicidade serem diferentes em cada
organismo.

Palavras chave: Mutagénese ambiental. Alteracdes cromossdmicas. Micronucleo.
Allium cepa. Corpos d’agua. Poluicdo aquatica.



ABSTRACT

Due to urban expansion, more and more water bodies are suffering from the
indiscriminate dumping of substances emanating from various activities, whether
industrial, agricultural or domestic. This study aimed to evaluate the cytotoxic and
mutagenic potential of the Ponds of Custody, Gentil, do Armazém, Lagoon Tramandai
and a scoop of Tedut effluent (Petrochemical Terminal Almirante Soares Dutra),
located on the north coast of Rio Grande do Sul through bioassay Allium cepa.
Samples of the sites were collected in March and September 2015, where
measurements and tests of physical and chemical parameters were performed. 24
copies of Allium strain were used (onion) for mutagenicity test was performed using
the method proposed by FISKESJO with adaptation suggested by Meneguetti et al.
(2011).The genotoxic potential was based on the quantification of micronuclei and
chromosomal alterations, and by calculating the mitotic index was estimated samples
of the cytotoxic potential. The results showed that most of the physiochemical
parameters analyzed were within the limits permitted by law, with the exception of iron
(Fe) which in the winter collection showed higher values at all points collected, nitrate
(NO2-) was also another parameter that was changed.This study had as cytotoxicity
parameter only the mitotic index, not taking into consideration the size of the roots, and
the results of the analysis of meristematic cells that were subjected to exposure in
samples from locations shown that summer collection showed a higher average
cellular changes in all sampled points, especially in the spillway samples Tedut and
warehouse Lagoon. In addition, samples collected in summer and winter, both
significantly different from the negative control (P <0.05).The mitotic index between the
two samples showed that the Warehouse Lagoon was the only one that differed (P
<0.048). Given these results, what can be concluded is that the bioassay using onion
bulbs is an efficient toxicity test for evaluation of cytotoxic and mutagenic potential of
water bodies, since the physical and chemical analysis of the present ponds study
were within the limits permitted by law.It also indicated that more studies and more
frequently are needed in order to have a more seasonal vision and a more precise
monitoring of the region, since the collections were off. In addition, it must be
conducted studies with the use of other test organisms, due to the sensitivity and the
type of response to a toxicity are different in each organism.

Key words: Environmental Mutagenesis. Chromosomal alterations. Micronucleus.
Allium strain. Water bodies. Water pollution.
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1 INTRODUCAO

A agua é considerada um dos elementos indispensaveis a vida dos animais e
plantas. Disposta em diversas formas como rios, lagos, lagoas e oceanos, e com
diversas utilidades, dentre elas podemos citar 0 abastecimento publico e industrial, a
irrigacéo, a producao de energia, a recreacao e lazer, bem como a manutencao da
vida aquatica. As lagoas costeiras podem ser definidas como corpos de agua
interiores, encontrados em todos os continentes, onde estao orientados paralelamente
a costa podendo se encontrar separados do oceano atraves de uma barreira ou
conectados ao mesmo através de canais. (KJERFVE, 1994).

Segundo Lemos e Terra (2003), 0os ecossistemas aguaticos apresentam uma
complexa interacdo entre os fatores fisicos, quimicos e bioldgicos. Faz-se necessario
conhecer as relagcbes que existem nesse sistema para compreender sua resposta a
uma substancia exégena.

Devido a grande expansao urbana, cada vez mais esses corpos d’agua estao
sofrendo com o despejo indiscriminado de substancias provindas das mais diversas
atividades, sejam elas industriais, agricolas ou domeésticas. Essas substancias
lancadas acabam poluindo a agua e o sedimento, e como consequéncia acabam se
tornando um problema sério, pois afetam a salde tanto da biota presente nesses
locais quanto o ser humano (EGITOet al., 2007). Além disso, essas substancias
podem ter efeitos citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos, e também provocar efeitos
teratogénicos sobre os organismos (HOSHINA, 2005).

A utilizacdo do teste de micronucleo em raizes de Allium cepa (cebola), é
indicado como uma das melhores metodologias para a realizacdo de estudos de
monitoramento ambiental e também para o diagnéstico de mutagenicidade, por
apresentar grande sensibilidade e porque o processo de divisédo celular da cebola é
semelhante ao do ser humano. Além disso, o procedimento tem baixo custo, e a
preparacao das laminas € simples (GAVRONSKI, 2008).

A anélise do potencial mutagénico do teste de micronucleo em Allium cepa pode
determinar futuras acdes a serem tomadas para minimizar os impactos que podem
afetar a fauna, a flora e a populagéo no entorno desses corpos d’agua. Essa técnica
pode ser realizada com o uso de diversos organismos teste como bioindicadores,
sejam eles roedores, peixes e plantas, onde a presenca de por¢cdes de cromatina

intracitoplasmatica, a inducédo de quebras ou de perdas de cromossomos inteiros,
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acaba possibilitando a avaliagdo e a caracterizagdo do potencial mutagénico do
agente em estudo (MACHADO, 2013).

Nos ultimos anos, a realizacdo de pesquisas relacionadas a investigacao da
acdo de agentes mutagénicos tem tido uma grande importancia mundial, pois o
homem acaba estando exposto a agentes fisicos, quimicos e biolégicos que acabam
induzindo a ocorréncia de mutacbées (MATSUMOTO; MARIN- MORALES, 2004).

1.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como principal objetivo quantificar o potencial citotoxico
e genotoxico das Lagoas do Gentil, das Custédias, do Armazém e Laguna Tramandai,
e também de um vertedouro do TEDUT (Terminal Petroquimico Almirante Soares
Dutra), visto que existe uma real necessidade da realizagdo de estudos sobre os
impactos sofridos pelos ambientes nesses locais devido a atividades antropicas,
podendo assim fornecer subsidios que possam servir de alerta para possiveis efeitos

sobre o homem e o meio ambiente.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo proposto foram estabelecidos os seguintes objetivos

especificos:

a) Analisar os parametros fisico-quimicos do local de estudo;

b) ldentificar e quantificar alteracdes nucleares (por 1000 células) dos
meristemas radiculares de Allium cepa germinados nas amostras das
lagoas estudadas;

c) Verificar se ha significancia estatistica entre as amostras analisadas e o

sistema controle (agua destilada).
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2 REFERENCIAL TEORICO

Os topicos a seguir apresentam uma breve fundamentacdo teérica para um

melhor entendimento deste trabalho.

2.1 BACIA HIDROGRAFICA DO RIO TRAMANDAI

O litoral brasileiro apresenta corpos d’agua dos mais variados tamanhos, sendo
gue sua génese se deu por processos de transgressao e regressdo do mar, que
ocorreram a partir do Pleistoceno (ESTEVES, 1998). Essas lagoas costeiras estao
presentes em diversos locais, e sao de grande importancia para diversas populacdes
humanas em virtude de possuir recursos alimentares, e também por muitas vezes
apresentarem locais que servem de area de lazer (PADILHA, 2001).

A Planicie Costeira do Rio Grande do Sul é caracterizada por apresentar um
significativo nUmero de lagoas costeiras (lagoas e lagunas) (TOMAZELLI et al., 2011).
Além disso, essas lagoas acabam constituindo ecossistemas singulares da restinga
brasileira, 0 que as tornam patriménio ambiental (LANZER; RAMOS; MARCHETT,
2013).

A Bacia hidrografica do Rio Tramandai se encontra inserida na Regido
Hidrografica Costeira do Sul, regido do territério brasileiro onde as aguas escoam no
Oceano Atlantico por meio de alguma foz entre o Sul de S&do Paulo e o Sul do Rio
Grande do Sul (CASTRO; MELLO, 2013). Situada no Litoral Norte do Rio Grande do
Sul e formada por diversos rios e lagoas, a Bacia Hidrografica do Rio Tramandai
(Figural), ocupa uma area de aproximadamente 2700 kmz2, dos quais 115 km? estao
localizados na faixa litoranea, e cerca de 450kmz2 equivale a lagos, lagunas, rios e
canais (PLANO da Bacia Hidrografica do Rio Tramandai, 2015).
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Figura 1. Representacdo da Bacia Hidrografica do Rio Tramandai.

Rio Grande do Sul

Fonte: Rio Grande do Sul (2008)
Acessado em: 15/11/2015

2.2 COMPLEXO LAGUNAR ARMAZEM-TRAMANDAI

O Complexo Lagunar Armazém-Tramandai (Mapa 1), divide-se em dois
subsistemas, o subsistema norte e 0 subsistema sul. O subsistema norte inicia na
Lagoa Itapeva e apoOs receber dgua de outras lagoas dirige-se ao estuario da
Laguna Tramandai. O subsistema sul origina-se da Lagoa Bacopari, e da mesma
forma que o subsistema norte se dirige a Laguna Tramandai, o mesmo despeja suas
aguas na Laguna do Armazém. Ao ser transportada, a agua oriunda dos dois
subsistemas da Bacia Hidrogréafica do Rio Tramandai, carrega consigo nutrientes, sais
e sedimentos, tornando-se o estuario do Rio Tramandai, um fértil ambiente importante
no ciclo de vida de diversas espécies de fauna e flora (CASTRO; MELLO, 2013).
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Mapa 1. Complexo Lagunar Armazém-Tramandai

‘LAGUNA TRAMANDAI

JLAGOA DO ARMAZEM

Image © 2015 CNESJ Astrium

¢ Data dasimagens: 4/21/2013  29°58'45.82"S 50°09'59.15"0 elev 1 m<*altitude do

Fonte: Google Earth (2015).

2.3 OS USOS DA AGUA E OS IMPACTOS NA BACIA HIDROGRAFICA DO RIO
TRAMANDAI

O uso da agua da Bacia Hidrografica do Rio Tramandai baseia-se
principalmente na captacdo de agua para abastecimento humano e na producéo
agricola (CASTRO; MELLO, 2013). Outra atividade que potencialmente afeta a
qualidade da agua das lagoas, é o elevado numero de atividades relacionadas ao
periodo de veraneio, onde, a populacdo aumenta de forma consideravel que acaba
comprometendo a conservacao desse ecossistema (LANZER; RAMOS; MARCHETT,
2013).

Outro problema que acaba agravando a situagdo dos recursos hidricos da
Bacia Hidrografica do Rio Tramandai é a falta de saneamento basico que afeta
significativamente a qualidade da agua em alguns locais. Além disso, algumas regides
da bacia tém a atividade agricola como uma das principais fontes de subsisténcia,
como por exemplo, 0s arrozais, 0 que indica que ocorra uma possivel contaminacao

pelo uso de agrotoxicos (LEMOS; TERRA, 2003).
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2.4 BIOINDICACAO COMO FERRAMENTA DE GESTAO AMBIENTAL

Nos ultimos anos, houve um crescimento nos diversos impactos de origem
antropica relacionados a poluicdo aquéatica, que vem causando alteracfes nocivas a
biota aquatica, bem como a salude humana que acaba necessitando dos corpos
hidricos para sua sobrevivéncia (VANZETTO, 2014). Dentre eles podemos citar as
diversas substancias originadas de atividades domésticas, industriais e agricolas que
acabam contaminando lagoas, rios e mares (RASHED, 2001).

A bioindicac@o ou biomonitoramento € uma das ferramentas mais importantes
para a deteccao dos efeitos das atividades antropogénicas que acabam afetando o
funcionamento de um ecossistema, possibilitando através desse acompanhamento,
diferenciar as variacbes que ocorrem naturalmente ao longo de um determinado
periodo (CAIRNS; McCORMICK; NIEDERLEHNER, 1993). Landson et al. (1999)
define o biomonitoramento como sendo uma das melhores formas de avaliar as
mudancas de um ambiente de acordo com as respostas biologicas de um
ecossistema, que podem servir como subsidios para promover o controle da qualidade
ambiental.

Os bioindicadores séo definidos como organismos ou comunidades, onde
através do comportamento fisiol6gico ou a acumulacdo de poluentes acabam
refletindo respostas a alteracfes ambientais de uma determinada area (LIMA, 2001).
Vérios sdo os organismos considerados bons bioindicadores, entre eles podemos citar
alguns vertebrados, invertebrados e plantas vasculares. Ottoni (2009) salienta que a
utilizacdo da bioindicacdo vem sendo sugerido com mais frequéncia, pois as
amostragens fisico-quimicas acabam sendo ineficazes por mostrarem apenas a

situacdo instantanea e também por alguns desses testes apresentarem alto custo.

2.5 BIOTESTE EM ALLIUM CEPA

Nos ultimos anos, as plantas superiores tém sido recomendadas como sendo
otimos bioindicadoras na deteccdo de genotoxicidade e citotoxicidade em um
ambiente. Devido a sua alta sensibilidade, a Allium cepa (popularmente conhecida
como cebola) é uma das plantas que mais tem sido usada em laboratérios de estudos
relacionados a analise e deteccdo de alteragbes cromossémicas provocadas pela

presenca de substancias quimicas (RANK; NIELSEN, 1993). Elaborado por Levan
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(1938), o teste Allium cepa € conceituado como uma das melhores ferramentas para
pesquisas relacionadas a investigagdo do potencial genotdxico e citotoxico de
diversas substéancias.

O sistema teste Allium cepa também serve para investigar efeitos de
citotoxicidade de infusbes de plantas medicinais. Através das alteracbes
cromossbmicas e da divisdo das células meristematicas, € possivel se obter uma
resposta e, assim, pode advertir a populacdo quanto ao consumo dessas infusées
(BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007; VICENTINI et al.,2001).

Além disso, esse tipo de andalise com Allium cepa apresenta baixo custo,
agilidade na obtencdo dos resultados e facilidade na preparagcdo e manuseio,
permitindo que seja realizada uma avaliacdo aos danos do DNA dos organismos que
ficam expostos a acéo, que contribuem com a diminuicdo do indice mitético e o
surgimento de aberragfes cromossémicas. Outra vantagem é a disponibilidade
desses organismos durante todo 0 ano e seus Cromossomos apresentarem um
tamanho relativamente grande (10um), o que acaba facilitando na identificagdo das
alteracdes cromossOmicas. Esses resultados podem ser usados como um alerta para
outros organismos-teste, sendo um rastreador de contaminagdo ambiental (LEME;
MARIN-MORALES, 2009). Nielsen e Rank (1994) ressaltam ainda, que os resultados
dos testes com Allium cepa juntamente com analises quimicas, acabam se tornando
Uteis para obter dados cientificos com a finalidade de regulamentar o
descarregamento de substancias nocivas no ambiente.

O Teste Allium cepa proporciona dois tipos de informacéo sobre toxicidade. Do
ponto de vista macroscépico € possivel verificar através da presenca de tumores,
avaliacdo do crescimento das raizes e a presenca de raizes retorcidas, entre outros
parametros. Em nivel microscépico, a observacao da taxa de divisédo celular pode ser
definida pelo indice mitético, e a presenca de aberra¢cdes cromossdmicas que ocorrem
durante as fases de metafase e anafase (como por exemplo, cromossomos em anel,
atrasos cromossdmicos, entre outros), e a formacdo de microndcleos, séo
considerados alguns dos parametros microscépicos que acabam apontando a
presenca anormalidades do DNA (MONARCA et al., 2000).
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2.6 ANALISE DE MUTAGENICIDADE COMO MONITORAMENTO AMBIENTAL

Mutagenicidade € definida como um efeito que pode provocar danos ao material
genético da célula ou nos cromossomos. Diversas sdo as substancias que séo
consideradas mutagénicas, tendo diferentes efeitos toxicos, tais como reacdo direta
com o DNA nuclear; erros de incorporacdo do DNA durante a replicagdo celular;
interferéncia na divisdo celular mitética ou meiético originado a partir de uma divisao
celular incorreta; presenca de anormalidades e a formacdo de micronucleos
(MATSUMOTO et al., 2006; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004).

Esses danos sdo também chamados de muta¢gBes e sdo definidos como
qualquer alteracdo no DNA. Mutacdes podem ser classificadas em génicas e
cromossomicas. As génicas sdo aquelas que afetam o funcionamento de um gene e
estéo relacionadas a mudancas das subunidades do DNA, seja por substituicao, perda
ou ganho. As mutacdes cromossOmicas acabam afetando a organizagdo dos
polimeros presentes na molécula do DNA, por meio de translocacgdes, inversdées ou

até mesmo perdas ou ganhos na estrutura do cromossomo (SILVA et al, 2003).

2.7 TESTE DE MICRONUCLEO (MN)

Os micronucleos sédo definidos como sendo uma por¢cdo de cromatina do
citoplasma, a qual pode apresentar uma forma arredondada ou ovalada, localizada
proximo ao nudcleo celular, e sua origem € o resultado de uma lise na molécula do
DNA que estava exposta a uma substancia exégena durante o processo de divisdo
celular (STICH; ROSIN, 1983). Essas estruturas podem medir de 1/3 a 1/5 do tamanho
do nucleo (Figura 2), estando arranjadas de forma homogénea ao nucleo (ROCHA,
2011).
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Figura 2. Formacgé&o de micronucleos em células eucaridticas.
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Fonte: Silva et al. (2011, p. 15).

O ensaio de micronucleos em raizes de Allium cepa é considerado uma das
melhores metodologias para estudos relacionados a presenca de mutagenicidade no
meio ambiente, além de que os micronucleos podem ser identificados em qualquer
tipo de células e servem como diagnéstico para diversas doencas (GAVRONSKI,
2008; SILVA et al, 2011). Através da presenca de partes da cromatina, o ensaio de
micronucleos permite avaliar a inducdo de quebras ou de perdas cromossdmicas,
evidenciando o potencial mutagénico de um determinado agente. Essa técnica é muito
usada na averiguacdo de poluicdo ambiental, em que pode-se usar diversos
organismos testes na bioindicacdo (MACHADO, 2013).

Silva et al.(2003) salienta que a visualizacdo de micronucleos s6 é verificada
guando se tem uma divisao celular logo ap6s a ocorréncia mutagénica. Dessa forma,
a necessidade de cultivo celular ou o0 uso de células que se dividem constantemente
é imprescindivel para a sua observacdo. Assim, esse tipo de teste acaba atuando
como marcador biolégico de danos genéticos, podendo também ser utilizado na
indicagcao de mutagenicidade e como um instrumento de monitoramento ambiental,
visto que o organismo-teste retorna aos niveis basais quando permanece por um
periodo sem contato com a substancia que induziu o aparecimento dos micronucleos
(FLORES; YAMAGUCHI, 2008).
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3 AREA DE ESTUDO

A area de estudo compreende as Lagoas do Gentil, das Custédias, do Armazém
e a Laguna Tramandai (Mapa 2), uma regido muito procurada como locais de
recreacao principalmente no periodo de verdo. Esses corpos d’agua fazem parte da
bacia hidrografica do Rio Tramandai, o qual apresenta um conjunto de lagoas que
estéo interligadas umas as outras atraves de canais naturais e artificiais.

Mapa 2 — Lagoas costeiras do Litoral Norte do Rio Grande do Sul
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Fonte: Google Earth (2015).
Nota: Locais onde foram realizadas a coletas.

Além dessas lagoas, também foram coletadas amostras de um vertedouro que
leva aguas residuais do Terminal Almirante Soares Dutra (TEDUT) até a Laguna
Armazém (Figura 3). O TEDUT esta localizado no municipio de Osorio, RS, Brasil e é
uma subsidiaria da Petrobras que tem como atividades principais o carregamento e 0
descarregamento de navios através de dutos terrestres, maritimos e monobdias, e o
armazenamento de petréleo e seus derivados em tanques (MACHADO, 2013).



Figura 3. Vertedouro TEDUT — Lagoa do Armazém

Fonte: O autor (2015)
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4 MATERIAL E METODOS

A avaliacdo da acdo mutagénica foi analisada seguindo o teste proposto por
FISKEJO com a adaptagdo de MENEGUETTI et al. (2011), na qual substitui o Metanol
e 0 Giemsa pelo Kit Pandtipo Répido LB por apresentar uma maior eficiéncia no
processo de corar as células.

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Foram utilizados bulbos de cebola (Allium cepa) para a avaliacdo do potencial
citotoxico e mutagénico das Lagoas da Custddia e Gentil, Lagoa do Armazém e
Tramandai, e no vertedouro que leva aguas residuais do TEDUT a Lagoa do

Armazém.
4.2 AMOSTRAGEM

Foram realizadas duas coletas de dgua nos pontos de amostragem, uma no
més de marco e outra em setembro de 2015 (Figura 4), representando,
respectivamente, as estaces de verao e inverno. Para a realizacdo da coleta, foram
utilizados: um GPS (Garminetrex vista®), umbarco a motor, auxilio de um barqueiro,
oximetro e termdmetro para coleta de dados fisico-quimicos, ambos cedidos pela
universidade.

Figura 4. Coleta de amostras das Lagoas

Fonte: O autor, 2015.
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As amostragens seguiram os padrdes estabelecidos pela ABNT NBR 98974 e
NBR 98982, visto que os locais estudados acabam sendo impactados devido a grande
quantidade de substancias que sdo despejadas diretamente nas lagoas, como, por
exemplo, os agrotoxicos, e também aquelas que acabam sendo lancadas decorrentes
da crescente urbanizacdo (Figura 5). A NBR 9898 recomenda que a coleta seja
realizada em regiées medianas das lagoas, evitando areas que ocorram estagnacgao
ou areas localizadas proximo das margens internas.

Figura 5. Urbanizacdo na beira da Lagoa Armazém, Tramandai (RS).
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Fonte: O autor, 2015.

Também nos locais da coleta foram realizadas medi¢cdes de parametros fisico-
quimicos como temperatura e quantidade de oxigénio dissolvido (OD) com o auxilio

do oximetro (figura 6).

IASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 9897: Planejamento de Amostragem
de Efluentes Liquidos e Receptores. Rio de Janeiro: ABNT, 1987.

2ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 9898: Preservacéo e técnicas de
amostragem de efluentes liquidos e corpos receptores. Rio de Janeiro: ABNT, 1987.
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Figura 6. Utilizacdo do oximetro para medi¢do de oxigénio dissolvido.
Vo LR Ny |

Fonte: O autor (2015)

As amostras foram colocadas em frascos esterilizados de 1L, especialmente
recomendados para esse tipo de estudo para que ndo ocorram altera¢cées no material
coletado. Apos a coleta foram realizados testes de nitrito, nitrato, aménia total, fosfato,

pH, ferro e cobre (figura 7).

Nitrito NO,

< laboonTest

Fonte: O autor (2015).

Posteriormente foram colocadas em refrigeracdo e levadas para o Laboratério
de Estudos Sobre Alteracdes Celulares e Teciduais do Departamento de Ciéncias
Morfoldgicas (Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul), localizado em Porto Alegre, onde os exemplares de Allium cepa foram
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colocados para germinar em frascos de 100 ml, e posteriormente também foram

preparadas as laminas.
4.3 PREPARACAO DAS LAMINAS

Foram utilizados 24 exemplares de Allium cepa (popularmente conhecida como
cebola), sendo utilizadas 12 cebolas para cada estacao estudada (02 réplicas cada
amostra, mais 02 utilizadas no teste controle em agua destilada). Os exemplares
foram selecionados e deveriam apresentar as seguintes caracteristicas: tamanho
uniforme, ser de mesma origem, ndo germinados e nédo apresentarem marcas de
deteriorizacdo. Todos foram adquiridos em um supermercado do municipio de
Tramandai.

Antes de serem colocadas para germinar nas amostras, as raizes secas foram
extraidas, e posteriormente os bulbos de Allium cepa postos em frascos de 100ml,

com a parte inferior mergulhada nas amostras coletadas das lagoas (figura 8).

Figura 8. Exemplares de Allium cepa postos para germinar.

7
/

Fonte: O autor (2015).

Quando as raizes atingiram o comprimento entre 0,5 a 3 cm, foram coletadas
para andlise, sendo lavadas com agua destilada, hidrolisadas com HCL a 1 mol/L por
10 min em banho-maria a 60°C e apds, os frascos passaram por um processo de
resfriamento em &agua corrente. Apds a lavagem dos meristemas, foram feitos
esfregacos em duas laminas por Allium cepa (totalizando 24 laminas) e aguardados
30 min em temperatura ambiente para secagem. Logo apds, as laminas foram coradas

com Kit Panético Rapido LB, sendo este composto por trés recipientes (o primeiro com
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triariimetano a 0,1%, o segundo com xantenos a 0,1% e o terceiro com tiazinas a
0,1%), sendo as laminas mergulhadas 10 vezes em cada recipiente, exceto no ultimo
onde foram mergulhadas apenas 3 vezes com submersao de 1s de duracédo (figura
9). Por fim, as laminas passaram por um processo de lavagem em agua deionizada

com pH 7,0 e secas a temperatura ambiente.

Figura 9. Processos envolvidos na preparacdo das laminas.
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A- Banho-maria B- Capela utilizada nos esfregagos. C- Kit Pandtipo Rapido LB

Fonte: O autor, 2015.

4.4 AVALIACAO DA ACAO MUTAGENICA

A avaliacdo das aberracbes cromossOmicas consistiu na observacdo de
alteracbes mitoticas e interfasicas (micronucleos, células binucleadas, com
brotamento ou pontes anafasicas e telofasicas) em 6000 células para cada estacao
do estudo (1000 por lamina), sendo 5000 células das amostras coletadas e 1000
células do teste controle, totalizando 12000 células nas duas estacdes do presente
estudo e a leitura de 12 laminas. A contagem foi realizada seguindo o método de
varredura, com o auxilio de microscopia 6ptica com objetiva de 40X e ocular de 10X,
gerando um aumento de 400X.

Foram consideradas alteragdes interfasicas (Al), células com micronucleos,
células binucleadas e brotos celulares. O reconhecimento dessas alteracdes
obedeceu aos seguintes critérios: deveria apresentar um contorno regular, redondo
ou oval; estar localizado no interior do citoplasma celular; ter coloragdo semelhante
ao nucleo principal; apresentar diametro menor que 1/3 do nucleo principal; estar

localizado no mesmo plano do foco principal; e estar separado ou marginalmente
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justaposto ao ndcleo, de maneira que a identificacéo do limite nuclear de ambos fosse
perceptivel.

As alteracdes mitéticas (AM) que foram consideradas aberracbes sdo: pontes
telofasicas, pontes anafasicas e atrasos cromossOmicos. Essas alteracfes foram

observadas em todas as fases de divisao celular.

4.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Para a avaliacdo da citotoxicidade, calculou-se o indice mitético (IM) pela
relagdo entre o nimero de células em divisdo e o numero total de células analisadas.
Para determinar o IM foi utilizada a seguinte equacao: IM = NCM/NTC x 100, em que
NCM corresponde ao numero de células em mitose e NTC ao numero total de células
analisadas.

A partir de valores obtidos sobre indices mitéticos, é possivel avaliar o potencial

de uma determinada substancia em inibir ou aumentar a proliferacéo celular.

4.6 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 andlise 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 um p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo aos parametros fisico-quimicos analisados das coletas realizadas no

verao e inverno de 2015, estéo representados na Tabela 1.

Tabela 1: Valores médios e de Erro Padrdo Médio dos parametros fisico-quimicos

analisados para cada local de coleta e a estagdo do ano em que foi realizada.

LOCAIS DE COLETA
Parametro  Estacdo TEDUT Tramandai Gentil Custddias Armazém
oD VERAO 8,340,023 9,7+ 0,058 10,0 £0,578 9,940,635 9,5+ 0,058
INVERNO 12,9 0,058 11,7 +0,117 12,7+0,115  12,2+0,058  12,8+0,083
pH VERAO 7,7 £0,049 7,7 £0,058 8,7 +0,058 8,240,145 7,940,033
INVERNO 6,6 +0,058 6,6+ 0,120 6,4 + 0,058 6,6 0,115 6,5+ 0,145
T.°C VERAO 23,240,115 22,2 0,069 21,6+£0,203 22,940,289  22,8+0,296
INVERNO 21,0 0,044 20,2 £ 0,058 22,440,115 21,440,115  20,9%0,115
PO4 VERAO 0,10+0,006 0,100 + 0,006 0,1+0,006 0,1+0,006  0,15#0,029
INVERNO 0,1 0,006 0,15 + 0,006 0,1 +0,006 0,1 +0,006 0,1+0,006
NH3 VERAO 12,5+0,866  *0,25+ 0,006 0,2+0,006  *0,2+0,006  0,5+0,058
INVERNO 0,7 0,029 0,50 + 0,058 0,3+ 0,058 0,4 + 0,058 0,5+ 0,058
NO2 VERAO 0,2 +0,012 **ND **ND **ND **ND
INVERNO  *0,4 0,058  *0,12+0,006 *0,12+0,001  *0,1+0,006 *0,12 + 0,006
NO3 VERAO 12,5 + 0,866 18,0 + 0,577 18,040,577 12,540,289 18,040,577
INVERNO 12,540,289 20,3 0,882 20,041,155 12,540,058  20,0+0,577
Cu VERAO ~ 0,100+0,006 0,050+0,006  0,05+0,006 0,05+0,006 0,050,006
INVERNO 0,1 +0,006 0,10 + 0,006 0,1+0,006 0,1+0,006 0,1 +0,006
Fe VERAO  *0,104+0,006  *0,18 +0,006  *0,05+0,006 *0,08+0,006  *0,1+ 0,006
INVERNO 1+0,058 0,5+ 0,058 *0,4+0,058  0,5+0,058 0,5 + 0,058

Fonte: O autor (2015).
Nota: MédiatEPM

* Valores que foram diferentes significativamente entre as esta¢des verdo e inverno de 2015, para
um p < 0,05, através do Teste t de Student para amostras independentes.
** ND: valores nao determinados.
Abreviaturas: OD (oxigénio dissolvido), T (temperatura), PO4 (fosfato), NH3 (amédnia), NO2 (nitrito),
NO3 (nitrato), Cu (cobre) e Fe (ferro).

De acordo com a Resolu¢cdo do CONAMA n° 357/2005 (BRASIL, 2005) que

trata dos padrdes de qualidade em fung&o do uso da dgua, quase todos os parametros
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apresentaram valores que estédo dentro dos limites apresentados na resolucéo, exceto
os niveis de ferro (Fe) que apresentou uma quantidade maior que o tolerado (0,3 mg/l)
em todas as amostras da coleta de inverno.

Rashed (2001) realizou estudos com peixes em um rio no Egito no qual
identificou grande quantidade de ferro nos tecidos de estdmago de peixes, e segundo
0 autor esses valores podem estar relacionados ao aumento de despejo de
substancias relacionadas a atividades agricolas. Essa pode ser uma das suposi¢coes
para essa quantidade de Fe acima do tolerado pela legislagéo, visto que nessa regiao
existem impactos relacionados as atividades agricolas, principalmente nas lagoas
localizadas mais ao sul da Bacia do Rio Tramandai, e como essas lagoas estédo
interligadas por canais essas substancias podem ter se dissolvido entre elas. Contudo
essa diferenca pode ter sido devido as condicbes das lagoas no dia da coleta de
inverno, visto que houve um aumento no nivel das lagoas em decorréncia de um
periodo chuvoso acima do previsto, e 0 escoamento dessas substancias pode ter sido
acentuado devido a esse fenbmeno meteoroldgico.

Outro parametro que ficou acima dos niveis tolerados pela resolucéo € o nitrato
(NO3) que mostrou uma quantidade maior do que aquela imposta pelo CONAMA (10
mg/l), apresentando um valor que variou de 12,5 e 20 mg/l, em ambas as estagdes.
Acredita-se que a principal fonte do NO3 sdo os residuos oxidados de animais
(esterco) que séao utilizados nas atividades agricolas juntamente com a utilizacao de
fertilizantes. No entanto, Baird (2002) ressaltou que o cultivo intenso da terra, mesmo
sendo sem a utilizag&o de fertilizantes ou esterco, pode causar a oxidacao para nitrato
do nitrogénio que se encontra presente na matéria organica do solo. Além disso,
Freitas (2011) salientou em seu trabalho que esses valores podem ser maiores em
aguas profundas do que em aguas superficiais.

Em relacdo aos dados obtidos de oxigénio dissolvido (OD), pH, temperatura
(T.C°), Fosfato (PO4), Nitrito (NO2) e Cobre (Cu) ndo apresentaram uma significancia
para P<0,05 na comparacdo entre as estacdes do ano. Somente na Lagoa das
Custédias e na Laguna Tramandai que a amobnia (NH3) apresentou um valor
significativo (P<0,05) na comparacao das duas estacoes.

A FEPAM (2015) salienta que outro problema enfrentado nessa regido da Bacia
Hidrogréafica Tramandai € em relagéo ao lancamento de esgotos urbanos e rurais sem
um prévio tratamento, principalmente na época de veraneio. Essa também pode ser

uma das causas desses indices apresentarem esses niveis mais elevados.
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Os resultados referentes as andlises das células meristematicas que foram
submetidas a exposi¢do as amostras dos locais do presente estudo seguem na Tabela
2, onde foram representados os valores das médias e do erro padrdo médio de cada
parametro obtido de cada coleta e estacédo. Nesse estudo foi tido como parametro de
citotoxicidade somente o indice mit6tico, ndo se levando em consideragdo o tamanho
das raizes.

As alteracOes celulares podem ser dividas em mitéticas que séo, por exemplo,
as pontes anafasicas, pontes telofasicas e atrasos; e interfasicas que séo a presenca
de micronucleos, brotamento e célula binucleada. Alteracbes estas que s&o
abordadas nas andlises. Os testes analisados acabaram apontando a presenca de

anomalias interfasicas e mitéticas tanto na coleta de verdo quanto na de inverno.

Tabela 2 - Valores das Médias e do Erro Padrdo Médio (Média £+ EPM), e tipo de
alteracdes celulares determinadas através das analises de células.

Alteragdes celulares

Locais de coleta Estagéo
MIT MCN BROT BIN P.ANA P.TELO ATRA INA

VERAO 635+1,73 90+2,31 431,73 14+115 12+115 20,58 23+1,15 181+1,73

TEDUT
INVERNO 665+231 51+115 28+1,15 15+1,15 7+1,15 9+115 19+1,73 206+ 1,73
VERAO 601+1,73 41+1,15 24+1,15 15,67 +0,88 ND 5+1,15 16+1,15 297 +1,73
TRAMANDAI
INVERNO 617+1,15 36+1,73 20+1,15 13+1,15 3+058 1+0 9+115 301+1,73
VERAO 569+1,15 48+173 14+115 23+1,15 ND ND 9+1,15 337+1,15
GENTIL
INVERNO 603+1,15 37+1,15 24+173 9+1,15 ND ND 7+115 319+1,15
VERAO 591+1,15 67+1,15 18+1,73 15+1,15 ND 3+0,58 13+1,15 293+1,15
CUSTODIAS
INVERNO 611+1,15 29+1,73 23+1,15 17+1,15 ND ND 5+1,15 315+1,73
VERAO 619+1,15 78+1,73 31+1,15 27+115 2+058 9+115 15+1,15 219+1,15
ARMAZEM
INVERNO 672+1,73 39+115 26+1,15 9+1,15 ND 2+058 11+1,15 241+1,73
VERAO 283+1,73 29+1,15 11+1,17 9+1,15 ND ND ND 668 + 1,73
CONTROLE
INVERNO 337+1,15 21+1,73 17+1,15 7+1,15 ND ND ND 618 +1,73

Fonte: O autor, 2015.
Nota: MIT (células em mitose), MCN (micronucleo), BROT (brotamento), BIN (binucleada), P. ANA
(ponte anafasica), P. TELO (ponte telofasica), ATRA (atraso) e INA (células inativas).

Quanto a mutagenicidade, a quantidade de alteracdes interfasicas e mitoticas foi

maior nas amostras da coleta realizada no verdo, sendo que a quantidade de
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micronucleos foi predominante maior nas amostras do vertedouro do TEDUT e da
Lagoa do Armazém nas duas estacfes analisadas. Tal resultado era esperado, pois
esses locais apresentam resquicios oriundos de atividades humanas, como é o caso
do vertedouro do TEDUT, e também residuos organicos e inorganicos de origem
urbana.

Costa et al. (2008) indicaram em seu estudo que a toxicidade de algumas
substancias pode nao ser possivel de identificar, devido a possivel influéncia de outros
componentes do meio, como por exemplo as propriedades fisicas e quimicas do
proprio ambiente, temperatura e a pluviosidade.

Como foi observado, em nosso estudo houve a ocorréncia de alteragdes no
indice mitético, e essas alteragcbes sdo parametros indicativos de citotoxicidade
(ODEIGAH et al.,, 1997), enquanto as alteragcbes nucleares, como por exemplo,
microndcleos, pontes telofasicas, atraso e outras, sdo caracterizados como
indicadores de genotoxicidade (FISKESJO, 1985).

De acordo com Grant (1982) a identificacdo dessas anormalidades celulares
acabam sendo apropriadas na investigacdo de possiveis efeitos citotoxicos e
genotdxicos resultantes de substancias exégenas decorrentes de efluentes industriais
e domeésticos presentes no ambiente aquatico.

No grafico 1, estdo representadas as médias do numero de células alteradas
para as amostras coletadas no verao e no inverno. Ambas diferiram significativamente
do controle negativo (P=0,05) de acordo com a ANOVA. Além disso, na coleta de
inverno as amostras do vertedouro do TEDUT e do controle diferiram dos demais
locais desta estacao. J4 as amostras do TEDUT, Laguna Tramandai, Lagoa do Gentil,
Lagoa das Custddias e Lagoa do Armazém apresentaram diferenca significativa nas

duas coletas.
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Gréfico 1- Numero de células alteradas das amostras coletadas nas estacdes de verao
e inverno de 2015.
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Onde a (p=0,05), b (p=0,05), ¢ (p=0,05), d (p=0,05) e (p=0,05) diferiram nas esta¢Bes verdo e inverno
f (p<0,05) diferiu de todos dentro da coleta de verdo, e g (p<0,05) diferiram do controle, TEDUT &
Armazém na coleta de verdo. Ja * e # diferiram de todos dentro da coleta de inverno apresentando um
p<0,05

Fonte: O autor, 2015.

Apés esses resultados, é possivel perceber que mesmo com a andlise dos
parametros fisico-quimicos estando a maioria de acordo com a legislacédo vigente,
ainda é possivel detectar a toxicidade presente nessas lagoas. Embora esse tipo de
analise ndo garanta a confirmacdo da origem dessa toxicidade, esse tipo de dado
acaba servindo como ponto de partida para que outros testes sejam realizados com
mais frequéncia para detectar as possiveis causas e assim servir como ferramenta

para diminuir esses impactos.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, o que se pode concluir é que o bioteste
com a utilizacdo de bulbos de cebola € um eficiente ensaio de toxicidade para
avaliacdo do potencial citotoxico e mutagénico de corpos d’agua, visto que a analises
fisico-quimicas das lagoas do presente estudo estavam dentro dos limites tolerados
pela legislacédo, o que acaba permitindo supor que apenas esse tipo de teste ndo é
suficiente. Além do mais, mostrou que embora o potencial mutagénico tenha sido
maior nas amostras coletadas no verdo e nas amostras do vertedouro do TEDUT e
na Lagoa do Armazém, ainda se necessita mais estudos e com uma maior frequéncia
para que se tenha uma visdo mais sazonal e um acompanhamento mais preciso da
regido, visto que as coletas foram pontuais. Além disso, € preciso que sejam
realizados estudos com a utilizacdo de outros organismos-teste, em razao da
sensibilidade e o tipo de resposta a uma toxicidade serem diferentes em cada

organismo.
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