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RESUMO

A mutagenicidade pode estar relacionada com quebras cromossdmicas induzidas por
poluentes ambientais. O objetivo deste estudo foi caracterizar o potencial mutagénico dos
poluentes presentes na dgua do rio Paraiba do Sul, cidade de Tremembé — SP, analisando
alteracdes cromossomicas em células meristematicas de Allium cepa, no verdo (abril) e
inverno (agosto) de 2008. Os bulbos foram expostos aos tratamentos por 72 h: dgua do rio,
solucao de Hoagland (controle negativo) e 15 pug/L de MMS - metilmetanosulfonato (controle
positivo). Em cada tratamento, 3 bulbos foram expostos, para cada bulbo, 5 laminas foram
confeccionadas. Para andlise do indice mitdtico (IM) e frequéncia de micronucleos (MN)
foram analisadas 2.000 células por raiz/lamina e 100 células para aberragdes cromossomicas
(AC). Em abril, os poluentes exerceram alto potencial mutagénico nas células meristematicas
de A. cepa, a frequéncia de MN, stickiness (cromossomos pegajosos) ¢ AC do tipo ndo
identificadas, foram maiores em relacdo ao controle negativo. Em agosto, a unica alteragao
encontrada em nivel significante foram as pontes cromossomicas. Nao houve alteracao
significante para o IM. Esses resultados indicam que os efluentes de origem variada estao
exercendo efeitos nocivos no bioindicador utilizado, sendo importante manter o
biomonitoramento e adotar medidas de controle de efluentes. Essas medidas sdo importantes
porque essas aguas siao utilizadas para abastecimento publico, irrigagdo, entre outras
utilidades.

Palavras-chave: polui¢do de rios; mutagenicidade; teste Allium cepa; aberra¢des cromossomicas.

Mutagenic potential of pollutants in the water of the Paraiba do Sul
river, Tremembé, SP, Brazil, using the Allium cepa test

ABSTRACT

The mutagenicity can be related to chromosomic breaks induced by environmental
pollutants. The aim of this research was to characterize the mutagenic potential of the
pollutants in the water of the Paraiba do Sul river, in Trememb¢ city, Sao Paulo State, Brazil,
analyzing chromosomal changes in the meristematic cells of Allium cepa, in the summer
(April) and winter (August) of 2008. The bulbs were exposed for 72 h to the treatments: water
from river, Hoagland solution (negative control) and 15 pg/L from MMS — methyl
methanesulfonate (positive control). In each treatment, three bulbs were exposed and for each
bulb, five slides were prepared. For mitotic index (MI) and micronucleus (MN) frequency
rate, a total of 2,000 cells per root/slide were analyzed and 100 cells for the chromosome
aberrations (CA). In April, the pollutants induced a high mutagenic potential in the
meristematic cells of Allium cepa, the frequency rate of MN, stickiness and CA from non-
identified type were greater than the negative control. In August, the only significant change
found was the chromosome bridges. There was no significant change for MI. These results
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indicate that the effluents which have varied sources are inducing harmful effects on the
bioindicator, therefore, it is important to keep biomonitoring and adopting effluents control
measures. The measures are important because these waters are used primarily for public
supply and irrigation.

Keywords: river pollution; mutagenicity; Allium cepa test; chromosomes aberrations.

1. INTRODUCAO

Residuos industriais, urbanos e agricolas sao langados indiscriminadamente nos cursos
d’4gua acrescentando varios contaminantes as aguas superficiais e sedimentos (Egito et al.,
2007). Esses residuos sdo caracterizados como misturas complexas contendo numerosos
compostos organicos e inorganicos genotdxicos que muitas vezes ndo sofrem degradagdo
durante o processo de tratamento de agua devido a um alto grau de persisténcia, alguns sdo
mutagénicos conhecidos (Nielsen e Rank, 1994; Rank e Nielsen, 1998). Metais pesados
potencialmente toxicos lancados na natureza sdo perigosos e frequentemente indestrutiveis e,
mesmo quando precipitados e consequentemente acumulados no fundo de rios, o processo
pode ser revertido voltando os metais a sua forma toxica inicial (Tommasi, 1979). O chorume,
um liquido escuro resultante da a¢do da dgua das chuvas que percola pelos residuos organicos
em decomposi¢do, chega até os rios onde causa depressdo no nivel de oxigénio e eleva a DBO
(Demanda Biologica de Oxigénio) vindo a prejudicar os organismos aerdbios, os quais cedem
lugar aos anaerobios, que liberam NHj, toxico para muitos organismos (Lima, 1995). Além
dos efeitos diretos a saude, o perigo dos poluentes esta no fato de poderem ter efeitos toxicos
ou mutagénicos indiretos e, ao longo do tempo, causar varias doengas como: infertilidade,
cancer, arteriosclerose, doencas cardiovasculares, entre outros (Grover e Kaur, 1999).

O processo de tratamento de adgua dos mananciais que recebem esgotos de centros
urbanos, efluentes industriais, dguas residuais da mineracdo ou o escoamento superficial
difuso de bacias hidrogréficas, onde se pratica uma agricultura com uso intenso de insumos
quimicos, ndo pode ser considerado totalmente eficaz, devido a impossibilidade de eliminacao
adequada da grande variedade de elementos menores ou tragos de substancias perigosas que
podem estar presentes nas aguas de consumo (Rebougas, 2006). Torna-se cada vez mais
dificil e inviavel a andlise sistematica da determinag¢ao de cada um dos inlimeros componentes
quimicos que podem comprometer a qualidade da dgua por meio de procedimento analitico se
considerar-se a crescente variedade de produtos sintéticos que podem atingir um manancial
(Branco et al., 2006).

O aumento da necessidade pelos recursos hidricos causado pela expansao demografica na
regido do Vale do Paraiba faz com que as empresas de saneamento ¢ prefeituras aumentem a
demanda no fornecimento de agua, ndo havendo em contrapartida o mesmo para o
esgotamento sanitario. Em Tremembé-SP, municipio do Vale do Paraiba, a dgua utilizada no
abastecimento publico, irriga¢do e outros fins, ¢ captada no rio Paraiba do Sul, o qual, antes
de chegar ao municipio recebe varios efluentes ndo tratados de cidades vizinhas com elevado
indice populacional e industrial que contribuem significativamente com a carga poluidora
(Souza Jr., 2004).

Substancias toxicas, muitas das quais quimicas, promovem a ocorréncia de mutacdes
genéticas e aberragdes cromossOmicas e existe um grande numero de protocolos
desenvolvidos para detectar essas alteragoes (Majer et al., 2005).

Para a avaliacdo, monitoramento e detec¢do de genotdxicos no ambiente os bioensaios
com plantas superiores tém sido recomendados desde a década de 70 (Grant, 1999). Células
vegetais geralmente possuem enzimas necessarias para ativacdo e metabolizagdo de
compostos promutagénicos e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), como ¢ o caso
das células meristematicas das raizes de Allium cepa (a cebola comum), espécie usada com
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mais frequéncia como sistema-teste desde o final da década de 30, quando Levan investigou
os efeitos citoldgicos da colchicina revelando varios efeitos toxicos e clastogénicos da agdo
direta dos quimicos, sendo posteriormente demonstrado que solugdes de varios tipos de sais
inorganicos induzem diferentes tipos de aberracdes cromossomicas em células de Allium
cepa, constituindo-se essa espécie numa valiosa ferramenta de monitoramento ambiental para
a deteccao do potencial genotdxico das substancias langadas no ambiente (Fiskesjo, 1985,
1989; Rank et al., 2002). A mutagenicidade pode estar relacionada com a frequéncia de
quebras cromossomicas, dessa forma, os riscos de eventos mutagénicos podem ser avaliados
pela frequéncia desses danos genéticos (Fiskesjo, 1985).

O teste Allium é bem conhecido e comumente utilizado em laboratorios do mundo inteiro
para andlise de varias substidncias das quais se deseja conhecer o possivel potencial
mutagénico, estimado pela frequéncia de aberragdes e quebras cromossomicas indicando
riscos de aneuploidia e fornecendo valiosas informagdes em relagdo a avaliagdo de amostras
ambientais (Rank e Nielsen, 1993).

Os resultados positivos no teste Allium devem ser considerados como uma indicagdo de
que a amostra testada pode ser um perigo bioldégico também para os outros organismos
(Fiskesjo, 1989), podendo indicar a presenga de certas substancias citotoxicas, genotoxicas ou
mutagénicas no ambiente (Smaka-Kincl et al., 1996). A alta sensibilidade do teste Allium
determina que contaminagdes ndo passem despercebidas, mesmo quando sdo testadas
misturas complexas como no caso de esgotos. E recomendado para uma rapida avaliagdo da
genotoxicidade de efluentes, sendo uma valiosa ferramenta que pode ser usada como padrao
em monitoramentos ambientais para se tragar a localizagdo da fonte de contaminagao,
identificando influéncias de baixas concentracdes de substancias citotoxicas e genotoxicas em
dguas naturais (rios ou lagos), os quais sdo usados como recipientes para efluentes domésticos
e industriais e que, posteriormente, t€ém suas aguas utilizadas na agricultura e no
abastecimento publico (Fiskesjo,1985, 1989; Rank e Nielsen, 1993; Nielsen e Rank, 1994;
Smaka-Kincl et al., 1996, Amaral et al., 2007; Barbério et al., 2009).

O teste Allium, combinado com analises quimicas, pode ser usado para se conseguir
dados com bases cientificas para regulamentagdo das descargas de substancias potencialmente
perigosas, lancadas no ambiente (Nielsen e Rank, 1994). Também mostrou ser sensivel nas
analises de hidrocarbonetos do petrdleo, representando um eficiente modelo para detectar tais
contaminagdes (Leme e Marin-Morales, 2008), podendo ser utilizado em conjunto com outros
sistemas-testes para se avaliar a contaminagdo de aguas superficiais por esgotos, lodos de
esgotos domésticos e industriais (Gupta et al., 2005), poluentes provenientes de plantagdes
agricolas (Oberholster et al., 2008) e em extratos aquosos de solos (Cotelle et al., 1999).

A bacia do rio Paraiba do Sul localiza-se no principal eixo econémico do pais, que se
destaca pela diversidade de seu parque industrial, sobressaindo-se a industria acrondutica, a
automobilistica, a de papel e celulose, a quimica, a mecanica, a eletroeletronica e a
extrativista, além de centros de pesquisa tecnologica. Na agricultura, predominam as culturas
destinadas a pecuaria, extensas areas com o cultivo de eucalipto, além da presenca de culturas
de arroz, feijao e milho (Cetesb, 2008). A area de drenagem da bacia possui cerca de 55.500
kmz, abrangendo os estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro.

O rio Paraiba do Sul forma-se no estado paulista pela unido dos rios Paraibuna e
Paraitinga e o seu comprimento, calculado a partir da nascente do Paraitinga ¢ de mais de
1.100 km. Na regido da bacia pertencente ao estado de Sao Paulo, calcula-se que existam
cerca de 4.000 estabelecimentos ligados ao setor industrial e agropecudrio e as principais
fontes de poluicdo dos recursos hidricos sdo os lancamentos de efluentes domésticos e
industriais junto com a carga difusa de origem urbana e agricola. O indice de atendimento em
abastecimento de 4gua no estado paulista ¢ de 94,6% e, em esgotamento sanitario, 89,9% das
populacdes urbanas sdo atendidas por rede coletora, das quais 32,3% possuem tratamento
para seus efluentes sanitarios (Fundagdo Coppetec, 2006).
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Em Tremembé¢ (SP), municipio com 41.159 habitantes em 2009 (CETESB, 2010), a
qualidade da agua do rio Paraiba do Sul foi classificada como pertencente a classe 2, de
acordo com a resolucdo do CONAMA n° 357 de 17 marco de 2005, que classifica as dguas
interiores segundo seus usos preponderantes variando da Classe Especial (a mais nobre) até a
Classe 4 (a menos nobre). A elevada carga poluidora langada pelos municipios de Jacarei, Sao
José dos Campos e Taubaté ¢ a principal causa para a ma qualidade da agua no trecho de
Tremembé, constatando-se baixos niveis de oxigénio dissolvido e niveis de chumbo acima do
estabelecido pela legislacdao (Cetesb, 2008). Souza e Fontanetti (2006) avaliaram a frequéncia
de microntcleos em sangue periférico da Tildpia do Nilo expostas a agua do rio Paraiba do
Sul (coletadas durante a estacdo seca e chuvosa) e detectaram efeitos citotdxicos e
mutagénicos. Barbério (2009) e Barbério et al. (2009), desde 2005, biomonitoram a qualidade
da agua do rio Paraiba do Sul em Tremembé e Aparecida utilizando o teste Allium, desde
entdo, tém encontrado efeitos nocivos ao organismo testado, indicando ma qualidade da agua
do rio.

Este trabalho avaliou o potencial mutagénico da dgua do rio Paraiba do Sul no municipio
de Tremembé (SP), nas estagdes chuvosa (abril) e seca (agosto) de 2008.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de estudo

As amostras de dgua do rio Paraiba do Sul foram coletadas nas coordenadas 22°57°40°’S,
45°33°16’W no municipio de Tremembé - SP (Figura 1) em duas épocas distintas: abril
(estagdo chuvosa) e agosto (estagao de estiagem) de 2008.
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Figura 1. Trecho paulista da bacia do rio Paraiba do Sul. A seta indica o
local de coleta.
Fonte: Cetesb (2007).

A amostra de agua coletada das margens e meio do rio foi armazenada num galdo
plastico de 40 L ¢ levada para o Laboratorio de Biologia da Universidade de Taubaté (SP)
onde foi imediatamente usada para o tratamento dos bulbos de cebola. Os dados de
parametros fisico-quimicos e microbiologicos da dgua do rio Paraiba do Sul, em Tremembé,
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durante o ano de 2008, foram obtidos a partir do relatério dos Resultados dos Parametros e
Indicadores de Qualidade das Aguas (Cetesb, 2008) para efeito de comparacdo com os
resultados obtidos neste estudo.

2.2. Ensaio citogenético

Os experimentos foram conduzidos como descrito por Fiskesjo (1989) no protocolo
Invittox n° 8 com algumas modificagdes.

Foram colocados 5 bulbos de cebola (Allium cepa) com 6 cm em média de didmetro
procedentes do comércio local para cada um dos tratamentos. O anel das raizes primordiais
foi cuidadosamente limpo para o experimento. Os bulbos foram colocados em recipientes
contendo as solugdes de controles positivo e negativo e amostra da agua do rio, de modo a
poderem enraizar durante um periodo de 72 h. Apos essa fase, os apices radiculares dos trés
bulbos com maior desenvolvimento das raizes foram cortados e fixados em etanol/acido
acético glacial numa propor¢do de 3:1 (v/v) por 5 min. e conservados em tubos eppendorfs
contendo 1 mL de alcool 70% sob refrigeracao.

As pontas das raizes foram submetidas a reacdo de Feulgen, consistindo de hidrolise
acida com HCl 4 N a 24 °C por 75 min. interrompida com uma rapida lavagem em HC1 0,1 N
(gelado), depois imersas por 40 min. em Schiff (corante puirpura nucleofilico), lavadas com
agua sulfurosa e agua destilada posteriormente. Em seguida, foram colocadas sobre 1aminas
para microscopia junto com uma ou duas gotas de 4cido acético 45%, cobertas com laminulas
e esmagadas com leve pressdo sobre o material entre ldmina e laminula. Para a remocao das
laminulas a la&mina foi mergulhada em nitrogénio liquido. As laminas foram imersas em fast
green (corante verde para o citoplasma) com pH 2.7 para contracoloragao (Mello e Vidal,
1980), lavadas em agua destilada, secas ao ar, diafanizadas em xilol por 5 min. e montadas
com bélsamo do Canada.

A andlise das laminas foi realizada em microscopio de luz com aumento de 400x ou
1000x quando necessario.

2.3. Controles

Para o controle positivo foram usados 15 pg/L de MMS (Metilmetanossulfonato - CAS#
66273), substancia capaz de promover altera¢des celulares como aberragdes cromossomicas e
formagao de micronucleos. Esse tipo de agente se caracteriza por sua reatividade com os
centros nucleofilicos no DNA, promovendo alquilagdo nas bases ou no grupo fosfato (Swain e
Scott, 1953; Vogel, 1982). No controle negativo, a solugao nutritiva de Hoagland (Hoagland e
Arnon, 1950) foi empregada.

2.4. Anélise estatistica

A média e o erro padrao (EP) foram obtidos pela contagem de 5 raizes provenientes de
cada bulbo e cada grupo experimental foi composto por 3 bulbos.

As aberragdes cromossomicas (AC) foram determinadas pela contagem de 500 células
mitoticas por bulbo (100/raiz), 1.500 por tratamento.

O indice mitdtico (IM) e micronicleos (MN) foram avaliados pela andlise de
aproximadamente 2.000 células/raiz, 10.000/bulbo, portanto 30.000 células por tratamento.

Os dados de frequéncias de AC, fases mitdticas, IM, MN e niimero total de células
aberrantes foram comparados entre os tratamentos (Tremembé abril/O8 e agosto/08 com
controle negativo) utilizando teste estatistico Kruskal-Wallis. As analises foram realizadas no
software statsdirect (versdo 2.7.7).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observados seis tipos de aberragdes cromossdmicas (AC): pontes, anafases com
multipolaridades, c-mitoses, stickiness, desgarrados e “ndo identificadas — NI”. Os
micronucleos foram analisados separadamente, durante o periodo interfasico (Figura 2).

”""nd ’e ’,

10 pm

Figura 2. Exemplos de anomalias cromossomicas encontradas em células das raizes de Allium
cepa tratadas com agua do rio Paraiba do Sul coletada no més de abril em 2008: a) pontes, b) NI,
¢) multipolaridade, d) c-mitose, ) stickiness, f) micronucleo.

O primeiro mecanismo de acdo dos agentes genotoxicos ¢ promover lesdoes no DNA
(oxidagdo e dimerizacdo de bases, adutos de DNA, entre outras). Essas lesoes podem ter 3
destinos: reparo, alteragdes irreversiveis e morte celular (Majer et al., 2005). Os danos
genéticos detectados neste estudo sdo indicativos da presenca de substancias clastogénicas
(indutoras de quebras) nas amostras testadas. Classicamente os MN e as pontes
cromossomicas sdo exemplos desse tipo de mecanismo. Outro mecanismo bastante frequente
na indugdo de variados tipos de AC também observados neste estudo corresponde a falhas no
processo de disjuncdo dos cromossomos durante a divisdo celular, efeito promovido por
substancias aneugénicas — aquelas que interferem na formag¢do do fuso acromadtico. As
anomalias mitoticas como c-mitoses e stickiness (cromossomos pegajosos) podem surgir por
processos aneugénicos ou mutagdes em proteinas importantes na compactacdo da cromatina.
As c-mitoses se originam quando ha inativagdo do fuso acromatico de modo que os
cromossomos fiquem dispersos na célula (Levan, 1938), muitas substancias quimicas, como
as presentes em pesticidas, podem promover esse efeito.

Quanto as alteragdes nas células, foi observado que a agua do rio, em abril, revelou um
alto potencial mutagénico quando comparado ao controle negativo (Tabela 1), tanto na
frequéncia de anomalias do tipo stickiness e outras denominadas NI, assim como a frequéncia
de microntcleos, indicando a presencga de contaminantes que promoveram genotoxicidade em
células de Allium cepa (Figura 3). A amostra do més de agosto teve uma diminui¢do dos
efeitos genotoxicos em relacdo ao tratamento de abril, mas quando comparada ao controle
negativo, houve também um aumento das anomalias do tipo ponte. Pode-se inferir que a dgua
do rio possui substancias nocivas aos organismos que vivem nesse ambiente € que o potencial
mutagénico dos poluentes na agua varia em fungdo do tempo, dependendo das descargas
vindas dos efluentes. Fatores como a sazonalidade, vazao e indice de chuva podem influenciar
a concentracdo de poluentes na agua. Alguns estudos, inclusive no rio Paraiba do Sul,
sugerem a influéncia da sazonalidade na inducdo de efeitos genotdxicos (MN) (Lemos e
Erdtmann, 2000; Souza e Fontanetti, 2006). A variagdao na sazonalidade ¢ um fator que pode
influenciar significantemente a frequéncia de danos genéticos e promover alteragcdes
fisioldgicas nos organismos expostos. Essa variacdo pode sofrer alteracdes de acordo com o
nivel de poluicdo em determinado local (Ruiz et al., 1992; Hayashi et al., 1998). Mesmo com
uma 4rea de drenagem de 14.444 km?, vazio média de 216 m’/s e minima de 72 m’/s, a 4gua
do rio Paraiba do Sul recebe toneladas (167.003 kg/dia) de residuos (Cetesb, 2008) que ndo
sdo dispersos e cujos efeitos podem ser detectados por meio de bioensaios.
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A anomalia do tipo stickiness, foi a mais frequente na amostra do rio coletada em abril,
esta mostrou frequéncia similar ao controle positivo, um conhecido agente alquilante
promotor de quebras no DNA, indicando alta genotoxicidade nas amostras testadas. Esses
resultados estdo de acordo com estudos de outros autores para situagdes diversas (Smaka-
Kincl et al., 1996; Amaral et al., 2007; Egito et al., 2007; Tiirkoglu, 2007, Barbério, 2009). A
presenca desse tipo de anomalia ¢ indicativa de alto teor de toxicidade que promove danos
irreversiveis a célula, conduzindo-a, portanto, a morte celular (Fiskesjo, 1985, 1989;
Tiirkoglu, 2007).

Tabela 1. Frequéncia de alteragdes microscopicas (média + erro padrdo) nas células radiculares de
Allium cepa tratadas com agua do rio Paraiba do Sul na cidade de Tremembé - SP.

Rio Paraiba  Rio Paraiba Controle Controle

Tremembé Tremembé negativo positivo

abril 2008 agosto 2008
Microntcleos 5,13+0,88* 0,27+0,07 0,33+0.18 7,53+1,99*
Stickiness 24,004£3,52%* 6,60+0,53 6,00+2,42 23,27+4,76*
Desgarrados 0,27+0,13 0,40+0,12 0,47+0,18 1,93+0,87
Pontes 1,00+0.23 5,00+1,01%* 1,47+0.53 1,27+0.35
C-mitoses 4,40+0,83 1,87+0,94 1,60+0,20 4,53+1,27
Anafases Multipolares 0,33+0,18 2,07+0,94 0,87+0,24 0,80+0,20
Outras (NI) 10,07+0,55%* 0,53+0.13 1,73+0,24 11,80+2,10%*
N° Total de células andmalas 40,07+3,77* 17,07£2,63 12,13+1,83 42.93+2,90*

Nota: Para cada tratamento foram utilizadas 5 raizes por bulbo e 3 bulbos por amostra de dgua. Para a andlise
de anomalias cromossomicas foram contadas 100 células em metafases, anafases e telofases por raiz. Para a
analise de micronucleos foram contadas em média 2.000 células interfasicas por raiz. Resultados significantes
(teste de Kruskal-Wallis; a < 0.05) estdo indicados por * quando comparados com o controle negativo.

Barbério (2009) detectou efeito genotdxico significativo observado nesse ponto de coleta
realizado em agosto de 2007, sendo que a presenca de micronucleos, stickiness, pontes
cromossOmicas, c-mitoses, anafase com multipolaridades, outras AC e ntimero total de células
andmalas apresentaram aumento significativo.

A frequéncia de MN, observada nas células do meristema radicular de A. cepa foi
significativa para o ponto amostrado somente em abril (2008), indicando a presenca de
substancias clastogénicas e/ou aneugénicas (inibidoras das fibras do fuso acromatico) (Grover
e Kaur, 1999; Egito et al., 2007; Barbério, 2009).

O IM e fases do ciclo celular em amostras coletadas nos meses de abril e agosto de 2008,
ndo diferiram do controle negativo (Tabela 2), atestando uma melhora na qualidade da 4gua
em relacdo ao més de agosto de 2005, onde foi detectado decréscimo do IM (efeito
mitodepressivo) em raizes de A. cepa tratadas com agua do rio Paraiba do Sul coletadas na
cidade de Tremembé. Isso mostra que a citotoxicidade induzida por substancias presentes
nessas amostras interferiram no ciclo celular (Barbério et al., 2009).

Vale ressaltar que estudos com A. cepa mostram que nem sempre a toxicidade esta
correlacionada com a genotoxicidade, porque alteragdes relacionadas com o crescimento da
raiz e IM s3o parametros indicativos de citotoxicidade. Por outro lado, alteragdes como
anomalias cromossOmicas (stickiness, micronticleos, pontes cromossOmicas, entre outras),
indicam genotoxicidade (Fiskesjo, 1985).
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Figura 3. Comparagdo da frequéncia de anomalias nas células radiculares de Allium cepa tratadas
com agua do rio Paraiba do Sul na cidade de Tremembé¢ - SP.

Tabela 2. Frequéncia dos Indices de Fase do ciclo celular (média + erro padrio) em células radiculares
de Allium cepa tratadas com agua do rio Paraiba do Sul na cidade de Tremembé - SP.

Rio Paraiba Rio Paraiba

Tremembé

Tremembé

abril 2008 agosto 2008

Controle negativo

Controle positivo

Intérfases
Préofases
Metafases
Anafases
Telofases

M

Total de células

analisadas

1924,40+5,69 1879,33+18,97
25,20+1,33 32,67+10,42
21,93+2,23 34,80+7,31
10,73+2,19 23,33+3,53
17,73+2,05 29,87+1,91

75,60+5,69

30.000 30.000

120,67+18,97

1890,87+14,66
38,53+£2,26
27,80£8,50
15,40+£2.91
27,40+4,66
109,13+14,66

30.000

1895,13+10,83
35,47+£7,25
33,80+0,40
13,53+2,02
22,07£2,10
104,87+10,83

30.000

Nota: Para cada tratamento foram utilizadas 5 raizes por bulbo e 3 bulbos por amostra de agua. Para a analise do
indice de fases foram contadas em média 2.000 células em profases, metafases, anafases e telofases por raiz.
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As andlises fisico-quimicas, microbioldgicas e hidrobiologicas da agua do rio Paraiba do
Sul indicaram que entre os 34 parametros analisados em abril e 33, em agosto, como cromo,
mercurio, chumbo, entre outros, ndo se acham presentes em niveis acima dos tolerados pela
legislagio CONAMA 357/2005, com excegao das concentragdes de aluminio dissolvido, ferro
dissolvido, fosforo total, manganés total, oxigénio dissolvido ¢ E. coli termotolerante. O
Relatorio da CETESB revelou, em abril de 2008, 0,2 mg/L de aluminio dissolvido na agua
coletada no rio Paraiba do Sul em Tremembé (maximo tolerado = 0,1 mg/L) (Cetesb, 2008).
O efeito citologico mais tipico promovido pelo aluminio ¢ a formagao de stickiness e pontes
cromossomicas (Fiskesjo, 1988). Foram observados 0,51 mg/L (abril) e 0,64 mg/L (agosto) de
ferro dissolvido, o normal preconizado pela resolugdao ¢ de 0,3 mg/L. As concentracdes de
fosforo e manganés total apresentaram respectivamente, 0,16 e 0,15 mg/L. em agosto (normal
= 0,1 mg/L). O oxigénio dissolvido na dgua do rio em Tremembé nos meses de abril e agosto
apresentou valores de 4,0 ¢ 4,3 mg/L, respectivamente, o minimo requerido ¢ de 5,0 mg/L.
Os valores de E. coli termotolerantes em abril e agosto de 2008 foram de 2.500 e 3.200
UFC/100 mL respectivamente (maximo tolerado = 1.000 UFC/100 mL) (Cetesb, 2008)
(Tabela 3).

As concentragdes excedentes podem ser um predicativo a ocorréncia de anomalias
mitoticas em células de A. cepa exposta a agua do rio Paraiba do Sul no local e periodo de
coleta.

Vale ressaltar que o referido relatdrio apresentou resultados de toxicidade negativa no
més de agosto e ndo realizou tal teste no més de abril. Para esse pardmetro a CETESB utiliza
outros sistemas-teste, como ensaio de toxicidade com a bactéria luminescente V. fischeri
(Sistema microtox), ensaio de toxicidade cronica com testes com o microcrusticeo
Ceriodaphnia dubia e ensaio de mutagdo reversa (teste AMES). Segundo Chandra et al.
(2005), alguns metais mesmo sendo essenciais as plantas e aos animais como ¢ o caso do
ferro, quando combinados com metais pesados como, por exemplo, cromo ¢ niquel ou outros
compostos organicos/inorganicos podem exercer sinergismo, induzindo uma alta porcentagem
de células micronucleadas. Palacio et al. (2005) detectaram que metais pesados contidos em
agua poluida na presenc¢a de varios outros compostos e nutrientes essenciais devido a uma alta
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) tém suas toxicidades diminuidas em relagdo aos
mesmos metais quando contidos em 4gua limpa, possivelmente devido a formacdo de
complexos quimicos que se formaram e foram precipitados, reduzindo a disponibilidade
desses metais dissolvidos na dgua. Possivelmente, a d4gua do rio no més de agosto poderia ter
recebido uma carga organica de origem doméstica mais alta, disponibilizando uma maior
quantia de nutrientes na agua e elevando a DBO, reagindo com compostos toxicos e
precipitando-se no fundo do rio.

98



OLIVEIRA, L. M.; VOLTOLINL J. C.; BARBERIO, A. Potencial mutagénico dos poluentes na agua do rio
Paraiba do Sul em Tremembé, SP, Brasil, utilizando o teste Allium cepa. Ambi-Agua, Taubaté, v. 6, n. 1, p. 90-
103, 2011. (doi:10.4136/ambi-agua.176)

Tabela 3. Resultados dos parametros e indicadores de qualidade das aguas.

Parametro Unidade CONAMA 21/2 3/4 18/6 19/8 2/10 3/12
9:45 9:35 9:55 9:20 9:30 10:05
Parametro: Campo
Chuva 24h - sim sim nao nao sim sim
Coloragio ) transgarent transzarent transzarent transgarent transgarent transzarem
pH U.pH entre6e9 6,6 6,6 6,7 6,6 6,5 6,6
Temp. Agua °C 26 24 20 21 21 25
Temp. Ar °C 30 25 20 21 21 27
Parametro: Fisico-Quimicos
Absorb. no UV - 0,172 0,125 0,118 0,1 0,09 0,125
Aluminio Dissolv. mg/L max. 0,1 *0,3 *0,2 *0,22 0,06 <0,1 *0,12
Céadmio Total mg/L méx. 0,001 < 0,0001 0,0002 < 0,0001 i <0,002 <0,0001 <0,0001
Chumbo Total mg/L méax. 0,01 0,004 0,003 0,004 <0,01 < 0,002 < 0,002
Cloreto Total mg/L max. 250 5,2 8,2 6,1 6,6 3,1 6
Cobre Dissolv. mg/L méx. 0,009 < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,009 < 0,009
CcOoD mg/L 3,77 5,31 8,53 5,02 3,68 5,02
Condutividade uS/cm 104 130 105 110 78 101
Cor Verdadeira mg Pt/L max. 75 25 26 18 21 12 25
Cromo Total mg/L max. 0,05 < 0,002 < 0,002
DBO (5,20) mg/L max. 5 <2 <2 <3 <2 <2 <2
Fendis Totais mg/L méx. 0,003 < 0,002 < 0,002 < 0,002 < 0,003 < 0,003 < 0,003
Ferro Dissolv. mg/L méx. 0,3 *0,31 *0,51 *0,38 *0,64 <01 *0,48
Fosforo Total mg/L max. 0,1 *0,12 0,07 0,1 *0,16 0,07 0,03
Manganés Total mg/L max. 0,1 0,05 0,07 0,08 *0,15 0,04 0,08
Mercdrio Total mg/L max. 0,0002 < 0,0002 < 0,0002 < 0,0002 < 0,0002 < 0,0002 < 0,0002
N. Amoniacal mg/L max. 3,7 0,11 0,19 0,18 0,19 0,13 0,26
Niquel Total mg/L méx. 0,025 < 0,008 < 0,008 < 0,008 < 0,008 <0,02 <0,02
Nitrato mg/L max. 10 0,31 0,31 0,44 0,69 0,36 0,41
Nitrito mg/L max. 1 0,011 0,032 0,023 0,038 0,016 0,055
NKT mg/L 0,65 0,63 0,49 0,77 0,31 0,88
oD mg/L minimo 5 *4 *4 *4,9 *4,3 *4.8 *3,6
Oleos e graxas mg/L <10 <10 <10 <10 <10 <10
Pot. Form. THM ug/L 583 273 381 409
Sol. Dissolv. mgiL méx. 500 136 152 120 86 118 <50
Total
Sol. Total mg/L 156 162 138 98 130 98
Sol. Volatil Total mg/L 66 20 38 28 66 <50
Subst. Tensoat. mg/L méx. 0,5 <0,01 0,25 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Sulfato Total mg/L max. 250 18 21 14 15 12 15
Turbidez UNT max. 100 49 15 24 14 17 22
Zinco Total mg/L max. 0,18 < 0,008 < 0,008 < 0,008 < 0,008 0,03 <0,02
Parametro: Microbiolégico
Coli Termo UFC/100 mL  mé&x. 1000 * 5400 * 2500 700 * 3200 * 4800 * 2800
Parametro: Ecotoxicolégico
Toxicidade nao toxico nao téxico nao toxico
Parametro: Hidrobiolégicos
Clorofila-a pg/L max. 30 0,3 0,27 1,07 0,53 0,8 <0,1
Feofitina-a po/L 1,37 1,23 0,43 0,78 1,07 2,25

Nota: Codigo do ponto: 00SP0269SPARB02490; Classe: 02; Ano: 2008; UGRHI: Paraiba do Sul; Local:
rio Paraiba do Sul na captacdo da Sabesp em Taubaté. (*) Nao atendimento aos padrdes de qualidade da
resolugdo CONAMA 357/05. (i) Conformidade indefinida quanto ao limite da classe, devido a analise

laboratorial ndo ter atingido os limites legais. UFC — Unidade Formadora de Colénia.

Fonte: Cetesb (2008).
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4. CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel detectar a existéncia de um potencial genotoxico decorrente da
presencga de substancias toxicas na agua do rio Paraiba do Sul no local e épocas amostradas.
Embora para a pesquisa tenham sido utilizadas duas amostras apenas, sugere-se interferéncia
sazonal.

Devido a importancia em se preservar os recursos naturais, em especial este importante
rio brasileiro, fazem-se necessarios estudos de biomonitoramento de modo a auxiliar e
contribuir com redes de monitoramento e agdes de manejo.
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