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RESUMO

7

O rio Itapemirim é considerado um dos mais importantes recursos hidricos do
Espirito Santo. Tento em vista a importancia ecoldgica e socioecondmica deste
recurso hidrico a preocupacdo com a qualidade da agua é crucial, fazendo-se
necessario a avaliacdo da agua por abordagens que integrem o0s aspectos abidticos
aos ensaios toxicogenéticos. Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade da
agua do rio Itapemirim/ES, por meio de analise dos aspectos abidticos e
toxicogenéticos, utilizando como organismo teste A. cepa, O. niloticus e cultura de
célula de mamifero. Para tal, foram definidas 4 estacbes amostrais ao longo do
percurso do rio Itapemirim/ES, nas quais foram realizadas amostragens de agua em
periodos de alta precipitacdo e estiagem. A partir das amostras foram avaliados a
condutividade (uS/cm), temperatura da agua (°C), oxigénio dissolvido (mg/L) e pH,
bem como quantificado a concentracdo de metais. Para o teste do A. cepa foram
realizados o teste de crescimento radicular e andlise citogenética. O ensaio com
espécimes de O. niloticus envolveram teste do micronudcleo e ensaio do cometa. Ja
0s bioensaios com células CHO-K1 foram os testes do MTT e ensaio do cometa. A
maioria das variaveis abidticas avaliadas demostraram que as aguas das duas
campanhas, estdo de acordo com a Resolucdo CONAMA n° 357/2005, assim como
a maioria dos metais. Todavia, os indices de Al e Cu na 4gua estavam acima do
permito pela legislacdo. Pelos resultados obtidos, pode-se observar que o0s
compostos presentes nas aguas destes rios apresentam potencial fitotdxico,
genotoxico e mutagénico para os dois organismos-teste in vivo e para o teste in
vitro. Os resultados mais expressivos foram os obtidos da estacdo RI 03,
provavelmente isto esta relacionado ao fato dessa estacdo estar nas proximidades
da regido urbana do municipio de Cachoeiro de Itapemirim/ES. Notou-se também,
que as duas campanhas realizadas apresentaram efeito negativo sobre os
bioensaios realizados. Os dados encontrados neste estudo indicam que a qualidade
da agua do rio Itapemirim/ES encontra-se comprometida e alertam para 0s riscos
gue os despejos de efluentes domésticos e industriais apresentam sobre 0s corpos

hidricos, principalmente pela complexa constituicdo quimica que apresentaram.

Palavras — chaves: Metais. Aberracdes cromossdmicas. Micronucleo. Ensaio do

cometa. MTT. A. cepa. O. niloticus. Cultura de células.



ABSTRACT

Itapemirim river is considered one of the most important water resources of the
Espirito Santo. Considering the ecological and socio-economic importance of this
water resource, the concern about water quality is crucial, which makes necessary
water assessment with approaches that integrate abiotic aspects to toxicogenetics
assays. This study aimed to evaluate the water quality of Itapemirim river, through
analysis of abiotic and toxicogenetics aspects, using as a test organism A. cepa, O.
niloticus, and mammalian cell culture. Therefore, we defined four sampling stations
along the Itapemirim river, to collect water samples during two periods: high
precipitation and dry spell. From the samples were evaluated conductivity (S / cm)
water temperature (° C), dissolved oxygen (mg / L) and pH, as well as quantified
metals concentration. For Allium cepa assay were performed root growth test and
cytogenetic analysis. Micronucleus test and comet assay were made with O. niloticus
specimens. MTT test and comet assay were performed with CHO-K1 cells. Most
abiotic variables evaluated showed waters from two campaigns are according to
CONAMA Resolution No. 357/2005, as well as most metals. However, Al and Cu
levels were above in the water regarding the legislation. Based on the results, it was
verified that the compounds present in the waters of these river have the phytotoxic,
genotoxic and mutagenic potential for the two in vivo and in vitro test organisms. The
most significant results were obtained from the Rl 03 sample, probably because it is
related to the fact that the station is near to urban area of Cachoeiro Itapemirim / ES.
It was also noted that the two campaigns conducted showed negative effect on
bioassays performed. The data in this study indicate that water quality of Itapemirim
river is committed and alert to the risk that domestic and industrial wastewater
discharges have on water bodies, especially because of the complex chemical

constitution presented.

Keywords: Metals. Chromosomal Aberrations. Micronucleus. Comet assay. MTT. A.
cepa. O. niloticus. Cell Culture.
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1 - INTRODUCAO

Os recursos hidricos s@o considerados renovaveis, porém sua disponibilidade
e potencialidade encontra-se ameacgada devido a sua contaminacdo, que pode ser
resultado de mudancas fisicas, quimicas, fisico-quimica e/ou biolégica da agua
causadas por processos haturais e/ou, principalmente, pela acdo do homem
(BAPTISTA e CARDOSO, 2013). A concentragdo populacional, a perda da mata
nativa, o pastoreio, o esgoto domeéstico e os residuos sélidos da producéo agricola e
industrial quando lancados em locais inapropriados sédo os principais fatores de
degradacéao dos corpos de agua (SANTANA et al., 2012).

O estado do Espirito Santo possui 12 bacias hidrogréficas, destacando-se a
do rio Itapemirim por constituir o principal sustentaculo do desenvolvimento do sul do
estado (PASTRO, 2012). O rio Itapemirim tem sua nascente na Serra do Capara6-
ES, situado entre os meridianos 40°48’ e 41°52’ de longitude Oeste e os paralelos
20°10' e 21°15° de latitude Sul, possuindo, aproximadamente, 5.919,5 km? de
extensdo (IEMA, acesso nov. de 2015). Sua bacia abrange um nimero consideravel
de municipios, sendo 16 no Espirito Santo e parte do municipio de Lajinha em Minas
Gerais. Conferindo, assim, grande heterogeneidade entre as regides (PASTRO,
2012).

Algumas agéncias que realizam o monitoramento da qualidade da agua no
Brasil utilizam andlises abidticas que possibilitam verificar as influéncias
atmosféricas, as condicdes climaticas, antrépicas e a litologia do local (DUARTE et.
al., 2012). Entretanto, estas ndo levam em consideracdo os testes de toxicidade,
mutagenicidade e carcinogenicidade (GROVER e KAUR, 1999). Nesse sentido, 0s
niveis de tolerancia estabelecidos por meio de parametros abiéticos preocupam,
uma vez que alguns estudos de genética toxicolégica revelam resultados
significativos mesmo quando os valores da contaminacdo sao inferiores aos
permitidos pela legislacdo (MATSUMOTO et al., 2006; PIRES e CHAPARRO, 2010;
OLIVIERA, 2013).

O uso de biomarcadores como indicador de contamina¢ao ambiental tem sido
utilizado, principalmente ao nivel celular e molecular, pois agem como receptores

bioldgicos diretos dos agentes presentes no ambiente (FERNANDES et al., 2009).



16

Dentre os bioindicadores, destacam-se as plantas superiores, 0s peixes e a cultura
de células de mamiferos.

O uso de plantas superiores como bioindicadores vem sendo utilizado desde
a década de 70 (GRANT, 1999). A partir de entdo, a espécie Allium cepa L. tornou-
se um modelo padrédo pelo tamanho grande e numero reduzido de seus
cromossomos (2n=16) e a alta sensibilidade em detectar agentes quimicos no
ambiente (FISKESJO, 1985; LEME e MARIN-MORALES, 2008; CARITA, 2010;
SOUSA et al., 2013). Os peixes se evidenciaram como bioindicadores, devido a
capacidade de acumular substancias téxicas no organismo (MATSUMOTO et al.,
2006) e por possuirem metabolismo similar aos vertebrados superiores, ja que séo
evolutivamente préximos a estes (AL-SABTI e METCALFE, 1995; LEMOS et al.,
2007; BRITO, 2015). Ja a cultura celular possui vantagens pela facilidade de
padronizacdo das condicdes experimentais, uniformidade metabdlica e
comportamental do material, e pela organizagcdo dos cromossomos e de seu DNA
assemelhar-se as células in vivo (CARDOZO et al., 2006, MATSUMOTO et al., 2006;
HARA, 2012; MALAQUIAS, 2015).

Tendo em vista a importancia ecolégica e socioeconémica da bacia do rio
Itapemirim/ES faz-se necessario a sua avaliacdo por abordagens que integrem o0s
aspectos abidticos aos ensaios toxicogenéticos envolvendo biomarcadores, tais

como A. cepa, O. niloticus e cultura celular.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Panorama dos Recursos Hidricos

A &gua é classificada como recurso natural essencial para a sobrevivéncia
dos seres vivos da Terra. E um recurso que esta envolvido em todos os aspectos
da civilizacdo, desde o desenvolvimento agricola e industrial até os valores
culturais da sociedade (SILVA, 2008), o que a torna um produto finito, vulneravel e
passivel de uma crise em um futuro proximo (SILVA, 2007; ALVES, 2010).

A demanda de agua pelos seres vivos tem correlacao direta com o aumento
populacional. A medida que a populacdo aumenta, instantaneamente é observado
um aumento da demanda de agua (SILVA, 2008). Ao longo dos ultimos anos, o
rapido crescimento populacional foi desconsiderado, resultando em uma
degradacdo do meio ambiente (ALVES, 2010), e o fato desta ndo estar distribuida
igualmente em todas as regides do mundo, levou a 4gua a ser citada como uma
das questdes bélicas do mundo moderno. Com isso, normas de direito
internacional foram apontadas como uma forma de reduzir as tensdes entre os
paises (CAMDESSUS et al., 2005; ALVES, 2010).

O Brasil tem uma situacao privilegiada em relacéo a disponibilidade de agua,
possuindo aproximadamente 15% da agua doce do mundo. O territério brasileiro
tem 17 trilhBes de metros cubicos disponiveis de agua dos 113 trilhdes disponiveis
para a vida terrestre (SANTILLI, 2001).

Mesmo com essa disponibilidade, os problemas de conflitos para o uso da
agua e a preocupacao com a sua qualidade levaram os técnicos profissionais e os
meios académicos a discutir, nos anos 70, sobre como minimizar esses problemas
(TUCCI et al., 2001). Em 1988, com a nova Constitui¢cao, iniciou-se o processo de
gestdo dos recursos hidricos no Brasil. A constituicdo estabeleceu que: “sdo bens
da Unido os lagos, rios e quaisquer correntes em terrenos de seu dominio, ou que
banhem mais de um Estado da federacéo, sirvam de limite com outros Paises, ou
se estendam a territério estrangeiro ou dele provenham, bem como os terrenos
marginais e as praias fluviais”, assim como ‘bens dos Estados, as aguas
superficiais ou subterraneas, fluentes, emergentes ou em depésito, ressalvadas,
neste caso, na forma da lei, as decorrentes de obras da Unido” (TUCCI et al., 2001,
BRASIL, 1988).
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Em 8 de janeiro de 1997 foi definido a Politica Nacional de Recursos
Hidricos e implementado o Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos
Hidricos por meio da Lei n° 9.433/97 (conhecida como Lei das Aguas), sua
finalidade € preservar a qualidade da agua das variadas formas de poluicdo e de
seu mau uso, levando em consideracéo a sua inter-relagdo com 0s outros recursos
naturais (SANTILLI, 2001; TUCCI et al., 2001).

Ja o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabeleceu os
padrées de potabilidade da agua (agua destinada ao abastecimento humano),
diferenciando-os dos padrdes de balneabilidade (agua para fins de recreacdo de
contato primario) e dos padrdes para agua de irrigacdo, ou uso industrial,
enquadrando o uso dos mananciais em classes para facilitar a definicdo dos
critérios e/ou de suas condicbes (OSHIRO, 2011).

A resolucdo do CONAMA definiu para cada classe, além dos usos a que se
destinam, os requisitos a serem observados, estabeleceu limites individuais para
cada substancia e também os padrdes de qualidade da agua e as condicfes e
padrées de lancamento de efluentes nos corpos hidricos (CONAMA, 2005;
OSHIRO, 2011).

De maneira geral, cada estado organiza seus sistemas de recursos hidricos,
tento como base as politicas nacionais. O governo do Espirito Santo em 16 de
dezembro de 2013, por meio da Lei n°10.143, criou a Agéncia Estadual de
Recursos Hidricos — AGERH, que esta vinculada diretamente a Secretaria de
Estado de Meio Ambiente e Recursos Hidricos — SEAMA. A AGERH tem por
finalidade “executar a Politica Estadual de Recursos Hidricos, regular o uso dos
recursos hidricos estaduais, promover a implementacdo, gestdo das obras de
infraestrutura hidrica de usos mdltiplos e realizar o monitoramento hidrolégico no
estado do Espirito Santo” (AGENCIA, acesso em: 16 jan. 2016).

Uma das principais bacias hidrograficas do Espirito Santo € a do rio
Itapemirim. Em 19 de julho de 2006, por meio do decreto 1.703-R, foi criado o
Comité da Bacia Hidrografica do Rio Itapemirim que contém uma composi¢ao
diversificada e democratica. Suas principais competéncias sao: aprovar o Plano de
Recursos Hidricos da Bacia; arbitrar conflitos pelo uso da agua, em primeira
instancia administrativa; estabelecer mecanismos, sugerir os valores da cobranga

pelo uso da agua; entre outros (COMITES, acesso em: 16 de jan. 2016).
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2.2 — Historico da Bacia do rio Itapemirim/ES

A bacia do rio Itapemirim é parte integrante da Sub-Bacia do Atlantico Sul —
Trecho Leste, também denominada de Sub-Bacia 57, que faz parte de uma das
nove grandes bacias hidrograficas brasileiras que € conhecida como Bacia
Hidrogréfica n° 5, ou Bacia do Leste (ALVES, 2010).

A Bacia hidrogréfica do rio Itapemirim tem sua nascente na serra do
Capara0, passa pelo municipio de lajinha no Estado de Minas Gerais e percorrendo
16 municipios do sul do Estado do Espirito Santo, até desaguar no Oceano
Atlantico, na altura de Marataizes-ES (Figura 1). O principal curso d’agua dessa
bacia € o rio Itapemirim, possuindo uma vazdo média de 95m?3/s e uma extenséo de
135,44 Km. O rio Itapemirim comeca na confluéncia entre o rio Braco Norte
Esquerdo (83,28 Km) e o rio Bragco Norte Direito (70,9Km), em Alegre, e juntos com
os rios Castelo e Muqui do Norte sé&o os grandes afluentes da bacia (KLIGERMAN,

2001).

Figura 1 - Bacia Hidrografica do Rio Itapemirim/ES
Bacia Hidrografica do Rio Itapemirim

BREJETUBA
L J UDIO
\ IBATIBA cu
<
" DOMINGOS MARTINS
¥ MAR
% RUP % °
& /,'_,/ ¢ S
N O ° ®_"SveEnDa NOWA
P T ) ¢ CONCEICAO | DO IMIGRANTS
(~4 DO CASTELQ . “ﬂ("du»&
R P a ’ WAL mareCHAL
= V /e ) FLORIANO
° 2 & Y
L FREIRE .£ PARCUE ESTADGAL \ Y Lmhdl
o O '* GO > -
W N Limse da Baca
i CASTELO 5 » ALFREDO CHAVES ®4 Uncases de Conservagso
0 9% Limite Muncipal
rrcle pETAgUA N\ Rio tapeminm

OF MAATASFLORES  [VARGEM ALTA,

Rios Princpas

OQRES PO
Y0 PRETO ® S
ANCMIETA
RIO NOVO ProMA Progecho Unverssl Tranaverse ds Mercater
P
_ R RS A
A e~ Escala - 1:550.000
SAO JOSE é v: 9 45 O . i
00 CALCADO e e .
f ~ o
PRESIOE hm 3 :
INTE ) 4 *
- ma
f.‘o"n"::_é‘ MIMOSO DO SUL ® WARATAIZES o =
Fonte: IEMA.

A ocupacgéo do territorio no entorno da bacia hidrografica do rio Itapemirim
ocorreu por meio da expedicdo realizada pelo Capitdo José Estéves de Lima em

1820 que durante sua expedicao foi distribuindo terras em torno do riacho, fazendo
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com que vilas, estradas e fazendas fossem construidas em suas margens
(FERRAZ, 1986; BRAVO, 1998). A regiao de Cachoeiro de Itapemirim tornou-se
um importante polo econémico, primeiramente, com a producdo de cana-de-
acucar, seguido pela implementacéo da cultura cafeeira (PREFEITURA, acesso: 17
jan. 2016). Além disso, foi uma das primeiras regides a ter ligagdo com o Rio de
Janeiro pela linha férrea, atraindo, assim, os investimentos industriais como as
fabricas de tecido, fabricas de cimento, fabricas de papel, serraria industrial e a
exploracdo de Marmore e Granito, que funcionam, atualmente, juntamente com
outras modalidades como as industrias de aguardente, frigorificas e cooperativas
de derivados do leite (PASTRO, 2012). Essas industrias, na sua maioria, foram
instaladas sem um plano de sustentabilidade ambiental.

Atualmente, no setor industrial, destacam-se as empresas de rochas
ornamentais, prética iniciada pelos portugueses em 1920. O Espirito Santo é a
regido com maior indice de exploracdo nesse setor, chegando a produzir em torno
de 4000 toneladas por més de lama abrasiva, residuo gerado na producédo do
marmore e granito (SOUZA, 2007; ROCHA e SOUZA, 2010).

Além do desenvolvimento econdmico, a bacia do rio Itapemirim apresenta
um contingente populacional no Espirito Santo de aproximadamente 506 mil
habitantes (IBGE 2010, PASTRO, 2012). O aumento populacional, historicamente
observado, provoca degradacdo constante da Bacia, pois leva a um aumento na
captacdo dos mananciais, gerando mais residuos soélidos e, com isso, aumenta 0s
aterros sanitarios e a poluicdo difusa. Além disso, o problema se agrava com o
aumento de liberacdo de esgoto, principalmente, quando este é liberado sem
tratamento (NAME et al, 2011). Esse lancamento de efluentes sem tratamento tem
comprometido a qualidade da agua captada para abastecimento doméstico em
muitos mananciais (AGENCIA, 2005).

As principais causas da degradacao dessa bacia sdo: langcamento de esgoto
urbano sem tratamento em seus cursos d’agua, despejo de subprodutos da
industria de alcool, de beneficiamento de produtos de animais e langcamento de
detritos sélidos e metais pesados pelas industrias de marmore e granito. Em sua
grande maioria, esses residuos séo eliminados de forma incorreta, diretamente em
rios, corregos ou lagos, causando problemas ambientais e danos a saude. A Lama
abrasiva, quando eliminada em corpos de agua, pode alterar as caracteristicas

tanto superficiais quanto sub-superficiais da agua, seja por meio da sua
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solubilizacdo, ou do seu arraste por suspensdo (ESPIRITO SANTO, acesso: 26
abril 2016).

2.3 — Estudo de biomonitoramento e da qualidade das aguas

O biomonitoramento pode ser definido como 0 acompanhamento sistematico
da situacdo dos recursos ambientais dos meios fisico e bidtico, fornecendo
informagdo sobre os fatores que influenciam o estado de conservacéo,
preservacao, degradacdo e recuperacdo ambiental da regido avaliada (BRASIL,
2009).

A qualidade ambiental € influenciada pelas variaveis ambientais, sejam elas
em funcdo das acdes antropicas e/ou transformacgfes naturais. Um dos principais
ambientes que sofrem variacbes ambientais sdo 0s aquaticos, pois a sua
contaminagdo muitas vezes ocorre por meio de fontes difusa. Esta pode ocorrer por
meio do escoamento rural e urbano ao longo das bacias hidrograficas e nédo
permitem identificar de onde os contaminantes estdo sendo langcados, podendo
estes serem de origem organica ou inorganica (SOUZA, 2014). Além da poluicéo
difusa, outras fontes de contaminacéo direta sdo observadas ao longo dos recursos
hidricos, como o langamento de forma incorreta de esgoto doméstico e residuos
industriais.

Diferentes métodos sdo aplicados para avaliar a qualidade da &agua e
fornecer um espectro de informac¢des para um monitoramento efetivo. Os métodos
mais usuais nessa avaliacdo sdo as mensuracdes dos parametros fisicos e
quimicos. Os parametros fisicos sdo representados pela condutividade elétrica,
sélidos totais, sélidos dissolvidos, sélidos suspensos, cor, turbidez, alcalinidade e
dureza. J& os parametros quimicos sao pH, oxigénio dissolvido, DBO (demanda
bioguimica de oxigénio), DQO (demanda quimica de oxigénio), nitrogénio total,
nitrogénio amoniacal, nitrato, fosforo, cloretos, ferro, potassio, sédio, magnésio,
manganés, zinco e cobre (CAMPOS, 2009).

Outra ferramenta do monitoramento ambiental é a ecotoxicologia que busca
avaliar o ambiente baseando-se em respostas de organismos submetidos a
estresse. Podemos definir a ecotoxicologia como a ciéncia que tem por objetivo
estudar as modalidades de contaminacdo do ambiente pelos poluentes naturais ou

sintéticos, seus mecanismos de acdo e seus efeitos sobre o conjunto de seres
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vivos que habitam a biosfera. No Brasil, testes ecotoxicol6gicos para monitorar a
qualidade da agua tém se tornado bastante comuns (MAGALHAES e FILHO, 2008;
MAFFAZZIOLI, 2011).

Substancias quimicas presentes no ambiente podem apresentar afinidade
com o material genético dos seres vivos e causar lesdes na molécula de DNA.
Essa afinidade pode causar alteracdes do tipo cromossomicas e/ou nucleares. As
alteracdes cromossdmicas ocorrem nos cromossomos, podendo modificar sua
estrutura e/ou seu niumero (RUSSEL, 2002). Ja as anormalidades nucleares sao
caracterizadas por altera¢cdes morfolégicas no nucleo interfasico, podendo ser uma
consequéncia das aberragcdes cromossomicas (LEME e MARIN-MORALES, 2009;
PALMIERI, 2012; PIZZAIA, 2013).

Essas alteracdes podem ser utilizadas para prospectar o potencial toxico de
diferentes compostos quimicos (ANDRADE et al., 2010) e definir seus mecanismos
de acéo, citotoxico, genotdxicos e/ou mutagénicos (BOER e HOEIJMAKERS, 2000;
DOURADO, 2014). A citotoxicidade de um agente significa o efeito destrutivo que
este agente provoca as células, sendo averiguado por meio da identificacdo de
alteracdes cromossdmicas, nucleares e pelo indice mitético, que é a quantidade de
célula em divisdo durante o ciclo celular dividido pelo ndmero total de células
observadas. O termo genotoxicidade é empregado para caracterizar diversos
efeitos de um agente sobre o DNA que podem resultar em aberracdes
cromossOmicas, como a formacdo de aductos de DNA, lesdes na fita de DNA,
sintese de DNA nao programada e trocas entre croméatides irmés, sendo estes
passiveis de reparo. J4 a mutagenicidade é caracterizada pela inducdo de mutacéo
no nivel génico ou cromossémico, resultando em alteracdes nucleares que séo
permanentes no conteddo ou na estrutura do material genético de um organismo
(CARITA, 2010).

2.4 - Avaliacdo abiotica dos ecossistemas aquaticos

A agua é de extrema importancia para a vida, portanto € necessario que
atenda alguns parametros fisicos e quimicos (SILVA, 2012). A caracterizagédo
fisico-quimico tem como objetivo quantificar os elementos ibnicos presentes na
agua e associar os efeitos de suas propriedades as questdes ambientais. Os teores

das amostras sdo sempre comparados aos valores padrdes especificados pelas
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portarias e resolucdes legais que dao subsidio aos laboratérios na expedicao de
seus laudos (PARRON et al., 2011). Alguns parametros principais tém sido usados
nos estudos da qualidade da agua, destacando-se a mensuracao da temperatura,
do oxigénio dissolvido (OD), da condutividade elétrica, do pH e a quantificacdo dos
metais.

A temperatura € um fator que influencia praticamente todos os processos
fisicos, quimicos e biolégicos que ocorrem na agua. A temperatura € influenciada
tanto pela temperatura do ar, quanto pela insolacéo direta (BORGES et al., 2003).
Além disso, este parametro exerce influéncia marcante na velocidade das reagfes
quimicas, nas atividades metabdlicas dos organismos e na solubilidade de
substancias (BRASIL, 2006; ROSA, 2015).

O oxigénio dissolvido é empregado como padrdo de classificacdo para
aguas naturais (BUGIN et al., 2011), sendo um dos principais elementos que
permitem que os seres heterotroficos se estabelecam no meio aquético. Nesse
ambiente, o oxigénio pode ser adquirido ou ser perdido, conforme a figura 2
(SILVA, 2012).

Figura 2 - Balango de oxigénio dissolvido nos sistemas aquéticos; os
processos acelerados ou aumentados pela descarga de materiais
organicos sao indicados por setas verdes
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Fonte: FIORRUCI e BENEDETTI-FILHO, 2005.

Quando amostras de agua contém grandes gquantidades de substancias
organicas biodegradaveis, o oxigénio dissolvido reduz, ou desaparece, iSso ocorre
em virtude dos residuos organicos despejados nos corpos d’agua sofrerem

decomposicdo por microrganismos que utilizam oxigénio para a respiracao,
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resultando na auséncia de outros tipos de seres vivos aerobicos (CAMPOS, 2009;
SANTOS, 2015).

A condutividade elétrica expressa a capacidade que a agua tem em conduzir
corrente elétrica. Esta capacidade depende, basicamente, da concentracdo total,
da mobilidade, da valéncia e da concentragédo relativa de ions, além da temperatura
da 4gua (PARRON et al., 2011; SILVA, 2015). A condutividade elétrica oportuniza
realizar uma interpretacdo inicial das condicbes ambientais, uma vez que pode
expressar a quantidade de materiais dissolvidos na agua (JUSTUS, 2012; SILVA,
2012).

A Resolugédo Conama 357/05 ndo estabelece limites de concentracao para
condutividade elétrica, todavia a Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo
(CETESB, 2011) estabelece que a condutividade elétrica pode representar medida
indireta da concentracdo de poluentes, sendo considerado critico 0s niveis
superiores a 100 uS/cm.

O termo pH (potencial hidrogeniénico) representa a concentracdo de ions
hidrogénio, H*, em escala antilogaritmica, onde sua grandeza varia de 0 a 14,
indicando as condi¢bes de acidez (<7,0), neutralidade (=7,0) e basicidade(>7,0) da
agua. Na natureza, normalmente quando a concentracdo de sais é alta e cujos
cations ionizam, como o acido sulfarico, o pH tende a diminuir. J& em regides com
balanco hidrico negativo, ou que sofrem influéncia do mar é mais frequente
encontrar pH altos, devido a presenca de carbonatos e bicarbonatos (ESTEVES,
1998; SILVA, 2012; BRASIL, 2014).

O pH exerce efeito sobre a fisiologia de diversas espécies presentes nos
ecossistemas aquaticos, podendo agir diretamente nos processos de
permeabilidade das membranas e, portanto, interferindo no transporte ibnico entre
as células e o meio. Além disso, o pH baixo pode interferir na vida dos seres vivos,
causando a reducdo da taxa de crescimento populacional, a ma formacdo do
esqueleto e alteracdes na reproducao (ESTEVES,1998; SILVA, 2012;).

Os metais pesados sdo um grupo de elementos que possuem como principal
caracteristica a sua densidade especifica e nivel de toxidade particulares (RIBEIRO
et al., 2012). Cerca de 80 dos 110 elementos da tabela periddica séo classificados
como metais (BACCAN, 2004), sendo os mais caracteristicos o arsénio (As),
cadmio (Cd), chumbo (Pb), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), niquel (Ni),
manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn) (LIMA, 2013).
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Alguns desses metais sdo necessarios para a realizacdo de funcgdes vitais
no organismo dos seres vivos como: cobalto, cobre, manganés, molibdénio,
vanadio, estroncio, e zinco. Entretanto, esses elementos em niveis excessivos
podem ser extremamente toxicos. Ja o mercurio, o chumbo e o cadmio, por
exemplo, sdo metais que ndo possuem nenhuma fungéo dentro dos organismos e
a acumulacdo dos mesmos pode provocar doencgas, principalmente nos mamiferos
(FERREIRA et al., 2010; CELICO, 2015).

Os metais se acumulam nos componentes do ambiente, manifestando sua
toxicidade por serem absolutamente ndo degradaveis. Fator este que o0s
diferenciam dos compostos organicos toxicos (BAIRD, 2002; VOIGT et al., 2016).
Os organismos aguaticos sao os que mais sofrem com o acumulo de metais,
podendo absorver os metais, diretamente, por meio da superficie do corpo, de
estruturas respiratorias e pela ingestdo da agua, ou, indiretamente, por meio da
cadeia alimentar. Esse acumulo influencia na produtividade de plantas e animais e,
ainda, podem causar doencas nos seres humanos, podendo levar a morte
(FERREIRA et al., 2010; FARIAS, 2014).

Dependendo do organismo, a absorcéo, a toxicidade e a bioacumulacéo dos
metais variam, podendo ser alterados pelo efeito da temperatura, do pH, da
turbidez, do oxigénio dissolvido e da concentracdo de outros metais (MORTIMER,
2000; BRANDAO, 2013).

No ecossistema aquatico, os metais podem ser introduzidos de forma natural
ou artificial. Naturalmente, a insercdo pode ocorrer por meio do aporte atmosférico
e chuvas, pela liberacdo e transporte a partir da rocha matriz ou outros
compartimentos do solo (PAULA, 2006; SEYLER e BOAVENTURA, 2008; LIMA,
2013; SANTOS-FILHO, 2015). De modo antropogénico, 0os metais chegam aos
ambientes aquaticos, principalmente, devido as atividades de mineragéo (carvao e
jazidas minerais), industrias, agricultura e geracdo de efluentes municipais
(CASTRO, 2006; GOMES e SATO, 2011; LIMA, 2013; SANTOS-FILHO, 2015).

Devido ao seu efeito toxico, resolugbes para controlar as taxas de metais
apropriados no ambiente tém sido criadas. No Brasil, a resolucdo que estabelece
as condicbOes e padrées de lancamento de efluentes é a Resolucdo CONAMA n°
397, de 3 de abril de 2008 (CONAMA, 2008), descritos na tabela 1.
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Tabela 1- PadrBes de lancamento de efluentes do CONAMA n° 397, de 3 de abril de 2008

METAIS VALOR PERMITIDO
Arsénio total 0,5 mg/L As
Bario total 5,0 mg/L Ba
Boro total 50 mg/L B
Cadmio total 0,2 mg/L Cd
Chumbo total 0,5 mg/L Pb
Cianeto total 1,0 mg/L CN
Cobre dissolvido 1,0 mg/L Cu
Cromo hexavalente 0,1 mg/L Cr6+
Cromo trivalente 1,0 mg/L
Ferro dissolvido 15,0 mg/L Fe
Fluoreto total 10,0 mg/L F
Manganés dissolvido 1,0 mg/L Mn
Mercurio total 0,01 mg/L Hg
Niquel total 2,0 mg/L Ni
Nitrogénio amoniacal total 20,0 mg/L N
Prata total 0,1 mg/L Ag
Selénio total 0,30 mg/L Se
Sulfeto 1,0mg/L S
Zinco total 5,0 mg/L Zn

2.5 - Ensaios Toxicogenéticos

2.5.1 - Allium cepa, Oreochromis niloticus e cultura celular

Bioensaio com plantas superiores sao utilizados para a andlise citogenética
e recomendados desde a década de 70 (GRANT, 1999), sendo as plantas
excelentes modelos para detectar mutdgenos ambientais (BRAGA e LOPES,
2015). Entre as espécies vegetais a que se destaca € o Allium cepa, que se
caracteriza como um 6timo material para analises de poluicdo de recursos hidricos
(MACHADO, 2013; MACEDA et al., 2015), pela sua alta sensibilidade na avaliacéo
da qualidade da &gua, permitindo resultados satisfatorio dos danos cromossémicos
e dos disturbios causados no ciclo mitético (RADIC et al., 2010).

As caracteristicas dos peixes que o0s evidenciam como bioindicador sdo a
capacidade de acumular substancias toxicas no organismo, por responderem
mesmo as baixas concentracbes de compostos mutagénicos (MATSUMOTO et al.,
2006) e por possuirem metabolismo similar aos vertebrados superiores, ja que sé&o
evolutivamente proximos a estes (AL-SABTI e METCALFE, 1995; LEMOS et al.,
2007). Além disso, esses animais sobrevivem em ambientes poluidos, com pouco
fluxo de agua e um dos animais de topo da cadeia alimentar, sendo ainda, 0s

resultados encontrados em peixe diretamente relacionado aos resultados
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encontrados em agua (CARRETEIRO, 2012). A espécie Oreochromis niloticus
(tildpia) é considerada um excelente modelo entre os peixes, principalmente por
permitir a captura de individuos sem prejudicar a conservacdo de sua espeécie
(VIJAYAN et al., 1996, CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003).

A cultura celular é uma eficiente ferramenta para a avaliacdo ambiental,
possuindo vantagens como a facilidade de padronizacdo das condi¢cdes
experimentais (temperatura, pH, composicdo do meio de cultura, densidade
populacional), a uniformidade metabdlica e comportamental do material,
possibilidade dos tratamentos das células serem realizados em vérias fases do
ciclo celular, pela rapidez, ser financeiramente acessiveis, ter boa reprodutividade e
pela organizacdo dos cromossomos e de seu DNA assemelhar-se as células in
vivo (CARDOZO et al., 2006, MATSUMOTO et al., 2006).

2.5.2 — Crescimento Radicular

Os testes de crescimento radicular sdo caracterizados como rapidos, faceis,
baratos, confiaveis e ndo consisti de tecnologias avancadas (GOPALAN, 1999;
VALERIO et al., 2007; BERNADES, 2014), sendo um dos métodos utilizados para
avaliar o potencial ecotoxicolégico de substancias. Este método consiste em
mensurar a elongacéo radicular durante exposicdo a algum agente potencialmente
toxico (PALMIEIRI, 2012). A andlise do efeito dos compostos nas células de
sementes das plantas vasculares podem ser realizadas desde a fase inicial de
desenvolvimento (DUTKA, 1989; LEWIS, 1995). Dessa forma, o teste de
crescimento possui 6tima aplicacdo e quando empregado juntamente com outras
técnicas, como o0s testes citogenéticos, facilitam a identificacdo do potencial
fitotoxico da dgua e proporciona ampla exploracdo dos dados obtidos (ANDRADE
et al., 2010, YOUNG et al., 2012; BERNADES, 2014). Essa combinacéo de testes
permite explorar mais os dados, tanto de maneira teérica como nas analises
laboratoriais (PALMIEIRI, 2012).

2.5.3 — Andlises Citogenéticas

A citogenética analisa a estrutura, 0 numero, os movimentos e a fungédo dos

cromossomos, bem como as variacbes dessas propriedades, relacionando todos
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estes fatores com a transmissao, recombinacdo e expressdo dos genes
(BRAMMER et al., 2007). Assim, pode ser utilizada em estudos para determinar a
toxidade de compostos, bem como avaliar os efeitos sinergéticos de potenciais
contaminantes dos ecossistemas aquaticos sobre a biota do mesmo (MAZZEO,
2009; KERN, 2012). Uma das ferramentas que auxilia nessa determinacdo € a
avaliacdo do ciclo celular, que permite compreender sobre as estruturas
organizacionais dos cromossomos e como eles procedem durante a divisao
(GRANT, 1994).

A avaliacdo do ciclo celular pode ser feita por meio do indice de divisdo
celular (IM), que é calculado pela quantidade de célula em divisdo durante o ciclo
celular dividido pelo total de células observadas. A anormalidade pode estar
relacionada tanto pelo aumento como pela diminuicdo desse indice. A diminuicdo
pode estar relacionada a exposicdo a um composto téxico durante o crescimento,
enquanto o aumento pode levar a formacao de tumores (HOSHINA, 2002; LEME e
MARIN-MORALES, 2009; MACHADO, 2013).

Outra forma de avaliacdo € pela presenca de aberracdes mitéticas no ciclo
celular, considerado um dos métodos mais antigos para averiguar os efeitos toxicos
de uma substancia (FERNANDES et al., 2007). Essas aberracdes ocorrem nos
cromossomos modificando sua estrutura e/ou sua quantidade, sendo que este
altimo pode envolver um conjunto cromossémico (euploidias) ou apenas alguns
(aneuploidias) (RUSSEL, 2002; BERNADES, 2014) e sdo reconhecidas como
importantes consequéncias da acdo genotoxica de agentes quimicos no DNA ou
nas células (NATARAJAN, 2002; MACEDO et al., 2014).

Como exemplos de alteracdes mitoéticas (Figura 3) podemos citar a formacgéao
de cromossomos pegajosos — uma alteracdo na estrutura do cromossomo que
forma uma aglomeracdo por causa da perda das caracteristicas normais de
condensacao (BABICH et al., 1997); a c-metafase — caracterizada pelo distarbio no
fuso, fazendo com que o ciclo celular seja interrompida na fase de metéfase,
podendo assim ser observado o cromossomo espalhado pela célula muito
condensado e com o centromero bem definido e a formagcdo de pontes — que
podem ser identificadas com mais facilidade na fase de anafase/teléfase e surge
com a quebra terminal no cromossomo de ambas as cromatides e a associagédo
delas logo apdés a quebra. Erros na formagdo das fibras do fuso, da placa

equatorial, da divisdo do centrdomero podem, ainda, bloquear ou levar a falha a



29

movimentagdo das cromatides-irmas, levando ao aparecimento de anafases
desorganizadas, multipolares e a perda de cromossomos (ANDRADE et al., 2008;
CAMPOS et al., 2008; FERNANDES et al., 2009; PIZZAIA, 2013; COSTA et al.,
2015).

Figura 3 — Alteracbes cromossdmicas observadas em células meristeméticas de A.
cepa. A) profase poliploide (seta); B) Cmetafase; C) metdfase com aderéncia
cromossbmica; D) metafase com perda cromossbmica; E) metafase com quebra
cromossbmica (seta); F) metafase polipléide (seta); G) anafase com aderéncia
cromossémica; H) anafase com perda cromossOmica (seta); 1) anafase multipolar; J)
anéfase polipléide; K) anafase com ponte cromossdmica (seta); L) anafase com quebra
cromossbmica (seta); M) tel6fase com ponte cromossOmica (seta); N) teléfase com
atraso cromossOmico (seta); O) tel6fase com perda cromossdmica (seta); P) broto
nuclear (seta); Q) célula binucleada (seta), R e S) células micronucleadas; T) célula em
rocesso de morte celular

Fonte: Ambrdsio 2012.
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Estudos que indicam a presenca de aberragcdes cromossémicas contribuem,
para estabelecer o mecanismo de acdo da amostra, podendo este ser aneugénico
ou clastogénico (LEME et al., 2008; LUCIO NETO, 2011; SILVA et al., 2015). As
substancias clastogénicas provocam quebras cromoss6micas, sendo possivel
observar na célula a presenca de fragmentos e pontes em anafase e teléfase. Ja
as substancias aneugénicas inativam a estrutura celular e causam alteragdes como
perda de cromossomo, c-metafase, anafases multipolares e cromossomo pegajoso
(FENECH, 2000; LEME e MARIN-MORALES, 2009; ALMEIDA, 2014).

As anormalidades nucleares sdo caracterizadas por alteracdes morfolégicas
no ndcleo interfasico, podendo ser uma consequéncia das aberracdes mitéticas
(LEME e MARIN-MORALES, 2009). Uma das formas citolégicas de anormalidade
nuclear € a formacdo do micronucleo, que consiste num ndcleo pequeno que se
assemelha ao nucleo principal e que parecem nas células filhas em decorréncia de
danos ndo reparados ou reparados erroneamente, induzidos nas células parentais.
Os agentes quimicos, fisicos ou biolégicos podem ser responsaveis por esses
danos, interferindo no processo de ligacdo do cromossomo as fibras do fuso ou que
introduzindo a perda de material genético (cromossomos inteiros ou fragmentos)
(SOUZA, 2005; SILVA et al., 2003; RIBEIRO, 2003).

Schimidt, em 1975, foi o primeiro a descrever sobre o teste do micronucleo,
gue vem sendo utilizado até hoje, devido a sua técnica ser considerada facil de
visualizar quando comparada com ensaios de andlise de aberracbes
cromossdmicas. Assim, o método requer menos treinamento e pericia (FLORES e
YAMAGUCHI, 2008). Além disso, o teste de micronucleo permite inferir sobre o
efeito mutagénico de compostos e amostras.

Outra vantagem do teste do micronucleo é que ndo depende do cariétipo da
espécie envolvida, podendo ser aplicado em qualquer populacdo de células. A
analise de MN em células meristematicas e em células F1 de A. cepa (Figura 4),
tem sido considerada um método eficiente para indicar a agéo direta de poluentes
ambientais sobre o DNA (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Estudos mostram
maior eficiéncia quando estes fragmentos acéntricos sao analisados na regido de

F1 do que em relac&o a regido meristematica (MACEDO et al, 2008).
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Figura 4 — Regides meristematica e F1 das raizes de Allium cepa com células portadoras de
micronucleos (setas). A) Regido meristeméatica; B) Regido F1. Aumento: 400X. Fonte: Bianchi
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Além da utilizacdo em plantas, a avaliacdo do micronlcleo em peixes €
amplamente utilizada, tendo em vista que esses organismos sofrem bioacumulagéo
assim como os mamiferos. Isso permite que, mesmo em baixas concentracées, 0s
organismos respondam aos agentes mutagénicos (MANSOURI et al., 2012). Em
peixe, existem diversos outros tipos de alteracées na morfologia dos eritrécitos que
ja foram descritas por Carrasco et al. (1990), mas que ainda ndo apresentam sua
origem completamente compreendida. Essas lesbes foram basicamente
classificadas em: blebbed cujos nucleos apresentam pequena evaginacdo da
membrana nuclear, parecendo conter eucromatina ou heterocromatina; lobed cujos
ndcleos apresentam evaginacdes mais largas e sua estrutura ndo é tdo definida
como as descritas para os blebbed, podendo alguns nulcleos apresentar varias
destas estruturas; e notched onde os nucleos apresentam um corte bem definido
em sua forma, sendo estes geralmente com uma profundidade significativa,
aparentando ndo possuir material nuclear no local e ser delimitados pela
membrana nuclear (RAMSDORF, 2007; SOUZA, 2005).

2.5.4 — Ensaio Citotoxico do MTT

Uma das ferramentas para analise citotOxica € o teste do MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), que € um meétodo colorimétrico

rapido, amplamente utilizado para determinacdo da viabilidade de células isoladas
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(MOSMAN, 1983), permitindo determinar a citotoxicidade de um composto, seja ele
organico ou inorganico.

O meétodo baseia-se na capacidade de as células viaveis reduzirem
metabolicamente o sal de MTT. Quando incubado com células vivas, por
endocitose, o MTT tem seu anel tetrazolico reduzido no interior da mitocondria, por
meio da atividade da enzima succinato desidrogenase, uma enzima do ciclo de
Krebs, resultando na formacdo de cristais de formazan, convertendo assim, o
composto de cor amarela para um composto azul escuro (Figura 5). Os cristais de
formazan se acumulam na célula em compartimentos endossomais e/ou
lisossomais, sendo depois transportados para fora das células por exocitose
(PERES et al., 2008).

Figura 5- Reducéo enzimatica do anel tetrazélico do MTT
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Fonte: Ribeiro et al., 2013.

Os cristais solubilizados com solugdo de DMSO (dimetilsufoxido) formam
uma solucéo cuja absorbéncia pode ser mensurada. Dessa maneira, a intensidade
da cor mensurada por espectrofotometria, € diretamente proporcional ao namero
de células viaveis (BELLAN, 2013).

Desde a descricédo original do teste do MTT por Mosmann, 0 mesmo tem
sido utilizado em diversos experimentos com cultura de células para avaliar a
qualidade das aguas de rios e lagos. Trintinaglia et al. (2013) e Bianchi et al. (2015)
demostraram a eficiéncia do ensaio de MTT em avaliar a citotoxicidade da agua em

quatro estacdes ao longo da Bacia Hidrografica do Rio dos Sinos, no sul do Brasil.

2.55 - Ensaio do cometa

Uma das técnicas visuais para detectar rupturas no DNA e assim avaliar o

potencial genotéxico de uma amostra é o ensaio do cometa, também conhecido
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como SCGE (Single Cell Gel Eletrophoresis Assay). Essa técnica é considerada
uma técnica molecular e comecou a ser desenvolvida com o aperfeicoamento das
metodologias de eletroforese do DNA em micro-gel, realizadas por Ostling e
Johanson em 1984. Posteriormente, foram otimizadas por Singh et al. (1988) que
atribuiram maior sensibilidade a técnica por meio do uso de solucéo alcalina, sendo
essa versao a mais utilizada atualmente.

O Ensaio do cometa avalia danos ao DNA de células individuais e possibilita
quantificar as quebras de fita simples de DNA e/ou sitios alcali-labeis, induzidos por
agentes alquilantes, intercalantes e/ou oxidantes (TICE et al., 2000). Além disso,
apresenta vantagens como a deteccao de pequenos danos no DNA, requerimento
de pequeno numero de células, flexibilidade e precisdo metodoldgica, facil
aplicacdo, reprodutibilidade e curto periodo de tempo para a realizacdo do
experimento (KOSZ-VNENCHAK e ROKOSK, 1997; MITCHELMORE e CHIPMAN,
1998; TICE et al., 2000, BUCKER et al., 2006; PAVAO et al., 2007; SCHERER e
STROHSCHOEN, 2013).

A aplicacdo do teste do cometa abrange uma ampla diversidade de areas,
incluindo a genética médica, a genética toxicolégica e a ecotoxicoldgica,
possibilitando, principalmente, a realizacdo dos monitoramentos ambientais. A
avaliacdo genotoxica, por meio do ensaio do cometa, € uma das principais
metodologias para o monitoramento dos ambientes aquaticos, sendo empregado
em diversos trabalhos sobre a qualidade de ecossistemas aquaticos brasileiros
(CARITA, 2010; DUARTE, et al., 2012; YILDIZ et al., 2009; ARYA e MUKHERJEE,
2014; JOVTCHEYV et al., 2001; NIKOLOVA et al., 2013).

No nucleo, o DNA enovela-se com proteinas histonas, formando alcas de 5-
200 Kpb que ficam aderidas a uma rede proteica, ou matriz nuclear, mantendo-se
fortemente compactado (RIBEIRO et al., 2003). Uma das etapas dos processos do
ensaio do cometa consiste em lisar as membranas das células e extrair essas
proteinas nucleares, incluindo as histonas. Desta forma, o DNA, que € maior e mais
pesado que o restante dos componentes celulares, passara a ocupar o espaco que
antes era preenchido pela célula e formara uma estrutura residual semelhante a um
nacleo, chamado de nucleoide.

ApOs essa etapa, a técnica consiste em submeter as laminas a eletroforese,
onde elas sofrem a passagem de corrente elétrica. Nessa fase, caso exista quebra

na molécula de DNA, as algas se desenovelam e migram em sentindo ao anodo.
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Quando mais intensa for a inducdo de quebras, menores serdo os fragmentos e
maior a extensdo de migracao, permitindo quantificar os danos causados nas

células individuais e avaliar o potencial genotoxico de amostras (Figura 6).

Figura 6 - Ensaio do cometa realizada com eritrécitos Oreochromis niloticus. A- Classe 0 ( sem dano
celular) ; B -Classe 1 (pequeno dano); C- Classe 2 ( dano médio ) e D- classe 3 (grande dano) .
Fonte: Matsumoto et al. 2006
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Outra peculiaridade do ensaio do cometa € que ele permite a deteccao de

danos no DNA entre diferentes células, em virtualmente qualquer populacédo de
célula eucarionte, possibilitando que diversos modelos sejam utilizados. Arya e
Mukherjee (2014) relatam o sucesso de utilizar Allium cepa e Vicia faba para a
realizacdo do teste do cometa, assim como Souza e Fontanetti (2007) e Matsumoto
et al. (2006) confirmaram a eficiéncia do ensaio em eritrocitos de peixe e em cultura
de célula de mamifero in vitro.

Os testes supracitado séo realizados ha muito tempo. Em 1995 Monteith e
Vanstone compararam os resultados obtidos por outras técnicas in vivo e in vitro
para determinar o potencial genotoxicos de amostras ambientais e compostos
isolados e inferiram que o teste do cometa é tao eficiente quanto os demais na
deteccdo de danos no DNA (CARITA, 2010).
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Tendo em vista a problemética ambiental no entorno da bacia do rio

Itapemirim-ES, como o langamento inadequado de esgoto, de detritos sélidos e

metais pesados no curso d’ agua, esse estudo teve como objetivo avaliar a

qualidade de amostras de agua em dois periodos, por meio de andlises de

parametros abioticos, fitotoxicos, citotoxicos, citogenéticos e moleculares, utilizando

como bioensaios espécimes de Allium cepa, Oreochromis niloticus e linhagens de

células selvagens de ovario de hamster chinés (CHO-K1).

3.2 — Objetivos Especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Avaliar parametros fisicos e quimicos de amostras de aguas coletadas em
quatro estacdes ao longo do rio Itapemirim/ES, em dois periodos;

Verificar o efeito fitotoxico das amostras de agua do rio Itapemirim/ES
sobre as raizes de A. cepa;

Averiguar o potencial citotoxico de amostras de agua por meio do indice
mitoticos e viabilidade celular;

Detectar e identificar os diferentes tipos de aberracbes mitdticas e
anormalidades nucleares encontradas em células meristematicas de A.
cepa e eritrécitos de O. niloticus;

Investigar o potencial mutagénico de amostras de aguas do rio
Itapemirim/ES, por meio da presenca de micronicleo em células
meristematicas e células F1 de Allium cepa e em eritrocitos de
Oreochromis niloticus;

Investigar o potencial genotoxico de amostras de aguas do rio
Itapemirim/ES por meio do ensaio do cometa em O. niloticus e células de
ovario de hamster chinés (CHO-K1);

Estabelecer entre as campanhas a que apresenta 0os maiores niveis de

contaminagao.
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4 - METODOLOGIA

4.1 - Material bioloégico

Os materiais biologicos utilizados como sistemas—teste constituiram-se de
bulbos de Allium cepa (cebola), espécimes de Oreochromis niloticus (tilapia), sendo
estes machos e com caracteristicas homogéneas, adquiridos de estacdo de
piscicultura livre de contaminacdo no Instituto Federal do Espirito Santo — Alegre
(IFES) e linhagens de células de ovario de hamster chinés (CHO-K1).

Para a realizacdo do bioensaio com O. niloticus o projeto foi avaliado e
aprovado pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais — CEUA da Universidade

Federal do Espirito Santo, sobre o protocolo nimero 16/2015.

4.2 - Estagcbes amostrais

Para a caracterizacdo da agua do rio Itapemirim/ES, foram definidas 4

estagbes amostrais ao longo do percurso do rio (Figura 7 e 8):

* Rl 01 — Latitude 20°45'34.76"S e longitude 41°16'8.04"O.
* Rl 02 — Latitude 20°47'55.81"S e longitude 41° 8'9.89"0.
* RI 03 — Latitude 20°53'11.13"S e longitude 41° 5'38.94"0.
* Rl 04 — Latitude 20°55'6.13"S e longitude 41° 4'29.69"0.

As coletas das amostras foram realizadas em duas campanhas, em marco de
2015, considerado historicamente periodo de chuva e outra em outubro de 2015,
historicamente periodo de estiagem. As aguas superficiais foram acondicionadas em
frascos polietileno de 500ml e galbes de polietleno de 25L mantidos sob
refrigeracdo até a realizacdo dos ensaios. Os frascos destinados a analise de metais
foram previamente higienizados com acido nitrico (HNO3) 10%, e na coleta foram
adicionados 5 ml de HNO3; concentrado em 500 ml de amostra.



Figura 7- Esta¢cbes amostrais ao longo do percurso do rio Itapemirim/ES.
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Fonte: PASTRO, 2012.

Figura 8- Estacfes de coleta ao longo rio Itapemirim/ES. a) Rl 01, b) R1 02, ¢) R1 03 e d) RI
04.
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4.3 - Parametros fisicos e quimicos

No momento da coleta e nos dias de exposi¢do do Oreochromis niloticus aos
tratamentos foram verificados de cada estacdo a condutividade (pS/cm),
temperatura (°C), pH da &gua por meio do multiparametro e oxigénio dissolvido
(mg/L) por meio do oximetro.

As anélises de metais foram realizadas por Espectrometria de Emisséo Optica
com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES), em aparelho 7000, DV Perkin
Elmer, em parceria com o Laboratério de Espectrometria Atbmica, da Universidade
Federal do Espirito Santo, onde foram quantificados os metais (mg/L): Aluminio (Al);
Bario (Ba), Cromo (Cr); Cobre (Cu); Niquel (Ni); Selénio (Se) e Zinco (Zn). E em
Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP MS), aparelho
Nexlon, Perkin Elmer, onde os metais quantificados (ug/L) foram: Cadmio (Cd);
Cobalto (Co); Manganés (Mn) e Chumbo (Pb).

4.4 - Bioensaios com Allium cepa

Os testes de A. cepa foram realizados para avaliar o efeito da citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade das amostras de 4gua em diferentes estacdes.
Para tal, foi utilizado o protocolo de Fiskesjo (1985), com modificacdes.

Bulbos de A. cepa apresentando 2 cm de diametro foram previamente
selecionados, padronizando-se os bulbos que apresentavam auséncia de traumas,
deformidades naturais ou indicios de fungos. As raizes envelhecidas foram
cuidadosamente removidas, tomando-se o cuidado de manter intacto o anel de
primordios radiculares. Os bulbos foram lavados em agua corrente e mantidos
imersos em agua para evitar a desidratacdo dos primordios radiculares até a
exposicao.

Subsequentemente, 5 bulbos por tratamento foram acondicionados em tubos
de ensaio contendo amostras de agua coletadas das estac¢fes RIO1, RI02, RIO3 e
RI04, e dos controles positivo (solucdo de metil-metanosulfonato, 4x10* mM) e
negativo (agua destilada).

Toda a exposicao foi realizada em temperatura de 24°C e protegida da

incidéncia direta da luz do sol. Os tubos de ensaio foram, diariamente, completados
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com &gua das respectivas amostras para restabelecer o volume perdido por

absorcao e/ou evaporacao.

4.4.1 - Crescimento radicular e analise citogenética

Apoés 72h de exposicado, as raizes dos bulbos de cebola foram observadas e
medidas com auxilio de paquimetro para a analise do comprimento radicular.
Posteriormente, as raizes foram coletadas e fixadas em solugdo Carnoy 3:1 (etanol:
acido acético) por, no minimo, 24 horas. As células meristematicas e as células em
F1 passaram por hidrolise acida em HCI 1N a 60°C, por 8 minuros, e depois foram
submetidas ao método de coloracdo de Feulgen (Feulgen e Rossenbeck, 1924). As
laminas foram confeccionadas pelo método de esmagamento suave. Para cada
tratamento, 5 laminas foram analisadas. A citotoxicidade foi avaliada pelo indice
mitético (IM), onde foi contabilizado o nimero de células em préfase, metafase,
anafase e tel6fase dividido pelo numero total de células observadas em cada
tratamento, multiplicado por 100.

IM = N°de células em divisdo X100
N° de células observadas

As frequéncias das alteracdes mitoticas (AM) e de micronucleo (MN) foram
obtidas dividindo o nimero de alteracdo (mitdtica ou micronucleo, respectivamente)
pelo ndmero total de células avaliadas vezes 100. As alteragbes cromossdmicas
consideradas foram: c-metafase, cromossomo pegajoso, ponte, perda cromossdémica

e anafase multipolar.

AM = N° de células com alteracfes mitdticas X 100
N° de células observadas

MN = N° de células micronucleadas X100
N° de células observadas

O efeito mutagénico observado nas células em F1 foi contabilizado dividindo o
namero de células em F1 com micronicleo dividido pelo nimero de célula
observada vezes 100.

MN F1 = N° de células F1 micronucleadas X 100
N° de células observadas
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4.5 - Bioensaios com Oreochromis niloticus

Espécimes de O. niloticus inicialmente foram aclimatados em sistema de
filtragem e aeracdo por 24 horas. Os grupos experimentais foram dispostos em seis
aguarios contendo 25L de agua cada com sistema de aeracdo. Em cada tratamento
foram acondicionados 15 peixes. Quatro destes aquarios receberam as amostras de
dgua das estagOes definidas anteriormente e os outros dois corresponderam,
respectivamente, ao controle positivo e negativo que receberam &agua potavel
desclorificada. Para o controle positivo, foi aplicado no inicio do tratamento 0,1 ml de
ciclofosfamida (concentracdo de 2 mg/ml) na regiéo intraperitoneal dos peixes.

Apés 96 horas de exposicdo, 10 peixes de cada tratamento foram
anestesiados com benzocaina na concentracdo de 80 mg/L. De cada espécie, foram
extraidos aproximadamente 0,5 ml de sangue da regido caudal, utilizando seringas
heparinizadas.

Durante a execugdo do experimento, foi monitorado a cada 24 horas a
mortalidade dos peixes, a condutividade (uS/cm), temperatura (°C), pH e oxigénio
dissolvido (mg/L) dos tratamentos por meio de multiparametro e de oximetro,
respectivamente, afim de se manter as mesmas condi¢cdes experimentais durante o
tempo de exposicdo. Os peixes sacrificados e 0s que, por ventura, morreram
durante a execucao do experimento foram congelados em embalagens adequadas e
recolhidos pela empresa que coleta o descarte de material biolégico mensalmente
no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA-UFES).

4 5.1 Teste do microntcleo

Para a analise do potencial mutagénico, foram confeccionadas duas laminas
de cada peixe por meio da técnica de esfregaco sanguineo dos diferentes
tratamentos. Em seguida, as laminas foram submetidas a coloragdo com corante
rapido do tipo panotico e analisadas sob microscoépio de luz.

Foram analisados 3000 eritrocitos por lamina, totalizando 30 mil eritrécitos por
tratamento. Para determinar o indice de frequéncia mutagénica (IEM), foi calculada a
razdo entre a soma dos eritrécitos micronucleados pelo total de eritrécitos

analisados em cada lamina, e o resultado multiplicado por 100.
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IEM = N° de eritrécitos micronucleados X 100
N° de eritrocitos observados

Células portadoras de alteracBes nucleares, classificadas de acordo com
Carrasco et al. (1990) como “blebbed”, “lobed”, “notched”, foram analisadas para
determinar o indice de anormalidades nucleares (IAN) das amostras de agua. O IAN
foi calculado por meio da razdo entre a soma dos eritrocitos com anormalidades na
morfologia dos nucleos pelo nimero total de eritrocitos, multiplicando-se o resultado
por 100.

IAN = N° de eritrécitos com anormalidades X 100
N° de eritrocitos observados

4.6 -Cultura celular
4.6.1 - Linhagem celular e condi¢cdes de cultivo de células CHO-K1

Para a realizacdo do ensaio foi utilizado linhagem de células de ovario de
Hamster chinés (CHO-K1). As células foram cultivadas em meio contendo DMEN +
HAM-F12 (1:1) suplementado com 10% de soro bovino fetal e 0,1% de solucéo
antibiética-antimicética (meio completo), sendo mantidas em frascos de cultura
(25cm?) na forma de monocamada. Os frascos foram mantidos em estufa tipo BOD &

temperatura de 37°C possibilitando o ciclo celular de 12 horas.

4.6.2 - Ensaio citotéoxico do MTT

A metodologia adotada foi baseada em Mosmann (1983). Primeiramente,
foram semeadas 1x10° células CHO-K1 em placas de 96 pocos, contento meio
F12/DMEN suplementado com 10% de soro bovino fetal e posteriormente mantidas
em estufa BOD a 37°C por um periodo de 12 horas para a estabilizacdo. Apos este
periodo, descartou-se o meio completo de cada poco da placa e realizou-se os

tratamentos descritos abaixo:
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Controle Negativo 150 pl meio incompleto + 50ul PBS
Controle Positivo 150 pl meio incompleto + 50pl MMS (4x10™)
RI 01 150 pl meio incompleto + 50ul RI 01
RI 02 150 pl meio incompleto + 50ul Rl 02
RI 03 150 pl meio incompleto + 50ul RI 03
RI 04 150 pl meio incompleto + 50ul Rl 04

Apoés os tratamentos, as placas de 96 pocos foram incubadas na estufa por
mais 12 horas. Posteriormente, os tratamentos foram removidos e adicionou-se 100
pl de solugdo de MTT (5,0 mg/ml diluido em meio incompleto) para incubacéo por 4
horas. Passado esse tempo, a solucédo de MTT foi aspirada e adicionado 200 ul de
DMSO para a solubilizacédo dos cristais de formazan. Logo apés, foi realizado leitura
em espectrofotdmetro, tipo Elisa, a 550 nm. O experimento foi repetido trés vezes de

forma independente.

4.7- Ensaio do cometa
4.7.1 — Suspensao celular — Oreochromis niloticus

A metodologia utilizada foi a técnica alcalina descrita por Singh et al. (1988) e
modificada por Duarte et al. (2012). Para tal, laminas foram mergulhadas em
agarose normal 1,5% a 60°C, secas e armazenadas em geladeira. Amostras de 5 pl
de sangue, foram diluidas em 1000 ul de solugao tampao (PBS). Desta suspensao,
10 pl foram adicionados a 100 yl de agarose de baixo ponto de fusdo (0,75%) a
37°C para a montagem das laminas. ApOs depositar essa mistura as laminas, foi
adicionada uma laminula sobre cada lamina e as mesmas foram refrigeradas por 20

minutos para a solidificacédo do gel.

4.7.2— Suspensao celular e teste de viabilidade - Cultura de células CHO-K1

A metodologia utilizada foi de acordo com Tice et al. (2000), com
modificacBes. Foram semeadas aproximadamente 1x10° de célula em frascos de
culturas e montadas trés repeticbes para cada tratamento, totalizando 18 frascos.

Depois de semeadas, as células foram cultivadas em meio completo por 12 horas.
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Decorrido o periodo de estabilizacdo das células, o meio de cultivo celular foi
retirado e as células lavadas com PBS. Foram adicionados 3750 pl de meio
incompleto em todos os frascos e em seguida, realizados os tratamentos que
consistiram em acrescentar aos frascos 1250 ul de: PBS (controle negativo), metil-
metanosulfonato (MMS) na concentracdo 4x10™ mM (controle positivo) e amostras
dos quatro estagdes ao longo do rio Itapemirim-ES (PRIO1, PRIO2, PRIO3 e PRIO4).

Posterior ao tratamento, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas
(0,025%) e levadas para a estufa tipo BOD, por 3 minutos. Apds as células se
desprenderem, foi adicionado meio de cultura completo para inativagdo da tripsina,
seguido de transferéncia para tubos falcon de 15 ml. Os tubos foram centrifugados a
1000 r.p.m. por 5 minutos, o sobrenadante descartado mantendo-se 0,5 ml de
solucéo para solubilizacdo do pellet.

O preparo das laminas consistiu da mistura de 20 ul de aliquota da suspencgéo
celular com 120 ul de agarose de baixo ponto de fuséo (37°C).

Para a realizacdo do ensaio do cometa, foi executado testes de viabilidade
celular. Estes consistiram em misturar 10 pl de suspenséo celular com 10 ul de azul
de Tripan (0,4%). Apds isso, 10 pl de solucdo foram transferidos para camara de
Neubauer para a quantificagdo de células viaveis (incolor) e inviaveis (coradas de
azul), até totalizar 100 células. Como todos os tratamentos apresentaram viabilidade

superior a 90%, deu-se continuidade ao ensaio do cometa.

4.7.3 - A Técnica

Posteriormente a confec¢do das laminas dos bioensaios com O. niloticus e
células CHO-K1, as laminulas foram removidas e as laminas foram incubadas em
uma solucéo de lise, gelada, recém preparada (1 ml Triton X-100, 20 ml de DMSO e
89 ml de solucéo de lise estoque, pH 10,0 — solucéo estoque: 146,1 g de NaCl 2,5M,
37,29 de EDTA-titriplex 100 mM, 1,2 g de Tris 10 mM e 890 ml de agua deionizada).
Dessa forma, foram armazenadas por uma hora, sob protecéo contra luz e em baixa
temperatura.

Ao término da lise, as laminas foram transferidas para uma cuba horizontal de
eletroforese contendo tampéao alcalino (7,5 ml de EDTA-titriplex 200 mM, 45 ml de
NaOH 10N e 1500 ml de agua deionizada, pH = 13) em baixa temperatura. Na cuba,

as laminas permaneceram 20 minutos no escuro para desnaturacdo do material
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antes do inicio da corrida de eletroforese, que ocorreu por mais 20 minutos.
Encerrada a eletroforese, as laminas foram neutralizadas, secas em temperatura
ambiente e posteriormente, fixadas em etanol absoluto por 10 minutos. Os passos
realizados acima foram executados na auséncia de luz direta.

As laminas foram coradas com GelRed e analisados em microscépio de
fluorescéncia em aumento de 400X. Foram avaliados 100 nucledides, totalizando
500 nucledides por tratamento em O. nitléticus e 300 em cultura de CHO-K1. Para a
quantificacdo dos danos, foi utilizada a classificacdo visual dos cometas/nucleoides

proposta por Collins et al. (1995) e calculado o IDa) conforme a férmula:

ID = (OxA) + (1xB) + (2xC) + (3xD) + (4xE)
onde:
A — classe 0 = sem danos;
B — classe 1= danos minimos;
C — classe 2= danos meédios;
D — classe 3= danos intensos;

E — classe 4= danos méaximos.

4.8 - Andlise Estatistica

Os dados avaliados em A. cepa, O. niloticus e cultura de célula de ovério de
hamster chinés (CHO-K1) foram expressos em média + desvio padrdo. A partir do
programa Infostat (DiRienzo et al. 2010), foi utilizado o teste de Shapiro-Wilks para
checar a distribuicdo normal das médias. Para os dados que ndo seguiram a
distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Kruskal Wallis (P < 0,05) a fim de
comparar as médias obtidas de cada parametro avaliado entre os controles e as
amostras de agua estudadas. Ja para os dados que seguiram a distribuicdo normal,
foi utilizado o teste de Scott Knott (P < 0,05), com a mesma finalidade.

Por meio do programa Graph-Pad Prism 7.0 (Trial verson) foi comparado os
dados entre as duas campanhas realizadas, utilizando o teste de Kruskal-Wallis

seguido de Teste de Dunn's (P < 0,05).
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RESUMO: O rio Itapemirim é considerado um dos mais importantes recursos hidricos do Espirito Santo.
Todavia, problemas ambientais devido a sua contaminacao estdo ameacando sua potencialidade de uso. O estudo
teve a finalidade de avaliar a qualidade da agua do rio Itapemirim/ES, coletadas em temporadas de estiagem e de
alta precipitacdo, por meio de andlise dos aspectos abiodticos e toxicogenéticos de quatro estacbes ao longo do
rio, utilizando como bioindicador A. cepa, O. niléticos e cultura de células de mamifero. A maioria das variaveis
abidticas avaliadas demostraram que as aguas das duas campanhas estdo de acordo com a Resolugdo CONAMA
n° 357/2005, assim como a maioria dos metais. Todavia, os indices de Al e Cu na agua estavam acima do
permitido pela legislagdo. As amostras coletadas ao longo do rio Itapemirim/ES demostraram potencial
fitotdxico nas células meristematicas de A. cepa, na primeira campanha. Ja o efeito genotoxico das amostras de
agua foram observados nos teste do A. cepa, do microntcleo em O. niloticus e no ensaio do cometa em O.
niloticus e células CHO-K1. O efeito mutagénico foi significativo nas estagdes RI 02, RI 03 e RI 04 da primeira
campanha em células FI de A. cepa. E nas estagbes RI 01 e RI 03, da segunda campanha, no teste do
micronlcleo em eritrécitos de peixe. De maneira geral, todas as amostras avaliadas nas duas campanhas
apresentaram danos nas células de A. cepa, O. niloticus e cultura de CHO-K1. Indicando assim, que a qualidade
da &gua do rio Itapemirim/ES encontra-se comprometida e necessita de planos de acdo com medidas para a sua
recuperacao.

Palavras-chaves: metais, aberragdes cromossdmicas, micronucleo, ensaio do cometa, MTT, A. cepa, O. niloticus

e cultura de células.

1- INTRODUCAO

Os recursos hidricos s@o considerados renovaveis, porém sua disponibilidade e potencialidade
encontram-se ameacadas devido a sua contaminacdo que pode ser resultado de mudancas fisicas, quimicas e/ou
bioldgica da dgua causadas por processos naturais e/ou, principalmente, pela acdo do homem (Baptista e
CARDOSO 2013). Assim, destacam-se a concentracdo populacional, a perda da mata nativa, o pastoreio, 0
esgoto domeéstico e os residuos solidos da producéo agricola e industrial lancados em locais inapropriados como
0s principais fatores que podem causar a degradacdo dos corpos de agua (Santana et al. 2012).

O Estado do Espirito Santo possui 12 bacias hidrogréaficas, destacando-se a do rio Itapemirim que
constitui o principal sustentaculo do desenvolvimento do sul do Estado (Pastro 2012). O rio Itapemirim tem sua
nascente na Serra do Caparad-ES entre os meridianos 40°48” e 41°52” O e os paralelos 20°10° ¢ 21°15” S,
possuindo aproximadamente 5.919,5 km? de extensdo (IEMA 2015). Sua bacia abrange nimero consideravel de
municipios, sendo 16 no Estado Espirito Santo e parte do municipio de Lajinha, no Estado de Minas Gerais,
Brasil. Conferindo, assim, grande heterogeneidade entre as regides (Pastro 2012).

Tendo em vista a importancias dos ecossistemas aquaticos, algumas agéncias realizam o monitoramento
da qualidade da agua usualmente por meio de anélises abidticas que possibilitam verificar as influéncias
atmosféricas, as condi¢Bes climaticas, antropicas e litologia do local (Duarte et al. 2012). Entretanto, estas nao
levam em consideracdo os testes de toxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade (Grover e Kaur 1999).
Nesse sentido, a precisdo dos niveis de tolerancia estabelecidos pelos parametros abiéticos preocupam, uma vez

gue alguns estudos de genética toxicoldgica revelam resultados significativos mesmo quando os valores da
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contaminacgdo apresentam-se inferiores aos permitidos pela legislagdo (Matsumoto et al. 2006; Pires e Chaparro
2010; Oliveira 2013).

Os biomarcadores de niveis biomolecular e celular como indicadores de contaminacdo ambiental tem
sido utilizados devido as suas atuacdes como receptores biolégicos diretos dos agentes presentes no ambiente
(Fernandes et al. 2009). Dentre os bioindicadores, destacam-se as plantas superiores, 0s peixes e a cultura de
célula de mamiferos. Costa et al. (2015) e Grippa et al. (2011) avaliaram a qualidade de ambientes I6ticos por
meio de bioensaios com Allium cepa e observaram alteracdes significativas. A eficiéncia da avaliacdo de
ambientes lIénticos e l6ticos também ja foi comprovada por Duarte et al. (2012) e Bianchi et al. (2013), utilizando
como bioindicador peixe. O uso de cultura de célula em bioensaios também ja foi considerada apropriada por
Matsumoto et al. (2003) e Trintinaglia et al. (2013).

Tendo em vista a importancia ecoldgica e socioecondmica dos ecossistemas aquaticos, faz-se necessario
a sua avaliacdo por abordagens que possam integrar os aspectos abidticos aos ensaios toxicogenéticos. Assim,
esse estudo objetivou avaliar a qualidade da agua do rio Itapemirim/ES por meio da andlise dos aspectos
abiodticos, citogenéticos e molecular utilizando espécimes de Allium cepa, Oreochromis niloticus e linhagens de

células de ovério de hamster chinés (CHO-K1).

2 - MATERIAL E METODOS
2.1 - Material bioldgico

Os materiais biolégicos utilizados como sistemas—teste foram bulbos de Allium cepa (cebola),
espécimes de Oreochromis niloticus (tilapia) e linhagens de células de ovario de hamster chinés (CHO-K1). Para
a realizacdo do bioensaio com O. niloticus o projeto foi avaliado e aprovado pela Comisséo de Etica para 0 Uso

de Animais — CEUA da Universidade Federal do Espirito Santo, sobre o protocolo nimero 16/2015.

2.2 - EstacBes amostrais

Para a caracterizagdo da &gua do rio Itapemirim/ES foram realizados duas campanhas, sendo uma no
final de margo de 2015 e uma no comego de outubro de 2015, onde foram coletadas amostras de 4gua de quatro
estacfes ao longo do percurso do rio (Fig. 1): PRIOL - 20°45'34.76"S / 41°16'8.04"0O; PRI02 — 20°47'55.81"S /
41° 8'9.89"0; PRI0O3 — 20°53'11.13"S / 41° 5'38.94"0; PRI04 — 20°55'6.13"S / 41° 4'29.69"0.

2.3 - Parametros fisico e quimicos

Durante a amostragem, em campo foram avaliadas por meio de sonda multiparametro (Sanxin 5X723) a
condutividade (uS/cm), temperatura (°C) e pH da dgua e por meio do oximetro (Lutron DO-5519) para avaliar o
oxigénio dissolvido (mg/L) da agua.

As andlises de metais foram realizadas por Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP OES), em aparelho 7000, DV Perkin Elmer, onde foram quantificados os metais
(mg/L): Aluminio (Al); Bério (Ba), Cromo (Cr); Cobre (Cu); Niquel (Ni); Selénio (Se) e Zinco (Zn). E em
Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP MS), aparelho Nexlon, Perkin Elmer, onde
0s metais quantificados (ug/L) foram: Cadmio (Cd); Cobalto (Co); Manganés (Mn) e Chumbo (Pb).

2.4 - Bioensaios com Allium cepa
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Para avaliar o efeito fitotoxico, citotdxico, genotdxico e mutagénico de amostras de agua do rio
Itapemirim, foi realizado o teste do A. cepa a partir do método de Fiskesjo (1985), com modificacBes. Bulbos de
A. cepa foram previamente selecionados e acondicionados em tubos de ensaio contendo amostras de agua
coletadas das estaces RI01, R102, RI03 e RI04. Além destes foram estabelecidos os controles positivo, a partir
de solucéo de metil-metanosulfonato (4x10“mM) e negativo, contendo agua destilada. Para avaliacdo, foram

considerados cinco bulbos para cada tratamento.

2.4.1 - Crescimento radicular e analise citogenética

Apds 72 horas de exposi¢do aos tratamentos, as raizes dos bulbos de cebola foram observadas e
mensuradas com auxilio de paquimetro para a analise do comprimento radicular. Posteriormente, as raizes foram
coletadas e fixadas em solucdo Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por no minimo 24 horas. As células
meristematicas e as células em F1 passaram por uma hidrélise 4cida em HCI 1IN a 60°C e depois foram
submetidas ao método de coloragdo de Feulgen (Feulgen e Rossenbeck, 1924). As laminas foram confeccionadas
pelo método comum de esmagamento suave.

Para cada tratamento, 5 laminas foram analisadas, sendo contabilizadas 1000 células por lamina. A
partir da andlise das células meristematicas, a citotoxicidade foi avaliada pelo indice mitotico (IM) que foi
contabilizado pela razdo do nimero de células em divisdo (préfase, metafase, anéfase e teléfase) pelo nimero
total de células observadas em cada tratamento, multiplicado por 100. J4 as frequéncias das alteracGes mitéticas
(AM) que determinam a genotoxicidade e de micronicleo (MN) que determinam a mutagenicidade, foram
obtidas dividindo-se o nimero de alteragdes (cromossémica ou microndcleo, respectivamente) pelo nimero total
de células avaliadas, vezes 100. Também foram consideradas as frequéncias de microndcleos nas células em F1,
sendo esta contabilizada pela razdo do nimero de células em F1 com micronicleo pelo nimero de células
observadas, vezes 100.

2.5 - Bioensaios com Oreochromis niloticus

Foram realizados o teste do microntcleo e ensaio do cometa em O. niloticus com a finalidade de avaliar
o efeito mutagénico e genotoxico das amostras de agua do rio Itapemirim/ES. Para isso, peixes livres de
contaminagdo foram primeiramente aclimatados em sistema de filtragem e aeracdo por 24 horas. Os grupos
experimentais foram dispostos em aquarios contendo 25L de agua cada, com sistema de aeracgdo, onde quatro
destes aquarios receberam as amostras de agua das estacBes e outros dois correspondentes, respectivamente, ao
controle positivo e negativo, receberam agua potdvel desclorificada. Os espécimes do controle positivo
receberam aplicacdo no inicio do tratamento de 0,1mL de ciclofosfamida (2mg/mL) na regido intraperitoneal.

Ap6s 96 horas de exposicdo, 10 peixes de cada tratamento foram anestesiados com benzocaina
(80mg/L). A partir de cada espécime, foram extraidos aproximadamente 0,5mL de sangue da regido caudal,

utilizando seringas heparinizadas.

2.5.1 - Teste do microntcleo

Para o teste do micronucleo foram confeccionadas duas Iaminas a partir do sangue periférico de cada
peixe dos tratamentos e controles, por meio da técnica de esfregaco. Em seguida, as ldminas foram submetidas a

coloracdo com corante rapido do tipo pandtico e analisadas sob microscopio de luz em aumento 1000X.
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Foram analisados 3000 eritrocitos por lamina, totalizando 30000 eritrocitos por tratamento. Para
determinar o indice de efeito mutagénica (IEM), foi calculada a razdo entre a soma dos eritrocitos
micronucleados pelo total de eritrécitos analisados em cada lamina e o resultado multiplicado por 100. Células
portadoras de alteragdes nucleares, classificadas de acordo com Carrasco et al. (1990) como “blebbed”, “lobed”,
“notched” foram quantificadas para determinar o indice de anormalidades nucleares (IAN) das amostras de agua.
O IAN foi calculado por meio da razdo entre a soma dos eritrdcitos com anormalidades na morfologia dos

nlcleos pelo nimero total de eritrocitos, multiplicando-se o resultado por 100.

2.5.2 — Ensaio do cometa

O método utilizado no ensaio com O. niloticus foi a técnica alcalina descrita por Singh et al. (1988),
com modifica¢fes de Duarte et al. (2012). Para o preparo das l&minas, 10uL de suspengdo celular (S5uL de
sangue + 1000uL de PBS) foram misturadas a 100uL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,75%), depositadas
em laminas pré gelatinizadas e cobertas por laminula.

Posteriormente as laminulas foram removidas, as laminas incubadas em solucéo de lise (1ml Triton X-
100, 20ml de DMSO e 89ml de solucéo de lise estoque, pH 10,0 — solugdo estoque: 146,1g de NaCl 2,5M, 37,29
de EDTA-titriplex 100mM, 1,2g de Tris 10mM e 890ml de agua deionizada) e armazenadas por no minimo uma
hora sob protecédo contra de luz.

Apos a lise, as laminas foram submetidas a eletroforese com tampéo alcalino (7,5ml de EDTA-titriplex
200mM, 45ml de NaOH 10N e 1500ml de &gua deionizada, pH ~ 13) em baixa temperatura. Encerrada a corrida,
as laminas foram neutralizadas e fixada em etanol absoluto por 10 minutos. Os passos realizados acima foram
executados na auséncia de luz direta.

Para a avaliagdo dos nucledides, as ldminas foram coradas com GelRed e analisadas em microscépio de
fluorescéncia em aumento de 400X. Foram avaliados 100 nucledides, totalizando 500 nucledides por tratamento.
Para a quantificacdo dos danos, foi utilizada a classificacdo visual dos cometas/nucletides proposta por Collins
et al. (1995) e calculado o indice de danos (ID) conforme a férmula: ID(ua) = (OxA) + (1xB) + (2xC) + (3xD) +
(4xE), onde: A, B, C, D e E correspondem ao numero de células em cada uma das classes. (A) classe 0 = sem
danos, (B) classe 1= danos minimos, (C) classe 2= danos médios, (D) classe 3= danos intensos e (E) classe 4=

danos maximos.

2.6 - Cultura celular
2.6.1 - Linhagem celular e condicdes de cultivo de células CHO-K1

Para a realizagdo do ensaio in vitro, foi utilizado linhagem de células de ovario de Hamster chinés
(CHO-K1). As células foram cultivadas em meio contendo DMen + HAM-F12 (1:1) suplementado com 10% de
soro bovino fetal e 0,1% de solugdo antibidtica-antimicdtica (meio completo), sendo mantidas em frascos de
cultura (25cm?) na forma de monocamada. O cultivo ocorreu em estufa tipo BOD & temperatura de 37°C,
possibilitando o ciclo celular de 12 horas. As células cultivadas foram expostas as amostras de agua e dos
controles negativo e positivo diluidos em meio incompleto (1:3). Para 0s controles negativo e positivo foram
utilizados PBS e MMS (4x10"4mM), respectivamente.

2.6.2 - Ensaio Citotoéxico do MTT
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A metodologia adotada foi baseada em Mosmann (1983). Primeiramente, foram semeadas 1x10° células
CHO-K1 em placas de 96 pocos contento meio F12/DMEN suplementado com 10% de soro bovino fetal.
Posteriormente, as placas foram mantidas em estufa BOD a 37°C por um periodo de 12 horas para a
estabilizacdo. Apds este periodo, descartou-se 0 meio completo de cada poco da placa e realizou-se 0s
tratamentos com 200uL de amostras das quatro estagdes diluidas em 25% em meio incompleto e incubou-se por
mais 12 horas.

Posteriormente, foram adicionados em cada pogo 100uL de solugdo de MTT (5,0mg/mL) diluido em
meio sem soro e seguido de nova incubacéo em estufa por 4 horas. Passado esse tempo, a solucdo de MTT foi
aspirada e logo adicionaram-se 200uL de dimetilsulféxido (DMSO). A solucdo de formazan + DMSO foi
homogeneizada para a realizacdo da leitura em espectrofotdbmetro a 550nm. O experimento foi repetido trés

vezes de forma independente e os resultados foram expressos em termos de inibicdo da viabilidade celular (%)

2.7 - Ensaio do Cometa em cultura celular

Para o ensaio com células CHO-K1 foi utilizado o protocolo proposto por Tice (2000), com
modificacBes. Foram semeadas aproximadamente 1x10° de célula em frascos de cultura. Depois de semeadas as
células, foram realizados os subsequentes tratamentos na concentra¢do 1:3, totalizando 5mL de solucéo total.
Posteriormente uma aliquota de 20uL da suspenc¢do celular misturada com 120uL de agarose de baixo ponto de
fusdo (37°C) foi espalhada sobre lamina pré gelatinizada.

Para a realizacdo do ensaio foi executado o testes de viabilidade celular. Este consistiu em misturar 10l
de suspensdo celular com 10pl de azul de Tripan (0,4%). Apds isso, 10ul da solugdo resultante foram
transferidos para camara de Neubauer para a quantificagdo das células viaveis (incolor) e inviaveis (coradas de
azul) até totalizar 100 celulas. Como todos os tratamentos apresentaram viabilidade superior a 90%, deu-se
continuidade ao ensaio do cometa.

Ap6s o preparo das laminas o prosseguimento quanto a realizagdo do ensaio do cometa em células

CHO-K1 seguiu os mesmos procedimentos do ensaio com O. niloticus descrito na se¢éo 2.5.2.

2.8 — Analise estatistica

Os dados avaliados em A. cepa, O. niloticus e cultura de células de ovario de hamster chinés (CHO-K1)
foram expressos em média + desvio padrdo. A partir do programa Infostat (DiRienzo et al. 2010), foi utilizado o
teste de Shapiro-Wilks para checar a distribuicdo normal das médias. Os dados que ndo seguiram a distribuicéo
normal, foi utilizado o teste de Kruskal Wallis (P < 0,05) a fim de comparar as médias obtidas de cada parametro
avaliado entre os controles e as amostras de dgua estudadas. J& para os dados que seguiram a distribuicdo
normal, foi utilizado o teste de Scott Knott (P < 0,05), com a mesma finalidade. Por meio do programa GraphPad
Prism 7 (Trial Registration) foi comparado os dados entre as duas campanhas realizadas, utilizando o teste de
Kruskal-Wallis seguido de Teste de Dunn's (P < 0,05).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - Pardmetros abidticos
Os dados pluviométricos trimestrais do ano de 2015 (Fig. 2) caracterizam a primeira campanha como de

maior precipitacdo (307,66 mm) em relacéo a segunda campanha (148,27 mm). Os parametros fisicos e quimicos
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avaliados nas estacOes e respectivas amostras de agua do rio Itapemirim/ES estdo representados na tabela 1. Os
valores de pH apresentaram-se préximos a neutralidade e dentro do valor permitido pela Resolucdo CONAMA
357/2005 para os corpos hidricos Idticos de classe 3. A proximidade a neutralidade observada na maioria das
amostras coletadas sugere condi¢es propicias a biota aquética, exceto em RI 03 da segunda campanha que
apresentou pH 5,41.

Outra variavel avaliada foi a condutividade elétrica que € influenciada pela presenca de ions
dissolvidos, de modo que a maior concentragdo de fons dissolvidos na agua resultara em maior condutividade.
Segundo Manzano et al. (2015) a condutividade indica a quantidade de sais na agua, tornando-se medida indireta
da concentracdo de poluentes. Ainda segundo o mesmo autor, niveis de condutividade acima de 100uS sao
caracteristicos de ambientes impactados. Os dados obtidos demostraram que as amostras de agua das estacdes Rl
03, das duas campanhas, e Rl 04 da segunda campanha apresentaram valores superiores a 100 uS. O fato da
estacdo RI 03 ter sido superior nas duas campanhas pode ser explicado pela presenga de concentracfes elevada
de ions dissolvidos decorrentes do lancamento de efluentes domésticos oriundos da cidade de Cachoeiro de
Itapemirim (Steffens et al. 2015; Rodrigues et al. 2015).

Com relacdo ao oxigénio dissolvido ndo houve variagdo entre as estagdes amostrais no mesmo periodo
avaliado e os valores encontrados estdo de acordo com o recomendado na resolugdo CONAMA 357/2005. Por
outro lado, a avaliagdo entre as campanhas realizadas demonstrou que a primeira apresentou niveis mais altos de
oxigénio dissolvido. Este fato pode estar relacionado ao aumento da vazdo da dgua decorrente da maior
precipitacdo, formando uma turbuléncia no leito do rio (Ferreia e Cunha-Santino 2014).

A maioria dos metais quantificados nas amostras de dgua das duas campanhas (Tabela 2) apresentaram
niveis dentro do limite estabelecido pela resolugdo CONAMA 357/2005. Todavia, 0s niveis de Cu nas duas
campanhas e Al na segunda campanha foram superiores ao permitido na resolu¢do. A concentracdo elevada de
Cu pode estar relacionada ao despejo incorreto ou a lixiviagdo de residuos das industrias de marmore e granito,
uma vez que o Cu é um dos constituintes das rochas, principalmente do granito (Trindade et al 2012). Quando
presente em altas concentragfes na dgua, este elemento é capaz de intoxicar 0s organismos aquticos (Carita
2010). J& a concentragdo de Al na dgua superficial geralmente aumenta devido a lixiviagdo do solo e processos
de erosdo das margens dos rios no periodo chuvoso (Gomes et al. 2013). O Al é um dos maiores poluentes dos
solos e aguas, podendo ser transferido entre os organismo via cadeia tréfica, e causar sérios problemas aos
ecossistemas e a saude humana (Krewski et al. 2007; Achary et al. 2008).

Apesar da maioria dos metais estarem dentro do limite estabelecido pela legislacdo, pode ocorrer
interacBes entre 0s componentes quimicos presente na 4gua tornando, por sinergismo, a mistura mais téxica do
gue cada um dos elementos avaliados separadamente (Teixeira 2014). Estudo realizado por Andrade-Vieira et al.
(2012) revelam a genotoxicidade do SPL, um residuo gerado na indistria de aluminio e que é constituido por
mais de um tipo de contaminante, o qual atribuiram com a inducgdo de anormalidades nas células meristematicas
de A. cepa ao efeito sinergéticos desses componentes. Além disso, animais e plantas podem concentrar 0s metais
em niveis extremamente superiores aos encontrados no ambiente, de modo que este acimulo pode possibilitar o
transporte dos contaminantes para diversos niveis da cadeia alimentar. Este efeito culmina na ocorréncia das

altas taxas de contaminagdo nos niveis mais altos da teia trofica (Papagiannis et al. 2004).

3.2 - Fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagénicidade em A. cepa
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As médias e o desvio padrdo do tamanho das raizes expostas a quatro estagbes do rio Itapemirim/ES,
nas duas campanhas, estdo apresentadas na tabela 3. Os resultados demostraram que na primeira campanha
houve reducdo significativa no crescimento radicular em relacdo ao controle negativo, exceto em RI 03. J& na
segunda campanha, ndo foi observado reducéo significativa do crescimento das raizes, podendo-se sugerir que as
amostras de agua de RI 01, RI 02 e RI 04 da primeira campanha apresentaram efeito fitotoxico nas raizes de A.
cepa. A fitotoxicidade é a acdo téxica que uma substdncia provoca nas plantas, sendo comprovada pela
diminuigdo do crescimento das raizes (Palmieri 2012). Os dados demostram ainda que a estacdo RI 03 foi o que
apresentou os maiores indices de crescimento radicular, o que corrobora com o elevado valor da condutividade
nesta estacdo. Além de indicar o input de matéria organica proveniente de efluentes domésticos da cidade mais
préxima, Cachoeiro de Itapemirim, que é situada a montante da referida estacdo. Os trabalhos de Tigini et al.
(2011) e Alvim et al. (2011) também discorrem sobre os efeitos estimulantes do crescimento radicular em
plantas expostas a efluentes domésticos e industriais. Segundo esses autores, a quantidade de matéria organica
advinda principalmente de efluente doméstico, pode proporcionar maior oferta de nutrientes, contribuindo para o
aumento do crescimento radicular.

Ao comparar os dados das duas campanhas é possivel observar menor crescimento radicular de A. cepa
apos exposicdo as amostras da segunda campanha (Fig. 3). Nesse aspecto, Rodrigues et al. (2013) sugerem que
periodos de chuva e consequente aumento na vazdo fluvial, hd o aumento da disponibilidade de nutrientes na
coluna d’agua. Por outro lado, a diminuicdo da vazdo devido a menor precipitacdo promove o aumento da
concentragdo de contaminantes o que resulta no efeito fitotoxico.

A fitotoxicidade observada na primeira campanha e a reducdo do crescimento radicular de A. cepa
exposta as amostras da segunda campanha quando comparada com as da primeira, podem estar relacionada com
a presenca do aluminio na dgua. Tal efeito pode ser decorrente do acimulo de aluminio na regido meristematica
da raiz no espaco interior & membrana plasmatica, chamado de simplasto, reduzindo a proliferacdo celular
(Matsumoto, 2000). Além do aluminio, foi quantificado nas amostras a presenca de caddmio e chumbo (Tabela
2), elementos que ndo fazem parte do metabolismo primario/secundario das plantas, sendo causadores de
estresse em qualquer quantidade (Ferreira et al. 2010; Célico 2015).

Com relagdo as diferentes fases de divisdo mitética e do indice mitético em células meristematica de A.
cepa (tabela 4), foi observado que na primeira campanha o IM e a porcentagem de células em cada fase do ciclo
celular ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados ao controle negativo, exceto a porcentagem
de células em anafase que diminuiu. Portanto, podemos inferir que nenhuma das estacBes exibiram efeito
citotoxico sobre as células meristeméticas de A. cepa. ConstatacGes semelhantes foram observadas nos trabalhos
de Peron et al. (2009), Bianchi et al. (2011) e Ferreira et al. (2012) que avaliaram ambientes l6ticos distintos
impactados por langcamentos de efluentes domésticos e industriais.

Entretanto, na segunda campanha, RI 03 apresentou indice mitético significativamente inferior ao
controle negativo e as estagdes RI 01 e 02. Essa diminuigdo também foi observada comparando-se o IM de RI 03
entre as campanhas (Fig. 4). Este resultado relaciona-se com o aumento de células na fase de interfase e
diminuicdo de células na fase de préfase (Tabela 4), o que pode ocorrer, provavelmente, devido a acdo dos
pontos de checagem G1/S e G2 do ciclo celular que inibem a sintese de DNA e/ou bloqueiam o ciclo celular
(Alberts et al., 2008).
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Foi observado diminuicdo significativa de células meristeméticas em anafase nas duas campanhas, o
que pode estar relacionado com o Ultimo ponto de checagem do ciclo celular que é o ponto de verificacdo
metafase-anafase. A finalidade deste ponto de controle é verificar se 0s cromossomaos estdo unidos corretamente
ao fuso mitético, garantindo a manutencédo da integridade genémica (Molinari 2000; Swanton 2004). A presenca
de alteracdo do tipo C-metafase pode ser uma das consequéncias da diminuicdo da anafase, uma vez que essa
alteracdo é originada pela inativacdo completa do fuso mitético devido a ndo formacéo da placa equatorial,
levando a interrupgdo da divisdo celular (Fernandes et al. 2009).

Com relagdo ao potencial genotdxico, as estacdes amostrais apresentaram AC significativamente
superior em relagdo ao controle negativo na primeira campanha, exceto em Rl 04 (Tabela 5) e as alterac6es mais
frequentes foram: c-metéfase, aderéncia, atraso, ponte e perda. Ja na segunda todas as estacdes apresentaram
genotoxicidade significativa, sendo as alteracBes mais frequentes: aderéncia, atraso e ponte. Com isso, podemos
inferir que os compostos presente nas amostras de A&gua apresentaram tanto acdo aneugénica quanto
clastogénicas. Estas provocam quebras cromossémicas, enquanto as aneugénicas inativam a estrutura celular
(Almeida 2014; Fenech 2000; Leme e Marin-Morales 2009).

As substancias presentes na agua possivelmente apresentaram afinidade de interacdo com o fuso
mitético, ja que as alteracdes de alta frequéncia foram c-metéfase e atraso cromossdmico, respectivamente, na
primeira e na segunda campanha. As ac¢bes dos metais como Al, Pb, e Cd sobre os microtdbulos ja foram
relatadas por diversos autores (Samardakiewicz e Wozny 2005; Liu et al. 2003; Fusconi et al. 2006).

A presenca de alteragcBes cromossdmicas podem estar relacionadas pelo alto teor de aluminio
quantificado em todas as amostras coletadas ao longo do rio Itapemirim, nas duas campanhas (Tabela 2). O
estudo realizado por Rajeshwari et al. (2015) discutiu a influéncia da monoparticulas de éxido de aluminio no
ciclo celular de A. cepa, onde as células meristematicas apresentaram alteragdes cromossdmicas do tipo anafase
multipolar, cromossomo pegajoso, quebra e perda cromossOmica, caracterizando este composto como
genotdxico.

A presenca de células portadoras de micronicleos sdo consideradas endpoints de acdo mutagénica
(Leme 2010; Shi et al. 2010). Na tabela 5 é possivel perceber que apenas as células meristematicas expostas a
amostra de agua da estacdo RI 02, da primeira campanha, apresentaram frequéncia significativa de micronucleo.
Ja com relacdo ao MN das células F1, as estacbes RI 02, RI 03 e RI 04 apresentaram frequéncia significativa em
relacdo ao controle negativo. Pode-se sugerir que a perda de cromossomos inteiros observados em frequéncias
significativas nas células meristematicas contribuiram para a formagdo de microntcleos nas células da geracéo
F1, uma vez que as frequéncias dessa aberragdo cromossdmica e de microntcleo em F1 foram significativas nas
mesmas estacdes. Os dados sugerem que a frequéncia significativa de MN em células F1 expostas a amostras de
adgua da primeira campanha sdo decorrentes desses danos cromossomicos e/ou nucleares em células
meristematicas ndo reparadas ou reparados incompletamente que foram fixados nas células diferenciadas
(Fernandes et al. 2007; Leme e Marin-Morales 2008; Ribeiro 2003).

Por outro lado, as amostras de dgua da segunda campanha ndo induziram significativamente a formacao
de MN nas células meristematicas e F1 de A. cepa. A baixa frequéncia de células F1 com MN pode ser explicada
provavelmente devido a a¢do do mecanismo de reparo do ciclo celular nas células meristeméticas que

apresentaram AC. Nossos dados corroboram com os de Martins (2015) e Christofoletti et al. (2013) que
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discutem que a taxa de MN em células F1 de A. cepa foram reduzidas ap0s tratamento de recuperagéo,
provavelmente devido ao mecanismo de reparo celular.

Souza et al. (2013) avaliou a eficiéncia dos tratamentos de efluentes por meio do hidréxido de sddio e
sulfeto de sédio para reduzir os indices dos contaminantes quimicos presente nestes. Os resultados encontrados
pelo autor demonstram que mesmo as concentragdes dos metais prata, cromo, cobre, ferro, niquel, chumbo,
estanho e zinco, quantificados no efluentes estarem adequados para descarte apds o tratamento, segundo a
legislacéo, o potencial mutagénico do efluente permaneceu. Assim, como nos resultados encontrados no estudo
de Souza et al. (2013), o presente estudo indica a contribui¢do dos metais, mesmo em niveis abaixo do permitido
pela legislacdo brasileira, para a causa do efeito mutagénico dos efluentes.

As altas concentracdes de Cu observadas sugerem a acdo deste elemento sobre o crescimento radicular e
ciclo celular de A. cepa. Hemachandra e Pathiratne (2015) avaliaram os efeitos toxicogenéticos de Cu, Cr e Cd
em trés combinacfes de misturas bindrias e uma mistura terndria destes elementos nas concentragdes limites
estabelecidas pela legislagéo local e concluiram que o Cu e suas combinag@es exibiu as maiores porcentagens de
inibicdo do crescimento radicular, do indice mitético e de alteragdes nucleares em comparagdo com o controle e
€Oom 0s outros metais.

Estudo realizado por Pathiratne et al. (2015) relataram a eficiéncia do uso de bioensaios com A. cepa
para avaliar efluentes industriais tratados descarregados no rio Kelani no Sri Lanka. No estudo a maioria dos
metais avaliados (arsénio, cadmio, cromo, cobre, chumbo, niquel e zinco) estavam abaixo do permitido na
legislacdo local e apenas aluminio e ferro estavam em nivel superior ao permitido. Entretanto, os efluentes
afetaram o crescimento das raizes, o indice mitético e a frequéncia de aberragbes cromossémicas de maneira
significativa. Para estes autores o bioensaio com A. cepa apresenta fortes evidéncias cientificas para incorpora-lo

a regulamentacdo de gestdo de efluentes como um complemento simples e economicamente vidvel.

3.4 — Genotoxicidade e mutagénicidade em O. niloticus

O teste do microntcleo realizado em espécimes de O. niloticus revelaram que as amostras de agua de RI
01 e RI 03 apresentaram frequéncias significativas de MN na segunda campanha (Tabela 7) onde foi observado
aumento significativo de MN, com excegdo da estacdo de RI 04, em comparagdo a primeira campanha (fig. 5a).
O potencial mutagénico aliado a frequéncia de microntcleo é observado em diversos estudos, como o de Duarte
et al. (2012) ao estudar um ambiente Iéntico impactado por metais, o de Souza e Fontanetti (2006) ao analisar
amostras de agua de rio afetado por efluentes de refinaria de petr6leo, o de Aguiar et al. (2016) ao avaliar
efluentes do beneficiamento de rochas e o de Ventura et al. (2008) ao investigar os efeitos do herbicida Atrazina.

Concomitante ao estudo do microndcleo, estudos das anormalidades nucleares tem sido realizados.
Nesse caso, essas anormalidades tem sido relacionadas a presenca de agente genotoxicos (Ayylon e Garcia-
Vazquez 2000; Serrano-Garcia e Montero-Montoya 2001). Com relacdo a frequéncia de anormalidades
nucleares, foi observado valores de AN significativamente superior ao controle negativo, exceto em Rl 04 na
primeira campanha e Rl 02 na segunda (Tabela 6). Sendo que esta apresentou NA significativamente superior
em relagdo a primeira campanha (fig. 5b). Em ambas as campanhas realizadas, as anormalidades nucleares mais
frequentes foram blebbed e notched.

De acordo com Ghandially (1982) as alteragdes nucleares do tipo “notched” podem estar associada a

eventos de aneuploidia, enquanto Cavas e Ergene-Goziikar (2005) sugerem a relagdo de “lobbed” e “blebbed” a
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problemas de segregacdo dos cromossomos. Com relagdo aos mesmos danos, Shimizu et al (1998) sugerem que
a amplificagdo génica devido ao ciclo “breakage—fusion-bridg (BFB)” seria umas das causas da formagdo dessas
anormalidades durante a eliminacdo do DNA amplificado. Todavia, estudos complementares sdo necessarios
para esclarecimentos. Além disso, Souza e Fontanetti (2006) relacionam a ocorréncia dessas anormalidades a
formacédo de micronicleos, corroborando os resultados observados neste estudo que demostram que as estacdes
onde AN foi mais elevado, houve resultados significativos de MN.

Diante do exposto, observa-se que a utilizacdo do teste do micronicleo em O. niloticus é uma
ferramenta eficiente em estudos toxicogenéticos (Ayllon e Garcia-Vazquez 2000; Bianchi et al. 2015; Bolognesi
et al. 2006; Ergene et al. 2007; Matsumoto et al. 2006; Summak et al. 2010).

Os danos causados na fita do DNA quantificados por meio do ensaio do cometa demostraram que no
periodo de alta precipitacdo, todas as estacfes apresentaram valores significativos de indice de danos (ID) em
relacdo ao controle negativo, sobretudo RI 02 e 03 que apresentaram os maiores valores de ID. Sendo que as
classes mais frequentes de danos dos nucledides em relagdo ao controle foram as do tipo 1, 2 e 3. Da mesma
forma, na segunda campanha, as estagdes amostrais apresentaram ID significativos. Porém, neste periodo, as
classes de dano 1, 2 e 3 ndo apresentaram diferenca significativa do controle negativo. A comparacdo entre as
campanhas amostrais ndo demonstrou diferenca significativa entre os 1D das estac@es, exceto em RI 03 (Fig. 5¢).

O ensaio do cometa possibilita quantificar as quebras de fita simples na molécula de DNA e/ou sitios
alcali-labeis, induzidos por agentes alquilantes, intercalantes e/ou oxidantes (Tice et al. 2000). Segundo Kamman
et al. (2001), essas lesdes constatadas pelo ensaio do cometa sdo consideradas potencialmente pré-mutagénicas.
Portanto, os ensaios de cometa e micronicleos podem ser considerados como exames complementares na
avaliacéo de genotoxicidade, devido as suas capacidades para detectar os diferentes aspectos da genotoxicidade e
clastogenicidade (Frenzilli et al. 2009).

Diversos autores comprovaram a vantagem de se utilizar o teste do microndcleo integrada com o ensaio
do cometa na detec¢do de danos na molécula de DNA, utilizando como organismo teste peixe (Botelho et al.
2015; Maceda et al. 2015; Nan et al. 2013; Russo et al. 2004). Em alguns desses estudos 0s autores relatam a
sensibilidade do teste do cometa comparado com o de MN, como no de Biicker et al. (2006) ao avaliar a
mutagenicidade e genotoxicidade em peixes elétricos da espécie Eingenmannia virescens, pela exposi¢do ao
benzeno (50ppm) e no de Bianchi et al. (2015) avaliar a genotoxicidade e citotoxicidade da Bacia do Rio dos
Sinos, Rio Grande do Sul (Brasil) utilizando como bioensaio a espécie Astyanax jacuhiensis. Além deste,
destacam-se os estudos de Sunjog et al. (2016) que avaliaram a genotoxicidade de trés corpos de dgua na Sérvia
e 0 de Hemachandra e Pathiratne (2016) que avaliaram a genotoxicidade de efluentes da indUstria téxtil no rio
Kelani na Sri Lanka, na avaliagdo do potencial genotoxico de ecossistemas aquéticos.

Com relagdo aos potenciais genotdxicos e mutagénicos observados as amostras do rio Itapemirim/ES,
sugere-se a relacdo destes, sobretudo, com as concentracdes de Al e Cu constatadas nas estagdes amostrais.
Concentragdes de aluminio acima do limite estabelecido pela legislagdo também foram observadas por Freitas et
al. (2001), ao avaliar a qualidade da agua de poco e de rede, consumidas em duas micro-regides dos municipios
de Duque de Caxias e Sdo Gongalo no Rio de Janeiro (Brasil), e no estudo de Oliveira (2012) ao analisar a
concentragdo de metais pesados no sedimento e na 4gua da bacia do rio Pitimbu, Rio grande do Norte (Brasil).
Enquanto Benites et al. (2014) demostraram o potencial mutagénico do cobre ap6s exposicao a espécie Danio

rerio.
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Morais et al. (2016) utilizando Geophagus brasiliensis como bioindicador para examinar o rio
Mumbuca localizada em Monte Carmelo/MG, Brasil detectaram altos niveis de metais potencialmente toxicos
(cromo, chumbo, aluminio e niquel) e os relacionaram as indugcdes de MN em G. brasiliensis. Por outro lado,
Aguiar et al (2016) revelaram em seu estudo que mesmo as concentracdes de metais apresentando-se abaixo dos
limites permitidos pela legislacdo brasileira, elas podem ser a causa do potencial mutagénico observado em
espécimes de O. niloticus. Demostrando a importancia de analises toxicogenéticos para avaliar a qualidade de
ambientes aquaticos, uma vez que no rio Itapemerim/ES as amostras de dgua de todas as estagGes, mesmo ndo
apresentando niveis acima do preconizado pela legislacao, resultaram em danos significativos sobre 0 DNA.

Metais como cobre, cadmio, zinco, prata, aluminio, entre outros, sdo considerados potencialmente
genotdxicos, promotores de estresse oxidativo e de problemas osmorregulatdrios em diversos organismos
aquaticos (Camargo et al. 2009; Costa et al. 2009). Nesse sentido, Ergene et al. (2007) sugeriram que a presenca
de metais pesados nas amostras de agua da lagoa da Turquia (no Delta Goksu) sdo provavelmente os principais
causadores dos efeitos genotéxicos observados em eritrdcitos de peixes.

A presenca de metais na dgua é preocupante tendo em vista a capacidade dos peixes em capturarem
esses elementos e os bioacumular, principalmente, em seus tecidos, sendo frequentemente encontrado
concentragdes nos tecidos que suplantam as do proprio meio (Cardoso e Chasin 2001; Lima e Lopes 2007).
Noor e Zutshi (2016) relatam em a biocacumulagdo de Al, Pb, Cd, Cu, Zn e Fe nos tecidos branquiais e
musculares de Labeo rohita ap6s exposicao as dguas dos lagos Vengaiah e Yellamallappa Chetty localizados em
Karnataka. A bioacumulacdo dos metais por peixe é alarmante devido a posi¢do deste na cadeia alimentar.
Estudos com aluminio, por exemplo, indicam que a intoxica¢do com este elemento em seres humanos pode estar
relacionada a doenca de Alzheimer e também a duas outras sindromes neuro-degenerativas graves, Parkinson e
esclerose amiotrofica lateral (Chapuis e Favier, 1999; Garrunto et al., 1990).

O efeito genotoxico do cobre e do aluminio também j& foi relatado no estudo realizado por Costa
(2011), que demostrou que o sulfato de cobre em tratamento subcrénico em Rhamdia quelen induziu quebras no
DNA deflagradas pelo ensaio cometa nos tecidos cerebral, sanguineo, renal e hepatico, assim como o sulfato de
aluminio. O ensaio do cometa também foi utilizado por Simonyan et al. (2015) para avaliar a genotoxicidade da
bacia do Lago Sevan, na Arménia. Para os autores os resultados encontrados sustenta a hipotese de que o
alteracBes genéticas observadas em peixes podem ser manifestacdes dos efeitos da contaminacdo da agua por

fons de nitrato, Si, Al, Fe, Mn e Cu.

3.5 - Citotoxicidade e genotoxicidade em cultura celular

As células CHO-K1 submetidas aos tratamento com as amostras de agua coletadas ndo apresentaram
perda significativa da funcdo mitocondrial em comparacdo ao controle negativo, j& que os tratamentos
apresentaram alta porcentagem de células vidveis (Fig. 6). Com isso, podemos afirmar que as amostras de agua
ndo apresentaram efeito citotoxico, corroborando com os resultados observados no bioensaio com A. cepa. A
eficiéncia do MTT como método para a avaliagdo citotdxica de amostras de aguas superficiais e de
abastecimento urbanos foi relatada por diversos autores (Bianchi et al. 2015; Marabini et al. 2007; Trintinaglia et
al. 2015; Zegura et al. 2009;).

Com relacdo ao efeito genotoxico das amostras de agua em CHO-K1 (Tabela 8), o ensaio do cometa

demonstrou que na primeira campanha o indice de danos (ID) foi significativamente superior em RI 02 em
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comparacéo ao controle negativo e a RI 04, indicando o potencial genotdxico desta estagdo. Neste caso, 0s danos
de maior frequéncia foram os de classe 2. No periodo de estiagem, além de RI 02, Rl 03 também apresentou ID
significativamente superior ao controle negativo. Nesta campanha, as classes de danos mais frequentes foram as
classes 1 e 2. Estudos similares também observaram danos genotéxicos de amostras de agua, como o de
Matsumoto et al. (2003) no qual foram avaliadas amostras de agua contaminada com cromo, e o de Rodrigues et
al. (2010) que avaliou a contaminacdo por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos que é comumente
encontrados nos efluentes das refinarias de petroleo.

Por outro lado os estudos de Leme (2010) com amostras de agua e solo contaminadas por biodiesel e o
trabalho de Hara (2012) na avaliagdo de ecossistemas l6ticos impactados por efluentes de petroleo, nao
observaram genotoxicidade. No primeiro caso, 0 autor sugeriu que o processo de filtracdo das amostras poderia
ter retido os contaminantes, enquanto no segundo estudo foi sugerido a ndo metabolizacdo pelas CHO-K1 como
limitagdo. Entretanto, destaca-se que os testes in vitro sdo ferramentas eficientes na avaliagdo de amostras
ambientais uma vez que o ensaio demanda de poucos individuos para sua execucédo e as condi¢des do teste sdo
controlaveis com relagdo a disponibilidade e reprodutibilidade (Hara 2012; Malaquias 2015).

Com relagdo ao Al e Cu que foram os metais de maiores concentragdes observadas discutido nos
topicos nas amostras do rio Itapemirim/ES, outros trabalhos evidenciaram a presenca de danos em cultivos
celulares. Pereira et al. (2013) demostraram o potencial genotdxico de Al e Cd sobre células embrionérias de
zebrafish, enquanto Pereira et al. (2015), observou os efeitos de ZnCl, em leucdcitos humanos. Ja Manzano et al.
(2014), ao avaliar a qualidade de a4gua de um ambiente Iético, assim como observado nas amostras do rio
Itapemirim/ES, também constataram a presenca dos metais aluminio, cadmio, chumbo, cromo e zinco e as
relacionaram aos danos observados apds realizagdo do ensaio do cometa em células de mamiferos (hepatoma de
cultura de tecidos - HTC).

4 — Conclusio

A maioria das variaveis abidticas avaliadas demostraram que as aguas coletadas ao longo do rio
Itapemirim/ES, nas duas campanhas, estdo de acordo com a Resolucdo CONAMA n° 357/2005. Os niveis de Cu
nas duas campanhas e Al na segunda campanha foram superiores ao permito pela legislagéo.

Os testes toxicogenéticos sugerem que 0s compostos presentes, mesmo aqueles abaixo da legislagao,
nas amostras de aguas coletadas nas duas campanhas ao longo do rio Itapemirim/ES apresentaram potencial
fitotoxico, genotdxico e mutagénico para os trés bioindicadores, Allium cepa, Oreochromis niloticus e cultura de
célula CHO-K1.

De maneira geral, todas as amostras avaliadas nas duas campanhas, em particular a estacdo RI 03,
localizada ao final do centro urbano de Cachoeiro de Itapemirim, apresentaram danos nas células de A. cepa, O.
niloticus e cultura de CHO-K1, demonstrando a funcionalidade destes bioensaios como pardmetros de
monitoramento da qualidade da agua.

Conclui-se que a qualidade da agua do rio Itapemirim/ES encontra-se comprometida e salienta-se a
necessidade de planos de acdo para a recuperacao do rio e do ecossistema no qual esté inserido, em razdo de sua

importancia ecoldgica e sdcio econdmica.

5 - Agradecimentos



70

Os autores agradecem a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a
Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovacdo do Espirito Santo (FAPES) pelo suporte financeiro. Ao Instituto
Federal do Espirito Santo — campus Alegre, ao Laborat6rio de Mutagénese e Oncogenéticae, da Universidade
Estadual de Londrina e ao Laboratério de Espectrometria Atdmica, da Universidade Federal do Espirito Santo

pelas colaboracdes.

Referéncias

Achary VMM, Jena S, Panda KK, Panda BB (2008) Aluminium induced oxidative stress and DNA damage in
root cells of Allium cepa L. Ecotoxicology and Environmental Safety. doi:10.1016/j.ecoenv.2007.10.022

Aguiar LL, Tonon CB, Nunes ET, Braga ACA, Neves MP, David JAO (2016) Mutagenic potential of fine
wastes from dimension stone industry. Ecotoxicology and Environmental Safety.
doi.org/10.1016/j.ecoenv.2015.11.035

Alberts B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K, Walter P (2008) Molecular Biology of the Cell. 5 ed. New
York: Garland Publishing.

Almeida PM (2014) Potencial Genotdxico do Extrato Foliar e do Latex de Pinhdo-Roxo (Jatropha gossypiifolia

L.). Tese Universidade Federal de Pernambuco.

Alvim LB, Kummrow F, Beijo LA, Lima CAA, Barbosa S (2011) Avaliacdo da citogenotoxicidade de efluentes
téxteis utilizando Allium cepa L. Revista Ambiente & Agua - An Interdisciplinary Journal of Applied Science,
v.6, p.255-165. doi:10.4136/1980-993X

Andrade-Vieira LF, Campos JMS, David LC (2012) Effects os Spent Pot Liner on mitotic activity and nuclear
DNA content in meristematic cells of Allium cepa. Journal of Environmental Management.
doi:10.1016/j.jenvman.2012.04.008

Ayylon F, Garcia-Vazquez G (2000) Induction of micronuclei and other nuclear abnormalities in European
minnow Phoxinus phoxinus and mollie Paecilia latipinna: An assessment of the fish micronucleus test. Mutat
Res. doi:10.1016/S1383-5718(00)00033-4

Baptista M, Cardoso A (2013) Rios e Cidades: uma longa e sinuosa historia... Rev. UFMG, Belo Horizonte, v.
20, n.2, p. 124-153.

Benites LM, Doncato KB, Minho TS, Perazzo GX (2014) Avaliacdo do potencial mutagénico de cobre da agua
do rio Uruguai. Ciéncia e Natura. doi:10.5902/2179460X13610



71

Bianchi E, Goldoni A, Trintinaglia L, Lessing G, Silva CEM, NASCIMENTO CA, Ziulkoski Al, Spilki Fr, Silva
LB (2015) Evaluation of genotoxicity and cytotoxicity of water samples from the Sinos River Basin, southern
Brazil. Braz. J. Biol. Vol. 75, no. 2 (suppl.), p. S68-S74. doi.org/10.1590/1519-6984.1913

Bianchi j, Espindola ELG, Marin-Morales MA (2011) Genotoxicity and mutagenicity of water samples from the
Monjolinho  River (Brazil) after receiving untreated effluents. Ecotoxicol. Environ.  Saf.
doi:10.1016/j.ecoenv.2010.11.006

Bolognesi C, Perrone E, Roggieri P, Pampanin DM, Sciutto A (2006) Assessment of micronuclei induction in
peripheral erythrocytes of fish exposed to xenobiotics under controlled conditions. Aquatic Toxicology.
doi:10.1016/j.aquatox.2006.02.015

Botelho RG, Christofoletti CA, Correia JE, Ansoar Y, Olinda RA, Tornisielo VL (Genotoxic responses of
juvenile tilapia (Oreochromis niloticus) exposed to florfenicol and oxytetracycline. Chemosphere.
doi:10.1016/j.chemosphere.2015.02.053

Bicker A, Carvalho W, Alves-Gomes JA (2006) Avaliacdo da mutagénese e genotoxicidade em Eigenmannia
virescens (Teleostei: Gymnotiformes) expostos ao benzeno. Acta Amaz. doi.org/10.1590/S0044-
59672006000300011

Camargo MMP, Fernandes MN, Martinez CBR (2009) How aluminium exposure promotes osmoregulatory
disturbances in  the neotropical freshwater fish  Prochilus lineatus. Aquatic  Toxicology.
doi:10.1016/j.aquatox.2009.05.017

Carita, R. (2010) Avaliagdo do potencial genotdxico e mutagénico de amostras de aguas de recursos hidricos
gue recebem efluentes urbanos e industriais do pdlo ceramista da cidade de Santa Gertrudes - SP. Dissertagao

Universidade Estadual Paulista

Cardoso LMN, Chasin AAM (2001). Ecotoxicologia do cAdmio e seus compostos. CRA, vol 6, Salvador

Célico AS (2015) Influéncia da adubacdo orgénica na qualidade da dgua destinada a irrigacdo de hortalicas.

Dissertacdo Universidade Estadual Paulista

Christofoletti CA (2013) Avaliagdo da toxicidade de residuos industriais e urbanos aplicados na agricultura.
2013. 199 f. Tese Universidade Estadual Paulista.

Costa PM (2011) Avaliacdo do efeito téxico de sulfato de aluminio e sulfato de cobre em bioensaio de
contaminagdo subcrdnica via trofica no bioindicador Rhamdia quelen (Siluriforme). Tese Universidade Federal

do Parana



72

Costa DDM (2009) Caracterizacdo da molécula de vitelogenina expressa por machos de Rhamdia quelen
(Teleostei, Heptapteridae) e sua utilizacdo no biomonitoramento de ambientes aquaticos. Trabalho de graduacédo

Universidade Federal do Parana

Costa AC, Domingues G, Dusman E, Almeida IV, Vicentini VLP (2015) Citotoxicidade das aguas do rio do
Peixe (S&o Paulo-Brasil), em células meristematicas de raiz de Allium cepa L. Biosci. J., Uberlandia, v. 31, n. 1,
p. 248-258. doi.org/10.14393/BJ-v31n1a2015-15069

Cavas, T.; Eergene-Gozukara, S. (2005) Micronucleus test in fish cells: a bioassay for in situ monitoring of
genotoxic pollution in marine environment. Environmental and Molecular Mutagenesis. doi:
10.1016/j.aquatox.2005.06.001

Duarte ID, Dias MC, David JAO, Matsumoto ST (2012) A qualidade da agua da Lagoa Jacuném (Espirito Santo,
Brasil) em relacdo a aspectos genotoxicos e mutagénicos, mensurados respectivamente pelo ensaio do cometa e
teste do microndcleo em peixes da espécie Oreochromis niloticus. Revista Brasileira de Biociéncias (Online), v.
10, p. 211-2019.

Ergene S, Cavas T, Celik A, Koleli N, Aymak C (2007) Evaluation of river water genotoxicity using the piscine

micronucleus test. Environmental and Molecular Mutagenesis. Doi: 10.1002/em.20291

Fenech M (2002) Biomarkers of genetic damage for cancer epidemiology, Toxicology. doi:10.1016/S0300-
483X(02)00480-8

Fernandes TCC, Mazzeo DEC, Marin-Morales MA (2007) Mechanism of micronuclei formation in
polyploidizated cells of Allium cepa exposed to trifluralin herbicide. Pest. Biochem. Physiol. doi:
10.1016/j.pestbp.2006.12.003

Fernandes TCC, Mazzeo DEC, Marin-Morales MA (2009) Origin of nuclear and chromosomal alterations
derived from the action of an aneugenic agent - trifluralin herbicide. Ecotoxicology and Environmental Safety.
doi:10.1016/j.ecoenv.2009.03.014

Ferreira AP, Horta MAP, Cunha CLN (2010) Avaliacdo das concentracdes de metais pesados no sedimento, na
agua e nos 6rgdos de Nycticorax nycticorax (Garca-da-noite) na Baia de Sepetiba, RJ, Brasil. Revista da Gestéo
Costeira Integrada. doi: 10.5894/rgci186

Ferreira CF, Frueh AB, Disman E, Heck MC, Vicentini VEP (2012) Avaliacdo da citotoxicidade das dguas dos
Ribeires Varginha (Califérnia-PR) e Tabatinha (Mandaguari-PR), em Allium cepa L. SaBios Rev. Saude Biol.
ISSN:1980-0002



73

Ferreira CS, Cunha-Santino MB (2014) Monitoramento da qualidade da &gua do rio Monjolinho: a limnologia

como uma ferramenta para a gestdo ambiental. REA — Revista de estudos ambientais ISSN 1983 1501

Freitas MB, Brilhante OM, Almeida LM (2001) Importancia da analise de agua para a salde publica em duas
regides do Estado do Rio de Janeiro: enfoque para coliformes fecais, nitrato e aluminio. Cad. Salde Publica.
doi.org/10.1590/S0102-311X2001000300019.

Frenzilli M, Nigro BP (2009) Lyons The Comet assay for the evaluation of genotoxic impact in aquatic
environments Mutat. Res. doi:10.1016/j.mrrev.2008.03.001

Fusconi A, Repetto O, Bona E, Massa N, Gallo C, Dumasgaudot E, Berta G (2006) Effects of cadmium on
meristem activity and nucleus ploidy in roots of Pisum sativum L. cv. Frisson seedlings. Environmental and
Experimental Botany. doi:10.1016/j.envexpbot.2005.09.008

Gomes OVO, Marques ED, Souza MDC, Silva-Filho EV (2013) Influéncia antrépica nas aguas superficiais da
cidade de Trés Rios, (RJ). Geochimica Brasiliensis. doi: 10.5327/20102-9800201300010007

Grippa GA, Nati N, Matsumoto ST (2011) Evaluation of water samples from a river by cytologic analysis in
Allium cepa. Cytologia 77(1): 3-9. doi:10.1508/cytologia.77.3

Grover IS, Kaur S (1999) Genotoxicity of wastewater samples from sewage and industrial effluent detected by
Allium root anaphases aberrations and micronucleus assays. Mutation Research, v. 426, p. 183 — 188.
d0i:10.1016/S0027-5107(99)00065- 2

Hara RV, Avaliagdo da genotoxicidade e mutagenicidade das aguas dos rios Jaguari, Atibaia e Piracicaba, na

regido de influéncia da refinaria de Paulinia — SP. Dissertagdo, Universidade Estadual Paulista

Hemachandra CH, Pathiratne A (2016) Combination of physico-chemical analysis, Allium cepa test system and
Oreochromis niloticus erythrocyte based comet assay/nuclear abnormalities tests for cyto-genotoxicity
assessments of treated effluents discharged from textile industries. Ecotoxicology and Environmental Safety.
doi:10.1016/j.ecoenv.2016.05.010

IEMA. Regido Hidrogréfica do Rio Itapemirim. Disponivel em:

<http://www.meioambiente.es.gov.br/default.asp> Acessado em novembro de 2015.

Kamman U, Bunke M, Steinhart H (2001) A permanent fish cell line (EPC) for genotoxicity testing of marine
sediments with the comet assay. Mutation Research. doi:10.1016/S1383-5718(01)00268-6



74

Krewski D, Yokel RA, Nieboer E, Borchelt, D, Cohen J, Harry J, Kacew S, Lindsay J, Mahfouz AM, Rondeau V
(2007) Human health risk assessment for aluminium, aluminium oxide, and aluminium hydroxide. Journal of
toxicology and environmental health. doi: 10.1080/10937400701597766

Leme DM (2010) Avaliacdo da genotoxicidade e mutagenicidade de misturas comerciais de diesel e biodiesel

puras e em simulagdes de vazamento em &gua e solo. Tese, Universidade Estadual Paulista

Leme DM, Marin-Morales MA (2008) Chromosome aberration and micronucleus frequencies in Allium cepa

exposed to petroleum polluted water - A case study. Mutat Res. doi:10.1016/j.mrgentox.2007.10.006

Leme DM, Marin-Morales MA (2009) Allium cepa test in environmental monitoring: A review on its
application. Mutation Research. doi:10.1016/j.mrrev.2009.06.002

Lima ELG, Lopes JP (2007) Avaliacdo dos niveis de caddmio em material aquatico do complexo hidrelétrico de
Paulo Afonso. Rev. Bras. Enga. Pesca. http://ppg.revistas.uema.br/index.php/REPESCA/article/view/46/42.
Acessado 12 jun 2016.

Liu D, Jiang W, Gao X (2003) Effects of cadmium on root growth, cell division and nucleoli in root tip cells of
garlic. Biologia Plantarum. doi: 10.1023/A:1027384932338

Maceda EB, Grisolia AB, Vaini J O, Candido LS (2015) Uso de biomarcadores para monitoramento das aguas
do Corrego Arara no municipio de Rio Brilhante, MS, Brasil. Revista Ambiental Agua. doi.org/10.4136/ambi-
agua.1500

Manzano BC, Roberto MM, Hoshina MM, Menegario AA, Marin-Morales MA (2014) Evaluation of the
genotoxicity of waters impacted by domestic and industrial effluents of a highly industrialized region of S&o
Paulo State, Brazil, by the comet assay in HTC cells. Environ Sci Pollut Res 2:1399-1407. Doi:
10.1007/s11356-014-3476-5

Marabini L, Frigerio S, Chiesara E, Maffei F, Forti GC, Hrelia P, Buschini A, Martino A, Poli P, Rossi C,
Radice S (2007) In vitro cytotoxicity and genotoxicity of chlorinated drinking waters sampled along the

distribution system of two municipal networks. Mutation Research. doi:10.1016/j.mrgentox.2007.05.017

Martins MNC (2015) Andlise do potencial genotoxico e mutagénico de lodo de esgoto em Allium cepa.

Dissertacdo, Universidade Federal do Espirito Santo

Matsumoto H (2000) Cell biology of aluminum toxicity and tolerance in higher plants. International Review of
Cytology. doi:10.1016/S0074-7696(00)00001-2



75

Matsumoto ST, Mantovani MS, Malaguttii MIA, Dias AL, Fonseca IC, Marin-Morales MA (2006) Genotoxicity
and mutagenicity of water contaminated with tannery effluents, as evaluated by the micronucleus test and comet
assay using the fish Oreochromis niloticus and chromosome aberrations in onion root-tips. Genetics and
Molecular Biology, Ribeirdo Preto, v. 29, n.1, p.148 158. doi:10.1590/S1415-47572006000100028

Matsumoto ST, Mantovani MS, Mallaguti MI, Marin-Morales MA, (2003) Investigation of the genotoxic
potential of the waters of a river receiving tannery effluents by means of the in vitro comet assay. Cytologia
68(4): 395-401. doi.org/10.1508/cytologia.68.395

Molinari M (2000) Cell cycle checkpoints and their inactivation in human cancer. Cell Proliferation. doi:
10.1046/j.1365-2184.2000.00191.x

Morais CR, Carvalho SM, Araujo GR, Souto HN, Bonetti AM, Morelli S, Campos-Junior EO (2016)
Assessment of water quality and genotoxic impact by toxic metals in Geophagus brasiliensis. Chemosphere.
doi.org/10.1016/j.chemosphere.2016.03.001

Nan P, Xia X, Du Q, Chen J, Wu X, Chang Z (2013) Genotoxic effects of 8-hydroxylquinoline in loach
(Misgurnus anguillicaudatus) assessed by the micronucleus test, comet assay and RAPD analysis. Environmental
Toxicology and Pharmacology. doi:10.1016/j.etap.2013.02.005

Noor N, Zutshi B (2016) Bioaccumulation of Trace Metals in Tissues of Rohu Fish for Environmental Risk

Assessment. Journal of Water Resource and Protection. doi.org/10.4236/jwarp.2016.84040

Oliveira GLS (2010) Avaliacdo da toxicidade de efluente ap6s tratamento por processos oxidativos avangados.

Trabalho de Conclusdo de Curso Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.

Oliveira-Filno EC, Ramos MG, Freire IS, Muniz DHF (2011) Comparison between the efficiency of two
bioindicators for determining surface water quality in an urban environment. Acta Scientiarum. Biological
Sciences. doi: 10.4025/actascibiolsci.v33i3.7725

Palmieiri MJ (2012) Analise Comparativa do Efeito Citotoxico do SPL e seus Principais Componentes

Fracionais, Dissertacdo Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Pathiratne A, Hemachandra CK, Silva N (2015) Efficacy of Allium cepa test system for screening cytotoxicity
and genotoxicity of industrial effluents originated from different industrial activities Environ Monit Assess. doi:
10.1007/s10661-015-4954-z

Papagiannis I, Kagalou I, Leonardos J, Petridis D, Kalfakakou V (2007) Copper and zinc in four freshwater fish

species from Lake Pamvotis (Greece). Environment International. doi:10.1016/j.envint.2003.08.002



76

Pastro MS (2012) Estabelecimento de diretrizes para um programa de manejo de nascentes na bacia do rio

Itapemirim — ES. Monografia, Instituto de Florestas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Peron AP, Canesin EA, Cardoso CMV (2009) Potencial mutagénico das aguas do Rio Pirapd (Apucarana,

Parand, Brasil) em células meristematicas de raiz de Allium cepa L. Rev. Bras. Biociénc. ISSN 1980-4849

Pereira LP, Silva FEB, Flores EMM, Schrekker HS, Machado MM, Oliveira LFS (2015) In vitro zZnCI2
cytotoxicity and genotoxicity in human leukocytes: Zero-order kinetic cellular zinc influx. Acta Scientiarum.
doi: 10.4025/actascihealthsci.v37i1.25011

Pereira S, Cavalie I, Camilleri V, Gilbin R, Adam-Guillermin C (2013) Comparative genotoxicity of aluminium
and cadmium in embryonic zebrafish cells. Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis. doi.org/10.1016/j.mrgentox.2012.07.007

Pires EC, Chaparro TR (2010) Toxicity evaluation as a tool to assess the performance of an anaerobic

immobilized biomass reactor. Dyna rev.fac.nac.minas, Medellin, v.77, n.164, p.284-391.

Ribeiro LR, (2003) Teste do micronducleo em medula éssea de roedores in vivo, in: L.R. Ribeiro, D.M.
Salvadori, E.K. Marques (Eds.), Mutagénese Ambiental, Canoas, Ulbra, 2003, pp. 201-219.

Rodrigues FP, Angeli JPF, Mantovani MS, Guedes CLB, Jorddo BQ (2010) Genotoxic evaluation of an
industrial effluent from an oil refinery using plant and animal bioassays. Genetics and Molecular Biology.
doi.org/10.1590/S1415-47572010005000006

Rodrigues LA, Torres NH, Tornisielo VL, Ferreira LFR, Maranho LA (2015) Determination of toxicity assays,
trophic state index, and physicochemical parameters on Piracicaba River and Itapeva Stream. Ambiente & Agua
- An Interdisciplinary Journal of Applied Science. doi: 10.4136/1980-993X

Rodrigues LCA, Barbosa S, Pazin M, Maselli BS, Beijo LA, Kummrow F (2013) Fitotoxicidade e
citogenotoxicidade da &gua e sedimento de corrego urbano em bioensaio com Lactuca sativa. Revista Brasileira

de Engenharia Agricola e Ambiental.

Russo C, Lucia R, Morescalchi MA, Stingo V (2004) Assessment of environmental stress by the micronucleus
test and the Comet assay on the genome of teleost populations from two natural enviranments. Ecotoxicology
and Environmental Safety. doi:10.1016/S0147-6513(03)00027-7

Samardakiewicz S, Wozny A (2005) Cell division in Lemna minor roots treated with lead. Aquatic Botany.

doi:10.1016/j.aquabot.2005.06.007



77

Serrano-Garcia, L.; Montero-Montoya, R. (2001) Micronuclei ad chromatin buds are related genotoxic events.
Environmental Molecular Mutagenic. doi: 10.1002/em.1048

Shi J, Bezabhie R, Szkudlinska A (2010) Further evaluation of flow cytometric in vitro micronucleus assay in
CHO-K1 cells: a reliable platform that detects micronuclei and discriminates apoptotic bodies. Mutagenesis. doi:
10.1093/mutage/gep040

Simonyan A, Gabrielyan B, Minasyan S, Hovhannisyan G, Aroutiounian R (2015) Genotoxicity of Water
Contaminants from the Basin of Lake Sevan, Armenia Evaluated by the Comet Assay in Gibel Carp (Carassius
auratus gibelio) and Tradescantia Bioassays. Bull Environ Contam Toxicol. doi 10.1007/s00128-015-1720-4

Souza CC, Padula L, Silva LF, Irazusta SP (2013) Validacdo dos Bioensaios de Toxicidade como Adjuvantes no

Monitoramento de Efluentes para Descarte. Ecotoxicol. Environ. Contam. doi: 10.5132/eec.2013.02.001

Souza TS, Fontanetti CS (2006) Micronucleus test and observation of nuclear alterations in erythrocytes of Nile

tilapia exposed to waters affected by refinery effluent. Mutat Res. doi:10.1016/j.mrgentox.2006.02.010

Steffens C, Klaucka CR, Benvenuti T, Silva LB, Rodrigues MAS (2015) Water quality assessment of the Sinos
River — RS, Brazil. Braz. J. Biol. doi.org/10.1590/1519-6984.01613suppl

Summak S, Aydemir NC, Vatan O, Yielmaz D, Zorlu T, Bilaloglu R (2010) Evaluation of genotoxicity from
Nilufer Stream (Bursa/Turkey) water using piscine micronucleus test. Food and Chemical Toxicology.
doi:10.1016/j.fct.2010.06.007

Sunjog K, Kolarevi¢ S, Kracun-Kolarevi¢ M, Visnji¢-Jefti¢ Z, Skori¢ S, Gaci¢ Z, Lenhardt M, Vasi¢ V,
Vukovi¢-Gacic B (2016) Assessment of status of three water bodies in Serbia based on tissue metal and
metalloid  concentration (ICP-OES) and genotoxicity (comet assay). Environmental Pollution.
doi:10.1016/j.envpol.2016.03.008

Swanton C (2004) Cell-cycle targeted therapies. Lancet Oncology. doi.org/10.1016/S1470-2045(03)01321-4

Teixeira MB (2014) Genotoxicidade e modifica¢des anatdmicas radiculares em Allium cepa L. (Amaryllidaceae)

provocadas pelo efluente do beneficiamento de rochas ornamentais. Dissertacdo Universidade Federal de Lavras

Tice RR, Agurell E, Anderson D, Burlinson B, Hartmann A, Kobayashi H, Miyamae Y, Rojas E, Ryu JC, Sasaki
YF (2000) Single cell gel/Comet Assay: guidelines for in vitro and in vivo genetic toxicology testing. Environ.
Mol. Mutagen. doi: 10737956



78

Tigini V, Giansanti P, Mangiavillano A, Pannocchia A, Varese GC (2011) Evaluation of toxicity, genotoxicity
and environmental risk of simulated textile and tannery wastewaters with a battery of biotests. Ecotoxicology
and Environmental Safety, v.74, p.866-873. doi:10.1016/j.ecoenv.2010.12.001

Trindade WM, Horn AH, Ribeiro EV (2012) Concentracdes de metais pesados em sedimentos do rio séo
Francisco entre Trés Marias e Pirapora-MG: geoquimica e classificagdo de risco ambiental. Genomos.
doi.org/10.18285/geonomos.v20i1.28

Trintinaglia L, Bianchi E, Silva LB, Nascimento CA, Spilki FR, Ziulkoski AL (2015) Cytotoxicity assays as
tools to assess water quality in the Sinos River basin. Braz. J. Biol. Vol. 75, no. 2 (suppl.), p. S75-S80.
doi.org/10.1590/1519-6984.0113

Ventura BC, Angelis DF, Marin-Morales MA (2008) Mutagenic and genotoxic effects of the Atrazine herbicide
in Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae) detected by the micronuclei test and the comet assay.
Pesticide Biochemistry and Physiology. doi:10.1016/j.pestbp.2007.07.009

Zegura B, Heath E, Cernosa A, Filipic M (2009) Combination of in vitro bioassays for the determination of
cytotoxic and genotoxic potential of wastewater, surface water and drinking water samples. Chemosphere.
doi:10.1016/j.chemosphere.2009.02.041



M"HL__,—-A .
\
1\
i\
n
Y
g
s
i
p
_-.‘l
s 2 c\_‘
. )
3/
04 \\
S
\'_\/’\ {

79

Fig. 1- Bacia Hidrogréafica do rio Itapemirim/ES e regides de coleta ao longo rio (1) RI 01, (2) RI1 02, (3) R1 03 e

(4) R1 04
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Fig. 2- Média da precipitacdo acumulada trimestral (mm) na regido da estacdo meteoroldgica Cachoeiro de
Itapemirim/ES. Ano 2015. Primeira campanha enquadra-se dentro do periodo de JANFEV/MAR, uma vez que
essa foi realizada no final de marco e a segunda campanha enquadra-se no periodo de JUL/AGO/SET, uma vez

que foi realizada no inicio de outubro
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Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos das amostras de agua coletadas ao longo do rio Itapemirim-ES no ano de 2016, nas duas campanhas realizadas

Condutividade (uS) pH Temperatura (°C) Oxigénio Dissolvido
Tratamentos VP* - 6,0a9,0 - > 2,0 mg/L

1° cam 2° cam 1° cam 2° cam 1° cam 2° cam 1° cam 2° cam
R101 90.5 95.7 7.4 7.24 30 26.1 9.2 6.1
RI 02 65.8 95.6 7.4 7.22 31.9 25.7 8.2 6.3
RI 03 159.5 102.9 7.4 541 32.7 26.2 8.5 6.1
R104 81.7 114.4 6.9 6.84 317 25.8 8.1 6.2

Nota: *Valor permitido para ambientes l6ticos na Resolugdo CONAMA 357/2005 estabelecido para aguas classe 3. Os controles negativos e positivos foram inseridos
apos as coletas.

Tabela 2- Quantificacdo dos metais das amostras de &gua do rio Itapemirim/ES nas duas campanhas realizadas

Ni Cr Se Al Ba Zn Cu Co Mn Pb Cd
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)  (mg/L) (mg/L)
Amostras
VP*(mg/L) 0,025 0,05 0,05 0,2 1,0 5,0 0,013 0,2 0,5 0,033 0,01
1° campanha
R101 <LD <LD <LD 0,1341 0,0072 0,021 0,0264 0,000207 0,026307 0,002 1,28x10°
R1 02 <LD <LD <LD 011564 0,0166 0,0250 0,0303 0,000222 0,027958 0,001265 1,92 x10°
R103 <LD <LD <LD 0,1555 0,0129 0,0276  0,0293 0,000340 0,039705 0,001777 1,13 x10®
R1 04 <LD <LD <LD 0,0474 0,0075 0,0225 0,0242 0,000243 0,047996 0,001189 1,82 x10®
2° campanha
R1 01 <LD <LD <LD 0,5053 0,0134 0,0201 0,0268 0,000228 0,038736 0,001423 2,58 x10®
R1 02 <LD <LD <LD 0,5231 0,0148 0,0227 0,0303 0,000317 0,047259 0,000894 3,7x10°
RI 03 <LD <LD <LD 0,9065 0,0249 10,0384 0,0374 0,000262 0,042451 0,001412 7,8x10°
R1 04 <LD <LD <LD 0,5991 0,0164 0,0310 0,0304 0,000305 0,063014 0,002271 1,48 x10®

Limite de Detecgdo 0,0018 0.0013 0.0093 0.0006  0.0005 0.001 0.0018 1,5x10° 2,66x10° 1,44x10°  4,2x10°

Nota: VP = valor permitido pela Resolugdo CONAMA 357/2005, estabelecido para aguas classe 3. LD = Limite de deteccao.
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Tabela 3- Crescimento médio das raizes (mm) de Allium cepa apds exposi¢do a amostras de

agua do rio Itapemirim/ES na primeira e na segunda campanha

Tratamento 1° campanha 2° campanha
Controle Negativo 14.86 £1.74° 6.32+1.68°
Controle Positivo 8.85+2.90" 4.86+3.14°
RI 01 9.54+3.03" 7.58+2.28°
RI 02 11.41+4.78° 4.37+1.86°
RI 03 15.36+3.58° 6.88+3.97°
RI 04 11.3242.75" 6.0621.30°

Médias = DP seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente de acordo com o Teste

de Kruskal Wallis (p < 0.05). DP: Desvio padrao da média.

N
S

Crescimento radicular (cm)

—

e

Rl 01 Rl 02 RI 03
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E23 outubro 2015

Fig. 3- Comparacéo do crescimento radicular de raizes de A. cepa submetidas as amostras de &gua do rio
Itapemirim, nas duas campanhas realizadas. Colunas das esta¢es com letras diferentes apresentaram resultados

significativos
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Tabela 4- Frequéncia das fases do ciclo celular e IM (indice mitdtico) de células meristematicas de Allium cepa ap6s exposigdo as amostras de agua coletadas do rio Itapemirim/ES e controles
negativo e positivo (MMS 4x10 -4 mM)

Parametros

1° Campanha

2° Campanha

Controle

Controle

Nooativo  Positivo RI 01 RI 02 RI 03 RI 04 (N:gg;ﬁ/lg %%rs‘lttrl‘\)/'cf RI 01 RI 02 RI 03 RI 04
Interfase  90.2+3.39  89.36x1.75° 88.72+3.26° 88.98+0.54° 87.04+32° 90.92+2.65° 92.42+365°  93.64+0.9"  92.36+0.46° 92.1#151*° 95.92+0.97" 93.92+2.68%
Préfase  6.16+£3.04°  554+133%  6.74+2.67° 5.74+1.61° 7.68+2.78" 5.54+1.94°  538+2.51°  3.26+0.79"  4.08+0.34>  3.78+0.99° 1.74%0.91° 3.12+1.41*
Metafase  1.04+1.13°  0.88+0.13*  0.8£0.57*  0.78x0.23" 0.68+0.16* 0.94%0.73°  0.2620.26°  0.44£0.38  0.8£0.27*°  0.72+0.22° 0.32+0.23"  0.58+0.41°
Anafase  1.46+0.29°  0.5240.31°  0.76+0.36°  0.74#0.41°  0.72+0.15° 0.68+0.16°  0.96+1.32®  0.32+0.26®  0.38x0.19®  0.3%0.12®  0.1+0.07°  0.16+0.09"
Telofase  1.08+0.25*°  0.54+0.30°  0.8+0.34  0.68+0.37°  0.8+0.23" 0.62+0.26°  0.36+0.32°  0.18+0.08°  0.34%0.23°  0.36+0.18° 0.1+0.10°  0.12+0.13"
IM 0.74+#3.41*°  7.48+154*  9.14319"  7.9+1.32% 0.88+2.56° 7.78+2.22°  6.96x3.74°  4.2+1.12* 5.6+0.35°  5.16+1.03* 2.26+1.09" 3.98+1.89%

Médias + DP seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente de acordo com o Teste de Kruskal Wallis (p <0.05). DP: Desvio padrdo da média.
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Fig. 4- Comparagio do indice mitdtico das células meristematicas de A. cepa submetidas as amostras de dgua do
rio Itapemirim, nas duas campanhas realizadas. Colunas das estagdes com letras diferentes apresentaram

resultados significativos



Tabela 5- Frequéncia de aberragdes cromossomicas avaliados pelo ensaio com Allium cepa ap6s exposicdo as amostras de agua coletadas no rio Itapemirim/ES e
controles negativo e positivo (MMS 4x10 -4 mM)

Cromosomicas Negativo Poitivo RI 01 RI02 RI 03 RI 04

1° Campanha

C-metéfase 0.1+0.12° 1.02+0.22° 0.8+0.51° 0.96+0.55" 1.16+0.38" 0.54+0.42°
Aderéncia 0.08+0.08" 1.1620.15° 0.48+0.11° 0.5+0.19" 0.86+0.36° 0.4%0.38"
Ponte 0.04+0.05° 0.36+0.21° 0.4+0.27° 0.44+0.21° 0.28+0.04 0.18+0.16
Quebra 0+0° 0.06+0.09% 0+0° 0.02+0.04 0.06+0.09% 0.02+0.04%
Perda 0+0° 0+0° 0+0° 0.1240.13" 0.08+0.08" 0.06+0.05"
Atraso 0+0° 0.26+0.11° 0.14+0,05" 0.18+0.16" 0.2+0.07° 0.04+0.09"
A. multipolar 0+0° 0.04+0.05° 0.16+0.21° 0.08+0.04 0.08+0.08° 0.02+0.04%
AC 0.22+0.16° 2.84+0.27° 1.98+0.59™ 2.28+0.81™ 2.66+0.51° 1.24+0.61%®
2° campanha

C-metafase 0.14+0.22° 0.5240.23° 0.46+0.22° 1.10.34° 0.48+0.26° 0.66+0.26°
Aderéncia 0.1+0.14° 0.34+0.26™° 0.44+0.26° 0.44+0.15° 0.26+0.15%° 0.18+0.18%
Ponte 0.04+0.09 0.18+0.15% 0.46+0.22° 0.3620.22" 0.18+0.19% 0.34%0.24°
Quebra 0.04+0.09% 0.1240.13° 0.02+0.04° 0.1+0.07° 0.02+0.04% 0.02:0.04%
Perda 0.04+0.05° 0.06+0.09°% 0.02+0.04% 0+0° 0+0° 0.02+0.04%
Atraso 0.1+0.22° 0.18+015% 0.52+0.16™ 0.5+0.12" 0.72+0.30° 0.72+0.48°
A. multipolar 0+0° 0.12+0.12° 0.12+0.22° 0.22+0.08° 0.16+0.13° 0.16+0.15%
AC 0.42+0.41° 1.40+0.38%" 2.02+0.37" 2.62+0.72° 1.80+0.37" 2.08+1.0™

Médias + DP seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, de acordo com o Teste de Kruskal Wallis (p &It; 0.05). DP: Desvio padrdo da média.



Tabela 6- Frequéncia de microndcleos (MN) em células meristematicas e F1, avaliados pelo ensaio com Allium cepa apds exposicdo as amostras de agua

coletadas no rio Itapemirim/ES e controles negativo e positivo (MMS 4x10 -4 mM)

1° Campanha

2° campanha

Tratamento MN MN MN MN
(Meristematica) (F1) (Meristematica) (F1)

Controle Negativo 0.02+0.04% 0.0+0.00? 0.160.26% 0.0+0.00%
Controle Positivo 0.26+0.24° 0.56+0.40° 0.28+0.23" 0.40+0.32"
RI01 0.10+0.12° 0.10+0.07%® 0+0? 0.12+0.08%

RI 02 0.82+0.51° 0.34+0.18™ 0.02+0.04% 0.0+0.0°
RI1 03 0.34+0.42° 0.46+0.34™ 0+0° 0.1040.12%
RI 04 0.04+0.05 0.12+0.18° 0+0? 0.1040.12%

Médias £ DP seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, de acordo com o Teste de Kruskal Wallis (p <0.05). DP: Desvio padrdo da

média.
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Tabela 7- Avaliacao alteragdes nucleares e mutagénica de amostras de agua de quatro

microntcleo e no ensaio do cometa, nas duas campanhas realizadas
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estacOes ao longo do rio Itapemirim/ES em eritrocitos de O. niléticos com base no teste do

Teste do Micronucleo

Ensaio do cometa

Tratamentos ID
IAN IEM Classes " (ua)
0 1 2 3 4
1° campanha
Controle Negativo ~ 0.44+0.18°  0.023+0.05 94.0+1.94% 5.80+1.98 0.2+4.07° 0.00+2.31° 0.00+3.780.00% 6.20+11.3°
Controle Positivo 1.88+0.63°  0.063+0.05° 1.60+1.94° 13.241.98% 28.2+4.07° 34.6+2.31° 22.4+3.78" 263.0+11.3°
RI 01 1.44+0.40°  0.067+0.09% 11.8+1.94° 37.8+1.98" 27.2+4.07° 15.2+2.31° 8.00+3.78° 169.8+11.3°
RI 02 0.96+0.55°  0.047+0.03 2.80+1.94¢ 20.2+1.98° 31.8+4.07° 28.8+2.31¢ 16.4+3.78° 235.8+11.3¢
RI 03 1.58+0.49°  0.04+0.04% 0.20+1.94° 11.4+1.98° 34.6+4.07 33.442.31° 20.4+3.78" 262.4+11.3°
RI 04 0.92+0.46®  0.037+0.03% 3.40+1.94¢ 28.4+1.98° 37.4%4.07° 20.2+2.31° 10.6+3.78° 206.2+11.3°
2° campanha
Controle Negativo 1.99+0.87°  0.03+0.03" 3.20+3.98° 82.6+10.97° 13.645.19° 0.60+10.64° nd 78,67+27.4°
Controle Positivo 7.25+¢2.03%  0.15+0.07° 2.40+3.98" 7.40+10.97° 36.6+5.19° 37.8+10.64° nd 184.7+27.4°
RI01 5.61+3.11°¢  0.17+0.17° 8.40+3.98" 30.8+10.97° 39.6+5.19° 17.8+10.64° nd 179.67+27.4°
RI 02 3.87+1.67  0.09+0.05® 2.80+3.98" 36.6+10.97° 40.2+5.19% 16.4+10.64° nd 201+27.4°
RI 03 6.2+1.29%  0.18+0.18° 3.20+3.98" 70.6+10.97° 17.845.19° 6.60+10.64% nd 159.33+27.4°
RI 04 4.93+2.68  0.07+0.10° 1.80+3.98° 51.2+10.97° 26.8+5.19° 15.20+10.64° nd 182.67+27.4°

AN e MN: Médias + DP seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, de acordo com o Teste de Kruskal Wallis (p < 0.05). DP: Desvio padrdo da média. ID: Médias + EP
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, de acordo com o Teste de Scott e Knott (p < 0.05). EP: Erro padrao da média.
Nota: IAN = anormalidades nucleares; IEM = indice de efeito mutagénico e 1.D = indice de danos.
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Fig. 5- Comparacéo entre as campanhas para o indice de alteracGes genotoxicas (a),
mutagénicas(b) e o indice de danos no DNA (c) em eritrocitos de O. nildticos
expostos as amostras de agua do rio Itapemirim/ES. Colunas das estagdes com
letras diferentes apresentaram resultados significativos
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Fig. 6- Viabilidade celular de células de ovario de hamster chinés expostas a amostras de agua do rio
Itapemirim/ES, em duas campanhas. Médias + SD de acordo com Kruskal-Wallis (p < 0,05). Colunas com
as mesmas letras nas estagdes ndo diferem estatisticamente
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Tabela 8- Valores médios e desvio padréo das classes de dano no DNA e do escore, obtidos por meio do ensaio cometa em células de ovario de hamster chinés (CHO-K1)
expostas as aguas do rio Itapemirim-ES, em época de alta precipitagdo (1° campanha) e estiagem (2° campanha)

Tratamentos Classes 1.Da)
0 1 2 3 4

1° campanha

Controle Negativo 89.7+2.52° 7.6743.05° 1.00+1.00% 1.67+0.58° 0.00+0.00° 14.742.02%

Controle Positivo 12.3+8.14° 31.7+10.5% 37.3+4.73° 17.346.35% 1.33+1.53% 163.7+26.6°
RI 01 86.7+8.08° 5.00+4.36° 4.67+3.79% 3.33+2.31° 0.33+0.58° 25.7+15.00%
RI 02 67.7+17.9% 13.0+7.94° 11.0+3.61% 4.67+3.78° 3.67+3.05° 63.7+38.0™
RI 03 76.3+13.8%° 9.33+6.81° 8.67+6.03%° 4.33+4.16° 1.33+1.53% 45.0+31.5%°
RI 04 91.7+5.86° 4.33+1.53? 2.67+2.52%® 1.33+2.312 0.00+0.00? 13.7+12.72

2° campanha

Controle Negativo 92.67+1.53% 4.00+1.00% 1.33+0.58° 2.00+1.41° 0.67+0.58° 13.33+5.86°

Controle Positivo 1.67+2.89° 13.33+6.66™° 37.67+11.06° 39.33+12.06° 8.00+7.00° 238.67+34.06°
RI 01 84.67+0.58% 6.00+2.00%® 3.00+1.00%® 2.67+2.08° 3.67+0.58° 34.67+4.04%®
RI 02 35.33+28.88" 43.67+37.58° 10.67+6.51" 6.00+4.36% 4.33+1.53" 100.33+17.04™
RI 03 49.00+42.51 37.00+40.71% 5.67+2.08%° 5.00+1.73%® 3.33+1.15%® 76.67+45.17°
RI 04 74.00+6.00%° 15.67+8.33" 5.67+4.62%¢ 2.33+0.58° 2.330.58% 43.3319.61%°

Médias + DP seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, de acordo com o Teste de Kruskal Wallis (p < 0.05). DP

de danos.

. Desvio padrdo da média. Nota: I.D = indice
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7- CONSIDERACOES FINAIS

A maioria das variaveis abidticas avaliadas demostraram que as aguas
coletadas ao longo do rio Itapemirim/ES estavam de acordo com a Resolucdo
CONAMA n° 357/2005.

Com relacdo aos testes toxicogenéticos (Tabela 2), os resultados indicam
potencial fitotoxico das amostras de 4guas na primeira campanha, por meio do teste
de crescimento radicular nas células meristematicas de A. cepa. O efeito citotoxico
foi avaliado pelo indice mit6tico das células meristematicas de A. cepa e pelo teste
do MTT em células de ovario de hamster chinés (CHO-K1), onde os resultados ndo
apresentaram valores significativos, exceto na estacdo RI 03 da segunda campanha.
Ja o efeito genotoxico das amostras de dgua das quatro estacdes ao longo do rio
Itapemirim foram analisadas por meio do teste com A. cepa, do microndcleo em
eritrocitos de O. niloticus e no ensaio do cometa em O. niloticus e células CHO-K1.
Com relacéo ao efeito mutagénico, percebeu-se uma sensibilidade maior das células
em F1 de A. cepa quando camparas com as ceélulas meristematicas das mesmas,
sendo que as primeiras demostraram um efeito positivo para as estacdes Rl 02, RI
03 e RI 04 da primeira campanha. No entanto, os dados encontrados no teste do
micronucleo em eritrécitos de peixe comprovaram o efeito mutagénico das amostras
de 4gua da segunda campanha.

Os resultados obtidos na quantificacdo dos metais das amostras de agua
sugerem que o0s danos causados as células e eritrocitos estudados estao
relacionadas com as concentracdes acima do permitido pela legislacdo de Al e Cu,
bem como, pelo efeito sinergéticos dos componentes quimicos presente na agua.

De maneira geral, todas as amostras avaliadas em particular a estacéo RI 03,
localizada ao final do centro urbano de Cachoeiro de Itapemirim, apresentaram
danos nas células de A. cepa, O. niloticus e cultura de CHO-K1. E que as duas
campanhas analisadas demostraram efeito negativo nos bioensaios, com énfase no
periodo de estiagem, 0 que sugere que no periodo de alta precipitacdo o0s
contaminantes chegam no rio por meio da lixiviagdo das 4guas da chuva e que com
a diminuicdo da turbuléncia ocorre 0 aumento da concentracdo desses
contaminantes.

Indicando assim, que a qualidade da agua do rio Itapemirim/ES encontra-se

comprometida e necessita de planos de acdo com medidas para a recuperagéao do
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rio em raz&o de ser subsidio para diversas forma de uso em toda a regido. Além de

demostrar a importancia do biomonitoramento na regiao.



Tabela 2- Resumo dos resultados encontrados nos testes com A. cepa, O. niloticus e cultura de CHO-K1
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Efeitos Bioensaios
A. cepa O. niloticus Cultura CHO-K1
1° campanha
Fitotoxico RI 01, RI 02 e RI 04 _ _
Citotoxico NE _ NE
o Teste MN Cometa
Genotoxico RI01, RI02 e RI 03 RI 01, RI 02 e RI 03 RI 01, RI 02, RI 03 e RI 04 RI 02
Meristematica F1
Mutagénico NE _
RI1 02 R1 02 e RI 03
2° campanha
Fitotéxico NE _ _
Citotoxico RI 03 _ NE
) Teste MN Cometa
Genotodxico RI 01, RI 02, RI 03 e RI 04 RI 01, Rl 03 e RI 04 RI 01, RI 02, RI 03 e RI 04 RI 02 e RI 03
Mutagénico NE RI 01 e RI 03 _

Nota: NE = nenhuma estacéo. Traco (-) = ndo foi realizado o teste para o bioensaio.



