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RESUMO
A contaminacgdo dos varios ambientes por meio da agdo antrdpica pode resultar em
consequéncias drasticas para a biota. Nas Ultimas décadas, os efeitos antropicos
advindos do aumento das populacfes humanas na regido litordnea precisam ser
avaliados de forma mais eficiente. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o
potencial mutagénico e genotéxico de efluentes coletados em vertedouros localizados
nas praias dos municipios de Cidreira e Tramandai, RS, Brasil, através do sistema
teste em Allium cepa (cebola). Foram coletadas amostras de agua em dois
sangradouros de Cidreira e de Tramandai, nos turnos manha e tarde, nos meses de
marco e setembro de 2015, compreendendo as estacdes de verdo e inverno,
respectivamente. Posteriormente as amostras foram levadas ao laboratério onde
bulbos de cebolas foram postos a germinar nas aguas coletas afim de testar a seu
efeito no meristema aplical das cebolas através do método proposto por FISKESJO
com a adaptacdo sugerida por MENEGUETTI et al. A andlise consistiu na
guantificacdo de microndcleos e outras alteragdes nucleares, como brotos nucleares,
células binucleadas, atrasos cromossémicos e pontes anafasicas e telofasicas. Foram
feitas também andlises fisico-quimicas das aguas afim de correlaciona-las aos
resultados obtidos com a microscopia. A citotoxicidade foi estimada pelo célculo do
indice mitético. Os resultados apontam que todos os sangradouros de Tramandai (P1
e P2), e um vertedouro de Cidreira (P1) apresentam potencial mutagénico na estacao
de verdo, em comparacdo com o sistema controle. Constatou-se ainda, diferenciacao
no index mitético das raizes tratadas com todos os efluentes coletados no verdo em
relacdo ao controle. As andlises fisico-quimicas demonstraram que existe grande
aporte de matéria organica nos efluentes. Isso reforca a ideia de que o potencial
citotoxico dos sangradouros é superior na estacdo de verdo, quando a zona costeira
recebe maior impacto, oriundo da ocupacdo humana. Sendo a zona costeira de
extrema importancia para diversas espécies, e tendo em vista os danos que os efeitos
antropicos podem causar a estes ambientes, sugere-se que estudos futuros de
monitoramento ambiental, de mutagenicidade e citotoxicidade sejam realizados, afim
de acompanhar as mudancas ambientais que ocorrem na face de praia em nosso

litoral.

Palavras chave: Mutagenicidade. Microntcleo. Sistema Teste em Allium cepa. indice

Mitotico. sangradouros.



ABSTRACT

Contamination of various environments by human activities can result in drastic
consequences for biota. In recent decades, anthropogenic effects caused by
increasing human populations in the coastal region need to be evaluated more
efficiently. This study aimed to assess the mutagenic potential spillways located on the
beaches of the municipalities of Cidreira and Tramandai, RS, Brazil, through the test
system in Allium cepa (onion). Water samples were collected in two spillways of
Cidreira and Tramandai in morning and afternoon shifts, in March and September
2015, including summer and winter samplings, respectively. Subsequently the samples
were brought to the laboratory where onion bulbs were placed to germinate in water
collected in order to test for mutagenicity via the method proposed by FISKESJO with
the adjustment suggested by Meneguetti et al. The analysis consists of the
guantification of micronuclei and other chromosomal abnormalities, such as nuclear
buds, binucleated cells, chromosomal delays and anafasicas and telofasicas bridges.
Also they were made, physico-chemical analysis of the collections, in order to correlate
the results obtained. Cytotoxicity was estimated by calculating the mitotic index. The
results show that all spillways Tramandai (P1 and P2), and a spillway Cidreira (P1)
have mutagenic potential in the summer season, compared to the control system. It
was found further differentiation in mitotic index of the roots treated with all effluents
collected in the summer compared to the control system. The physico-chemical
analyzes showed that there is a high input of organic matter in the effluent. This
reinforces the idea that the cytotoxic potential of spillways is higher in the summer
season, when the coastal area receives greater impact, arising from human
occupation. It is the coastal area of utmost importance for several species, and in view
of the damage that anthropogenic effects can cause these environments, it is
suggested that future studies of environmental monitoring, mutagenicity and
cytotoxicity are performed in order to monitor environmental changes occurring on the

beach face in our coast.

Keywords: mutagenicity. Micronucleus. Test system in Allium strain. Mitotic index.

spillways.
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1 INTRODUCAO

A zona costeira apresenta uma grande diversidade de nichos ecoldgicos, por
tratar-se de uma regido de interface entre os ecossistemas marinhos e terrestres.
Segundo Vooren e Brusque (1999) a zona costeira é responséavel pela provisdo de
habitats para uma grande variedade de espécies que fazem usos de recursos nesses
locais.

Nas ultimas décadas, os efeitos antrOpicos advindos do aumento das
populacbes humanas permanentes ou sazonais na regido litoranea precisam ser
avaliados de forma mais eficiente. Muitas mudancas ambientais ocorreram devido a
utilizacdo de nossas tecnologias e urbanizacdo. A contaminacéo dos varios ambientes
por meio da acao antropica pode resultar em consequéncias muitas vezes irreversiveis
para a biota. Dessa forma, todos 0s organismos gue interagem com esse ambiente
estdo sujeitos a modificagcdes gendmicas decorrentes da poluicdo (PERON; CANESIN;
CARDOSO, 2009).

Apesar das mutagbes serem processos naturais que atuam na evolucéo das
espécies, quando aumentadas por influéncia de elementos naturais ou artificiais, a
curto prazo, tornam-se prejudiciais, ja que perturbam o desenvolvimento e a fisiologia
extremamente complexos dos organismos (ALBERTS et al. 2002). Dessa forma,
alteracbes nos indices de divisdo celular e/ou na estrutura do DNA podem ser
extremamente prejudiciais as células, podendo dificultar processos indispensaveis a
vida, como replicacdo e transcricdo do DNA, assim como causar aberracdes
cromossbmicas e mudancas no material genético. A deteccdo da presenca de
elementos mutagénicos e seus efeitos nos organismos sao importantes no estudo do
impacto que eles podem trazer as populacbes animal e vegetal (COSTA; MENK,
2000).

Organismos testes sdo empregados em metodologias de laboratorio
altamente padronizadas, cujos resultados sdo também altamente reprodutiveis. Estas
metodologias tém sido amplamente utilizadas no monitoramento da qualidade da agua
(MACHADO, 2013). Allium cepa possui alta sensibilidade & contaminagéo que passa
despercebida por testes fisico-quimicos, mesmo quando misturas complexas, como
esgotos, sdo testadas. E recomendado para uma avaliacéo rapida de genotoxicidade

de efluentes, podendo ser usada como padrdo em monitoramentos ambientais, a fim
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de buscar a localizacdo da fonte contaminadora, identificando também influéncias de
baixa concentracdo de substancias genotéxicas e citotoxicas (DE OLIVEIRA;
VOLTOLINI; BARBERIO, 2011). Uma substancia pode ser considerada mutagénica
guando esta possui efeito toxico que danifica, especificamente, o material genético da
célula, ocasionando mudancas no DNA ou nos cromossomos. A mutagenicidade
guimica de uma substéncia pode ser avaliada por diversos modos de agéo, tais como:
reacao direta com o DNA do nudcleo; incorporacéo do DNA durante a replicacéo celular;
interferéncia na divisdo celular mitética ou meidtica, decorrendo em diviséo incorreta
e presenca de anormalidades e micronucleos nas células. J& a avaliacdo da
citotoxicidade de uma substancia permite observar os efeitos toxicos ou anti-
proliferativos da amostra teste em culturas celulares (MATSUMOTO, 2006).

A formacdo de fragmentos de material genético, denominados de
micronucleos, € um dos parametros mais utilizados na bioindicacdo de substancias
mutagénicas. Micronucleos surgem em decorréncia da atividade de agentes
clastogénicos, que causam quebras cromossdomicas. A genotoxicidade estuda esses

agentes, que induzem a leséo a nivel célula e molecular (BERCES et al., 1993).

1.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho buscou avaliar os efeitos mutagénicos e genotoxicos em
células meristematicas de Allium cepa cultivadas em efluentes coletados em
vertedouros localizados nas praias dos municipios de Cidreira e Tramandai, nas

estacOes de verdo e inverno.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para alcancar o objetivo proposto foram estabelecidos os seguintes objetivos

especificos:

a) determinar a quantidade de alteragBes nucleares em 1000 células
meristematicas de Allium cepa germinadas nas amostras dos
vertedouros;

b) verificar se ha significancia estatistica na quantidade de anormalidades
entre as amostras de uma coleta e o sistema controle e entre as coletas

de verao e inverno;
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c) avaliar se ocorre diferencas na quantidade de alteracbes nucleares e
cromossOmicas nos diferentes turnos amostrados (manha e tarde);

d) avaliar a qualidade da agua com a utilizacao de dados fisico-quimicos;

e) comparar os dados fisico-quimicos entre os diferentes sangradouros,
nos diferentes turnos (manha e tarde) e diferentes estacdes (inverno e
verao);

f) correlacionar os resultados fisico-quimicos com as avaliages

mutagénicas
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2. A ZONA COSTEIRA DO RIO GRANDE DO SUL

Zona Costeira pode ser definida como o espaco delimitado pela interface entre
0 oceano e o continente, ou seja, € a faixa terrestre que sofre influéncia maritima, bem
como a faixa maritima que recebe influencia terrestre (RODRIGUEZ; WINDEVOXHEL,
1998). J& para a Comisséao Interministerial para os Recursos do Mar, a Zona Costeira €
definida como espaco geogréafico de interacdo entre mar, terra e ar, incluindo seus
recursos renovaveis ou nao, abrangendo uma faixa maritima e outra terrestre (CIRM,
2001)

A zona costeira do Rio Grande do Sul é caracterizada por uma linha de costa
retilinea, com orientacdo Nordeste-Sudoeste, tendo a frente sucessbes de corddes
litoraneos regionalmente conhecidos como barreiras. Esses corddes s&o ainda
recorbertos por extensos campos dunares em muitos pontos, que progradam sobre
banhados e conjuntos de lagoas e lagunas costeiras (VILLWOCK; TOMAZELLI,
1995). Com cerca de 640 km de costa, a associacdo entre a morfologia da plataforma
continental, o regime de micromaré e a altura significativa de ondas (em torno de 1,5
m), faz com que o litoral galcho seja um exemplo de barreira dominada por ondas.
Com excecdo de Torres, que possui formacdo rochosa composta por arenitos,
basaltos e sequencias Vulcano-clasticas, que conferem protecédo a dinamica costeira,
as praias ao longo da costa do RS séo totalmente expostas e desprotegidas dessa
dindmica, sendo predominantemente compostas de areia fina de quartzo,
apresentando baixa declividade, com poucos cuspides praiais (CALLIARI; TOLDO JR;
NICOLODI, 2006). A presenca de poucas desembocaduras fluviais e lagunares
fixadas pela antropizacao introduzem alteracdes locais nos padrdes morfodinamicos,
tornando as praias mais dissipativas, em decorréncia do aposte de sedimentos mais
finos em suas adjacéncias (VILLWOCK; TOMAZELLI, 1995).

Outra feicdo muito comum em praias dissipativas dominadas por ondas séo
as dunas frontais, que séo definidas como corddes paralelos a linha de praia, formadas
logo apdés o pés-praia. Sdo formadas quando sedimentos, quase sempre de
granulometria fina, sdo transportados pelo vento e ficam depositados no local, quando
estes encontram alguma barreira, geralmente representada pela vegetacao. Outra

feicdo caracteristica na costa do RS sé@o os sangradouros, que sdo cursos d"agua de
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pequena escala, que desempenham papel fundamental na drenagem da regiao
costeira e remobilizacdo de sedimentos da area das dunas e zona de estirancio
(CALLIARI et al., 2005).

Praia pode ser considerada como uma acumulagdo de sedimentos
inconsolidados, que se estendem entre a zona mais proxima de quebra de ondas com
o limite de espraiamento de ondas de tempestades e de marés sobre o continente,
sendo a Ultima de importancia secundaria, se estendendo até feicbes que alteram a
fisiografia, como campos de dunas frontais ou falésias (HOEFFEL, 1998). Uma praia
pode ser definida de diversas formas, mas sob qualquer conceituacdo, um fato
inegavel é a sua crescente importancia ambiental, seja como lazer ou ainda, como
reconexao do ser humano com o planeta terra. As praias podem ser consideradas
elementos chave no planejamento turistico de uma regido, uma vez que sao o principal
destino turistico (NICOLODI, 2002). Nos ultimos anos, tem crescido o investimento do
Brasil nas regides costeiras, e com isso, vem aumentando a populacdo residente
nessas regioes.

A ocupacéo da costa do RS esteve restrita ao acesso portuario até o final do
século XIX. Antes deste periodo a ocupacdo no estado foi mais desenvolvida no
extremo sul, devido ao canal da Laguna dos Patos, local onde atualmente encontra-
se o0 Porto de Rio Grande. Isso ocorreu devido as peculiaridades morfolégicas da
costa, por ser desabrigada da acdo das ondas e possuir uma plataforma continental
rasa. O processo de ocupacao da Planicie Costeira do RS é recente, porém acelerado
e basicamente focado na regido definida como Litoral Norte, pela Fundagao Estadual
de Protecdo Ambiental-FEPAM (KUERTEN, 2008).

O Litoral Norte (Figura 1) abrange 19 municipios (de Balneéario Pinhal até
Torres), com economia predominantemente associada a atividades turisticas de
veraneio. Isso confere a regido caracteristicas de grande variacdo sazonal da

populacéo e intensa urbanizacado (FEPAM, 2002).
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Figura 1: Municipios do Litoral Norte do RS

Aglomeragao Urbana do Litoral Norte

Fonte: METROPLAN

Elaboragio: SEPLAG/DEPLAN - 05/2011

Fonte: FEPAM, 2002.

A aceleracao na ocupacao do litoral norte comecou a ocorrer em 1960, devido
a construgdo das principais vias de acesso, como RS-040 (ligando Porto Alegre e
regido metropolitana a Cidreira e regides vizinhas) e BR-116, também conhecida como
Freeway (ligando Porto Alegre as demais praias do litoral Norte). Essa facilidade de
acesso causou uma ocupacao desenfreada na Zona Costeira, causando impactos
diretos na orla. Alguns dos efeitos de impactos ocorridos pelo processo de ocupacao
desenfreado podem ser vistos atualmente, como remoc¢do de dunas frontais,
urbanizacdo da orla, impermeabilizacdo do solo, construcdes irregulares e

contaminacao de balnearios e lencol freatico (KUERTEN, 2008).

2.1 SANGRADOUROS E O SANEAMENTO BASICO

Ao longo da costa do RS existem poucas descargas fluvio-lagunares
importantes (DE FIGUEIREDO; CALLIARI, 2005). Porém observa-se grande
guantidade de sangradouros que realizam parte da drenagem da planicie costeira
propiciando escoamento as aguas pluviais e que sao coletadas nas depressoes e
banhados localizados entre corddes litoraneos, assim como em locais de pouco relevo,
geralmente localizados apds dunas frontais (PEREIRA DA SILVA; CALLIARI,

1997). Acredita-se que esses pequenos cursos d"agua podem afetar a regido entre o

campo de dunas mais interiores e a face de praia, levando em consideracdo seus
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processos relativos a erosao, transporte e deposicdo de sedimentos, de forma a
causar desestabilizacdo de dunas frontais, levando esses sedimentos para a zona de
surfe e deriva litoranea (PEREIRA DA SILVA, 1998).

Apesar de sangradouros serem cursos d’agua naturais, que resultam da
drenagem pluvial acumulada no campo de dunas, o estado poluidor destes, ocorrera
em caso de interferéncia antropica, pela liberacdo de esgoto e demais efluentes na
drenagem pluvial, que é direcionada ao oceano (DE FIGUEIREDO& CALLIARI, 2005).
LigagBes clandestinas de esgotos domeésticos a sangradouros sdo comumente
encontrados no Litoral Norte, em praias cuja a concentracdo de sangradouros €&
elevada.

A qualidade dos ecossistemas aquaticos tem sido a mais prejudicada, em
ambito mundial, devido a grande variedade de residuos que sado produzidos e
lancados no meio ambiente, dentre os quais, muitos possuem grande potencial toxico
(MARQUES; MORAES; MAURAT-1985). Uma das principais caracteristicas dos
ecossistemas aquaticos, é a interacdo entre os fatores quimicos, fisicos e bioldgicos.
A poluicdo organica nesses ecossistemas € comum, seja ela advinda de atividades
agropecuérias, industriais ou domésticas. A matéria organica € naturalmente
degradada pela acao de microrganismos. Porém, se a quantidade de matéria organica
presente no efluente exceder a capacidade de gradacdo do sistema, ela tende a se
acumular no ambiente (MARQUES; MORAES; MAURAT;-1985).

A presenca de esgotos vinculado a sangradouros nas praias dos municipios
de Cidreira e Tramandai se da por inumeros fatores, como inexisténcia de sistema de
coleta e disposicéo de efluentes domésticos gerados nessas regides, a presenca de
cérregos afluindo ao mar, o aumento da populacao durante os periodos de veraneio,
a fisiografia das praias, a ocorréncia de chuvas e as condi¢cdes de micromaré (ARNAIZ,
1997). A coleta de esgoto cloacal por rede publica nesses municipios ocorre em
pequena proporcdo, ainda predominando nas habitacdes as instalacbes sanitarias
conectadas a fossas sépticas. O sistema de fossa, filtro e sumidouro é visto como
econdmico e eficiente na eliminacdo de efluentes domésticos, desde que apresente
manutencdo e limpeza periodicas, além de solos compativeis ao processo de
esgotamento cloacal (STROHARCKER, 2007).

De acordo com a Companhia Riograndense de Saneamento (CORSAN) sera
feita a ampliagdo do sistema de esgotamento sanitario no municipio de Tramandai,

com implantacdo de redes coletoras e de estacbes de bombeamento, além de
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ligacdes prediais. Planejam também realizar a implantacdo e ampliacdo da Estacédo
de Tratamento de Esgoto (ETE), pretendendo que o indice de tratamento de esgoto
passe a ser 50% no municipio. O municipio de Cidreira também tera sua rede de
esgotos substituida pela CORSAN, além de realizar uma ampliacdo na estacdo de
bombeamento e de tratamento de esgotos. Porém, até que essas mudancas ocorram,
a descarga de efluentes continuard sendo motivo de preocupacdo para 0S
ambientalistas, uma vez que pode vir a causar um desequilibrio ambiental por meio

da contaminacéo da linha de praia e bioacumulacdo em organismos que ali habitam.

2.2 QUALIDADE AMBIENTAL SEGUNDO A LEGISLACAO

Um padréao de qualidade ambiental € um limite (definido por leis, normas ou
resolucdes) para perturbacdes ambientais, em particular, da concentracédo de residuos
e poluentes, que determina a maxima degradacdo que pode ser permitida ao meio
ambiente. A normativa brasileira, sobretudo as Resolu¢cdes do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), fornece marcos legais para subsidiar o controle e
monitoramento de padrbes referentes aos temas ambientais, como ar, agua, solo,
biodiversidade, entre outros.

A legislacdo ambiental no Brasil ainda é muito ampla. Isso pode ser
comprovado ao compararmos os limites de poluentes ambientais, principalmente
aguaticos, que sdo permitidos em paises da Europa e EUA, com as quantidades
permitidas em nosso pais (que s&o superiores, permitindo indices maiores de
poluentes). Além de terem uma fiscalizacdo pouco efetiva e minima efetividade de
medidas mitigadoras em questdes de degradacdo ambiental (GOULART; CALLISTO,
2003).

Nas ultimas décadas, todos 0s ecossistemas - principalmente os aquaticos-
tém sofrido alteracdes significativas em funcdo de multiplos impactos advindos de
atividades antropicas, como mineracdo, constru¢cdo de represas e barragens,
retilinizacdo e desvio de cursos naturais de rios, langamento de efluentes domésticos
e industriais n&o tratados, uso inadequado do solo e desmatamento, superexploracao
de recursos pesqueiros, introducdo de espécies exoticas, entre outros. Em
consequéncia de tais atividades, observa-se uma grande diminui¢cdo na qualidade da

agua, além da perda de biodiversidade aquética. Isso ocorre devido a destruigdo do
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ambiente fisico, quimico e alteracdo da dinAmica natural da comunidade biologica
(GOULART; CALLISTO, 2003).

Segundo a Resolucdo n.01 do CONAMA (BRASIL, 1986) impacto ambiental
pode ser definido como qualquer alteracdo das propriedades fisicas, quimicas e
biologicas do meio ambiente, resultante de atividades antropicas que, direta ou
indiretamente, afetem a salde, a seguranca e o bem-estar da populacéo, as atividades
sociais e econdmicas, a biota, as condi¢des estéticas e sanitarias do meio ambiente e
a qualidade dos recursos ambientais. A qualidade da &gua passou a ser
regulamentada a partir da Resolucédo n.357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente-
CONAMA (BRASIL, 2005). Essa Regulamentacédo classifica as aguas e determina
seus parametros fisicos e quimicos toleraveis, buscando controlar a disposi¢do de
poluentes no meio em niveis que n&do tragam riscos aos organismos (BARBERIO et
al., 2009). Contudo, existe a preocupacdo de que mesmo em niveis de tolerancia
estabelecidos, ocorra efeitos genotoxicos significativos em organismos que habitam
esses ambientes aquaticos (MATSUMOTO et al., 2006).

A avaliacdo de impactos ambientais em ecossistemas aquaticos tem sido
realizada através de medicbes em alteragdes nas concentracbes de variaveis
guimicas, fisicas e microbioldgicas (geralmente investigando a presenca de coliformes
totais e fecais). Porém, as comunidades bioldgicas refletem a integridade ecoldgica
total do ecossistema (integridade quimica, fisica e bioldgica), unindo todos os
diferentes efeitos causados nos seres vivos, pelos agentes impactantes, propiciando

um medida agregada dos impactos (BARBOUR et al., 1999).

2.3 BIOINDICADORES E A QUALIDADE AMBIENTAL

As comunidades bioldgicas- principalmente as aquaticas- sao formadas por
organismos que possuem adaptacdes evolutivas de acordo com determinadas
condicbes ambientais do meio que habitam, bem como apresentam limites de
tolerancia a diferentes alteragfes dessas condi¢cdes (ALBA-TERCEDOR, 1996).
Assim, 0 monitoramento biolégico torna-se uma importante ferramenta na avaliacdo
de respostas destas comunidades bioldgicas a modificacdes nas condi¢des originais
do ambiente.

O biomonitoramento € principalmente realizado atraves da aplicacdo de

diferentes protocolos de avaliacédo, indices multimétricos e biologicos, tendo como
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base a o0 uso de indicadores bioldgicos de qualidade da agua e do habitat. Os métodos
mais utilizados envolvem o levantamento e avaliacdo de modificacdes na riqueza de
espécies e indices de diversidade, abundancia de organismos resistentes, perda de
espécies sensiveis, medidas de produtividade, sensibilidade a concentracdo de
toxinas (ensaios ecotoxicoldgicos), entre outros (BARBOUR et al., 1999).
Geralmente, a avaliagdo de impactos ambientais tem se concentrado nos
efeitos de toxinas emitidas por fontes pontuais sobre a saude humana (KARR; CHU,
1997). A avaliagdo preliminar de riscos ecoldgicos, € realizada através do
monitoramento ambiental de ecossistemas em risco. Porém, em funcdo da grande
diversidade de impactos sobre esses ecossistemas, 0 controle ambiental deveria
envolver uma abordagem integrada, envolvendo todas as diferentes areas de
indicagdo de qualidade ambiental, como anélises quimicas, fisicas, microbiolégicas,

comunidades bioldgicas naturais, bem como ensaios de ecotoxicidade.

2.4 ALLIUM CEPA COMO BIOINDIDADOR

A antropizagdo tem ocasionado a liberagdo indiscriminada de agentes
poluidores, como efluentes domésticos, industriais e agrotoxicos, que possuem alta
carga de matéria organica, bem como substancias eutrofizantes e carcinogénicas
(ARAUJO et al., 2001). A contaminagdo dos varios ambientes por meio dessa
contaminacao pode ocasionar efeitos muitas vezes irreversiveis nos ecossistemas.

Todos os organismos que estdo em interagdo com o meio ambiente, estdo
sujeitos a sofrerem influencia desse meio e, essa influéncia, por sua vez, pode vir a
ocasionar mudancas gendémicas nesses seres (MINISSI;LOMBI, 1997). Modificacbes
no indice mitético ou na estrutura do DNA sao algumas das alteracdes que podem ser
ocasionadas por poluentes, e que sédo extremamente prejudiciais as células, uma vez
gue podem prejudicar processos vitais, como duplicacdo do DNA e transcrigdo génica.
Também podem ocasionar mutacdes genéticas e aberragcdes cromossdmicas,
podendo levar ao desenvolvimento de processos cancerosos ou morte celular
(COSTA; MENK, 2000).

Impactos causados por agentes toéxicos no ambiente e satde humana, por vezes, ndo

sdo observados e medidos diretamente, e, por este motivo, precisam ser analisados através

de metodologias de detecc¢ao eficientes (SILVA; FONSECA, 2003). Os bioensaios feitos com
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plantas sdo considerados bastante eficientes, por conta da grande sensibilidade das plantas,
e da simplicidade na preparacéo dos testes (PERON; CANESIN; CARDOSO, 2009).

Estes testes tém sido avaliados por instituicdes internacionais, como a United
Nations Environmental Program (UNEP), World Health Organization (WHO) e US
Environmental ProtectionAgency (USEPA), pela sua eficiéncia no monitoramento dos
efeitos genotdxicos e mutagénicos induzidos por poluentes (GRANT, 1999).

Allium cepa (cebola) é vista como um importante organismos- teste de
mutagenicidade (MORAIS; QUINZANI-JORDAO, 2002). Este sistema tem sido muito
utilizado na avaliacdo do potencial citotéxico e mutagénico de efluentes, e considerado
bastante eficiente na deteccdo de alteracdes no indice de divisdo celular (indice
mitético) e presenca de aberracfes cromossdmicas, em resposta a agentes presentes
nos poluentes. A eficiéncia desse sistema € devida as caracteristicas do organismos,
como a cinéticas de proliferacdo, ao rapido crescimento de raizes, ao grande nimero
de células em divisdo, a sua alta tolerancia a diferentes condi¢des de cultivo, a sua
disponibilidade durante todo o ano, pelo seu facil manuseio e por possuir
cromossomos em menor nimero (2n- 16) (FISKEJO, 1994).

O sistema de Allium cepa fornece dois tipos de informac8es sobre toxicidade.
Em escala macroscopica, pode-se observar a formacdo de tumores, avaliar o
crescimento de raizes e a presenca de raizes torcidas. A nivel microscépico, a analise
da taxa de divisédo celular pode ser definida pelo indice mitético. Também é possivel
observar e avaliar alteracbes cromossdmicas, que ocorrem principalmente nas fases
de metéafase e anafase, além da formacdo de micronucleos, como indicadores de
anormalidades no DNA (MORARCA et al., 2000).
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2.5 AVALIACAO DA ACAO MUTAGENICA EM ESTUDOS AMBIENTAIS

Os seres vivos estdo frequentemente expostos a agentes ambientais que
podem induzir modificacdes quimicas no DNA. Estas modificacbes na estrutura do
DNA sao prejudiciais as células, pois podem prejudicar processos vitais, como
duplicacdo do DNA e a transcricdo génica. Também podem causar mutaces e
aberracdes cromossémicas, alteracdes estas que podem levar ao desenvolvimento de
processos cancerosos e morte celular (COSTA; MENK, 2000). Por causarem lesfes
no material genético e serem potencialmente geradores de tumores em seres
humanos, esses agentes sdo conhecidos como genotdxicos ou carcinogénicos. A
presenca destes agentes no ambiente vem sofrendo um crescente aumento devido as
atividades humanas, seja a rural, industrial ou urbana (COSTA; MENK, 2000). Todos
0S 0organismos possuem mecanismos que reparam, revertem, ou ao menos toleram a
persisténcia da lesdo. O reparo por excisdo de nucleotideos (NER-
nucleotideexcisionrepair) € uma forma de reparo geral,que reconhece e remove
lesdes que distorcem a dupla hélice em processo multi-enzimatico (PETIT; SANCAR,
1999). Depois do reconhecimento, o segmento de DNA ao redor da lesédo é removido,
formando uma lacuna, que posteriormente é reenchida por meio da polimerizacéo de
uma nova fita, usando como molde a fita ndo danificada e sua posterior ligacéo
(COSTA; MENK, 2000).

2.5.1 Teste de micronucleo (MN)

Um parametro muito utilizado na bioindicacdo é a formacao de micronucleos,
gue nada mais sdo, do que fragmentos de material genético. Estes fragmentos
ocorrem devido a atividade de agentes clastogénicos. Agentes clastogénicos sao
aqueles gue induzem quebras cromossdémicas (BERCES et al., 1993). O sistema de
reparo do DNA é bastante afetado por ions metalicos que promovem danos na
estrutura gendbmica, formando micronucleos e “blebs” celulares, estes ultimos
caracteristicos de apoptose (STOHS et al., 2000).

O teste de micronucleos em raizes de Allium cepa (cebola), € considerado um
dos melhores métodos utilizados para estudos de biomonitoramento relacionado aos
efeitos mutagénicos (GAVRONSKI, 2008). Este ensaio avalia, pela presenca de

porcdes de cromatina intracitoplasmatica, a possibilidade de indugcédo de quebras ou
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de perda de cromossomos inteiros, caracterizando, dessa forma, o potencial
mutagénico do agente estudado (MACHADO, 2013).

O micronucleo consiste em uma pequena por¢ao citoplasméatica de cromatina,
gue possui forma oval ou redonda, localizada perto do ndcleo. Sua formacao resulta
de uma lise (quebra) na molécula de DNA, dias ou semanas ap0és a acdo de agentes
mutagénicos, quando as células da camada basal da raiz estdo em divisdo (STICH;
ROSIN, VALLEJERA, 1984). Portanto, sédo constituidos de fragmentos de crométides
ou cromossomos acéntricos ou aberrantes que ndo foram incluidos no nacleo principal
apos a finalizagdo da divisdo mitética (STICH; ROSIN, 1983). Assim, micronucleos
refletem a incidéncia de eventos genotdxicos sobre organismos vivos (BELIEN et al.,
1995).

2.5.2 Indice de aberrag6es cromossémicas

Uma ferramenta muito utilizada em estudos de avaliagdo mutagénica é o teste
de aberracbes cromossdmicas (MACHADO, 2013). Esse teste é baseado na
citogenética classica, sendo um dos poucos métodos diretos utilizados para mensurar
mutacdes em sistemas expostos a mutagenos ou carcinégenos potenciais (RANK et
al., 2002).

Aberracgfes interfasicas (como microndcleos, brotos celulares e células
binucleadas) e mitdticas (como atrasos cromossdmicos e pontes anafasicas e
telofasicas) sdo exemplos de alteracées cromossémicas que podem ser consideradas
evidencias de efeitos mutagénicos, promovidos por agentes clastogénicos (que
promovem quebras no DNA) ou aneugénicos (que induzem aneuploidias ou

segregacéo cromossomica anormal) (VIDAKOVIE-CIFREK et al., 2002).
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2.5.3 indice mito6tico (IM)

Para analises cromossdémicas mitdticas o meristema radicular de plantas € o
mais utilizado, por apresentar maior volume celular e crescimento rapido. Além disso,
as pontas das raizes possuem a capacidade de absorver mais rapida e facilmente as
solugbes onde sdo mergulhadas, deixando mais sensiveis aos constituintes das
solucbes (GUERRA; SOUZA, 2002).

Modifica¢des no indice mitotico de culturas celulares podem indicar diferentes
causas e danos, de acordo com as diversas substancias as quais as raizes estdo
submetidas. indices mitéticos significativamente menores em relacdo ao controle
negativo indicam alteracbes provenientes da acdo de substancias quimicas no
crescimento e desenvolvimento das raizes expostas. Ja indices maiores, resultantes
do aumento da divisdo celular, podem indicar prejuizos as células, levando a
proliferacdo desordenada e, podendo ocasionar a formacdo de tumores (LEME;
MARIN-MORALES, 2009).
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3 AREA DE ESTUDO

As amostras foram coletadas em sangradouros, localizados nas praias dos

municipios de Cidreira e Tramandai (Figura 2), RS, Brasil.

Figura 2: [Localizacdo dos municipios de Cidreira e Tramandai, RS]
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3.1 AMOSTRAGENS NO MUNICIPIO DE CIDREIRA

As coletas foram realizadas em dois sangradouros, localizados no municipio
de Cidreira, RS, Brasil. O primeiro sangradouro amostrado (Ponto 1) (Figura 3) esta
localizado nas coordenadas 30° 10° 33,8” Sul e 50° 12" 7,4”" Oeste. Ja o segundo
sangradouro amostrado (Ponto2) esta localizado nas coordenadas 30° 10°23,3"" Sul
e 50°1274,1”" Oeste (Figura 4).
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Figura 3- [Localizacdo dos sangradouros amostrados no municipio de
Cidreira
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O primeiro sangradouro (Ponto 1) esté localizado proximo a guarita de salva-
vidas 181. E formado por um canal artificial que liga corpos d’agua costeiros e
efluentes domésticos a beira da praia. No seu entorno, encontram-se residéncias e
bares a beira-mar. O vertedouro € bem desenvolvido, provocando determinada erosao
na costa, chegando até o mar. O local é utilizado indevidamente como depdsito de
residuos de materiais de construcdo. No local, além dos residuos de construcéo, havia
também residuos urbanos em geral, como sacos plasticos, garrafas, latas de
refrigerante, entre outros.

Figura 3- Primeiro sangradouro amostrado em Cidreira (Ponto 1)

Fonte: O autor, 2015
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O segundo sangradouro amostrado em Cidreira (Ponto 2) era bastante similar
ao primeiro, porém, era mais bem desenvolvido. Formado por dois canais artificiais,
gue eram abastecidos com agua de corpos d’agua costeiros e efluentes domésticos
dos arredores. Na localidade eram observadas residéncias. O vertedouro também era
utilizado irregularmente como depoésito de residuos de construgéo. A regido onde o
canal artificial se encontra ocupa um espaco originalmente ocupado por dunas
frontais. E possivel ainda, observar uma camada mais escura no sedimento, indicando

gue o corpo hidrico recebe altas cargas de matéria organica.

Figura 4 —Segundo sangradouro amostrado em Cidreira (Ponto 2)
g = AR R "‘u——'

Fonte: O autor, 2015

3.2 AMOSTRAGENS NO MUNICIPIO DE TRAMANDAI

Foram realizadas amostragens em dois sangradouros localizados na praia do
municipio de Tramandai (Figura 5), RS, Brasil. O primeiro vertedouro amostrado
(Ponto 1) localiza-se nas coordenadas 29° 59’ 33” Sul e 50° 7’ 35” Oeste. O segundo
vertedouro amostrado (Ponto 2) localiza-se nas coordenadas 29° 59’ 42,7” Sul e 50°
0,7° 39,2” Oeste.
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Figura 5- [Localizacdo dos sangradouros amostrados no municipio de
Tramandai
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Fonte: Google (2015)

a guarita de salva-vidas 146. O sangradouro se formava por meio de quatro canais
artificiais, que partiam da parte inferior do calgadédo, a beira-mar. Era observavel que
o efluente possuia mau cheiro e coloracdo escurecida. Em seu entorno encontra-se
bares e o calcaddo. No momento da coleta, pequenos peixes foram observados no

vertedouro.

Figura 6: Primeiro sangradouro amostrado em Tramandai (Ponto 1)

Fonte: O autor, 2015
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O segundo vertedouro amostrado localizava-se proximo a guarita de salva-
vidas 148 de Tramandai. Este era menos desenvolvido, e partia de um canal artificial,
construido na parte inferior do calcaddo. Em seu entorno localizavam-se bares, ao
passo que ndo havia a presenca de dunas frontais, pois estas foram removidas para
a construcdo do calcaddo. No vertedouro foi possivel observar a presenca de lodo se
formando no solo, junto & ocorréncia de limo. O sangradouro apresentava alteracées

de coloracéo (esverdeado e escuro) e de odor.

Figura 7- Segundo sangradouro amostrado em Tramandai (Ponto 2)

Fonte: O autor, 2015

4 MATERIAL E METODOS

A avaliacdo de mutagenicidade e genotoxidade foi realizada através do
método de Allium cepa, proposto por FISKESJO, com adaptacdo sugerida por
MENEGUETTI et al. Foram ainda realizadas analises fisico-quimicas, a fim de dar
suporte as investigacdes bioldgicas.

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Para a avaliacdo da acdo mutagénica dos sangradouros de Cidreira e
Tramandai, foram utilizados 36 bulbos de Allium cepa (cebola)

4.2 AMOSTRAGENS

As amostras foram coletadas em marco e setembro de 2015, compreendendo

as coletas de verao e inverno, respectivamente. As amostragens seguiram os padrées
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estabelecidos pela NBR 98971 e NBR 98982. Portanto, seguindo as normas, as coletas
foram realizadas em 2 turnos diferentes, com intervalo de 8h entre cada amostragem,
compondo um total de 2 amostras por vertedouro, por estagdo do ano.

As amostras de agua foram coletadas na desembocadura dos canais,
pretendendo-se obter o efluente “in natura”, evitando-se alteracdes que pudessem
ocorrer devido as interacdes com o meio (como contato com a areia da praia, residuos
ou rochas). As coletas foram realizadas utilizando-se frascos plasticos esterilizados.
Apoés a coleta, os frascos eram mantidos em refrigeracdo até o momento de serem
analisadas e utilizadas no teste. No momento da coleta, eram coletados os dados de
pH e temperatura da agua.

4.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Para as andlises quimicas foram utilizados kits comerciais para agua doce e
salgada (Sera™). Foram realizadas analises de oxigénio dissolvido (OD), nitrito
(NO2-), nitrato (NO3-), amobnia toxica (NH3), fosfato (POass-), ferro (Fe) e cobre (Cu).
No momento da coleta foram coletados os dados fisicos de pH e temperatura da 4gua,
com a utilizacdo de pHmetro e termémetro, respectivamente.

Os testes foram realizados no Laboratério de Estudos Sobre Alteracdes
Celulares e Teciduais do Departamento de Ciéncias Morfologicas (Instituto de
Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul), localizado
em Porto Alegre conforme as instru¢des do fabricante. A leitura dos resultados era

feita com base em tabelas de cores, também parte integrante dos testes.

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

2ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 9898: Preservacio e técnicas de
amostragem de efluentes liquidos e corpos receptores. Rio de Janeiro: ABNT,1987.
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Figura 8- Realizacéo de analises fisico-quimicas

Fonte: O autor, 2015

4.4 CULTIVO E PREPARACAO DE LAMINAS

Para avaliar a acdo mutagénica, foram utilizados 36 exemplares de Allium
cepa (18 por estacdo do ano), pequenos, uniformes, ndo germinados, saudaveis, de
mesma origem, adquiridos em um mercado no municipio de Porto Alegre. As raizes
secas foram removidas, e 16 bulbos foram postos a germinar nas aguas coletadas,
sobre béqueres de 50 ml, com suas partes inferiores mergulhadas nas &aguas
coletadas. O sistema teste foi reservado para germinacao das raizes, protegidos de
luz solar direta. Para cada amostra de efluente (4 vertedouros, manha e tarde,
totalizando 8 amostras de agua) foram utilizadas 2 réplicas. O sistema controle foi
constituido por 2 bulbos germinando em agua destilada. Dessa forma, totalizando 18
bulbos por estacao.
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Figura 9- Cultivo de A. cepa e preparacdo de laminas

Fonte: O autor, 2015

As raizes eram coletadas quando atingiam um comprimento de 0,5a 3 cm, e
logo apds, eram lavadas com 4gua destilada. Apds a coleta de raizes, utilizando-se
lupa, a ponta das raizes, correspondente ao meristema apical, era retirada e colocada
em tubos plasticos contendo HCl a 1 mol/L. Logo apds, os tubos eram submetidos a
banho-maria, por 10 min, a 60°C, para que a hidrdlise fosse realizada. Apds o banho-
maria, as raizes eram resfriadas em agua corrente. Por fim, era realizado o esfregaco
das raizes em laminas histolégicas. Ap6s a secagem das laminas em temperatura
ambiente, estas eram coradas, utilizando-se o Kit Pandtico Rapido LB. Este kit
composto por trés diferentes corantes (triariimetano a 0,1%, xatenos a 0,1% e
tiazinhas a 0,1%). As laminas eram mergulhadas 2 vezes em cada um dos corantes,
seguindo a sequéncia descrita anteriormente, e, ao fim da coloracdo, eram lavadas
com agua deionizada (pH 7,0). Por fim, as laminas eram secas a temperatura

ambiente para posterior andlise.
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4.5 AVALIACAO DAS LAMINAS

A avaliacdo das aberracbes cromossémicas constitui na observacdo de
alteracdes interfasicas e mitéticas. A contagem foi realizada em microscopia otica, pelo
método de varredura, com objetiva de 40x e ocular de 10x, tendo um aumento de
400x. Foram avaliadas 1000 células por amostra, totalizando a contagem de
18.000 células, sendo dois sangradouros por municipio, com amostras de manha e

tarde, nas duas estacdes do ano, mais as laminas controle.
4.5.1 ALTERACOES INTERFASICAS (Al)

Intérfase € chamado o periodo em que a célula ndo esta em divisdo. As
alteracdes interfasicas observadas foram micronucleos (MN), células binucleadas(BN)
e brotos nucleares(BR). Era reconhecido como micronlcleo as células que
possuissem um pequeno corpusculo, que deveria obedecer aos seguintes critérios:
(a) o corpusculo deveria ter contorno regular, oval ou redondo e estar dentro do
citoplasma da célula; (b) sua coloracdo deveria ser semelhante a do nucleo principal;
(c) seu diametro deveria ser menor que 1/3 do didmetro do nucleo principal; (d) deveria
estar no mesmo plano de foco do ndcleo principal; (e) estar separado ou
marginalmente justaposto ao nucleo principal, de modo que haja identificacdo clara do
limite nuclear de ambos os nucleos (MACHADO, 2013). Brotamentos foram
identificados quando haviam anormalidades no nucleo principal da célula, como
nucleos alongados ou com protuberancias. Células binucleadas foram contabilizadas
guando eram observadas células possuindo dois nucleos de tamanhos similares, ao
invés de um.

Figura 10- Alteracdes interfasicas

A B C

'

Fonte: O autor, 2015

Nota: A- célula binucleada, B- microntcleo; C- broto nuclear
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4.5.2 ALTERACOES MITOTICAS (AM)

Alteracdes mitéticas sdo anormalidades que ocorrem em diversas fazes da
mitose (MI) (quando os cromossomos estdo condensados e realizando a divisao
celular). Foram consideradas alteragbes como pontes anafasicas (PA), pontes
telofasicas (PT) e atrasos cromossomicos (AC). Pontes anaféasicas e telofasicas
ocorrem nas fases de anéfase e telofase, respectivamente, em virtude da nao
separacdo de croméatides. Atrasos cromossdmicos podem ocorrer em virtude de
alterac6es nos microtubulos, e formam um emaranhado de cromatides (FERNANDES,
2005).

Figura 11- Alterag6es mitGticas

Toe

Fonte: O autor, 2015
Nota: A- ponte anafasica; B- ponte telofasica; C- atraso cromossémico

4.6 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Para determinar o efeito citotdxico, utilizou-se o calculo de indice mitotico (IM),
gue foi estabelecido pela relagdo entre o nimero de células em divisdo e 0 nimero
total de células analisadas. Para avaliar o IM foi realizada a seguinte equacao:
IM=NCM/NTC X 100, onde NCM corresponde ao nimero de células em mitose e NTC
ao numero total de células contabilizadas.

A partir dos valores obtidos na equacédo acima, € possivel avaliar o potencial

citotoxico das amostras, em inibir ou aumentar a proliferagao celular.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados obtidos entre os pontos de amostragem foi
realizada por ANOVA de uma via seguida pelo teste de DUNCAN, utilizando o
Software SPSS. A analise dos dados obtidos entre as coletas e entre os turnos de
coleta foi realizada através de teste-T para amostras independentes, utilizando-se o
teste de Levene para calcular a significancia. O nivel de significancia exigido foi de um
p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados observados nas analises fisico-quimicas dos efluentes, e na
leitura de laminas referentes as coletas realizadas em marco e setembro de 2015,
estdo representadas nas tabelas 1 e 2, respectivamente, como média * erro padrao
médio.
Tabela 1 — Resultado das andlises fisico-quimicas dos efluentes, referentes as coletas
de ver&o e inverno.

(@)
0 >
E ¢  OD  NOs- NO2- NHs  POus Fe Cu pH T
S E (ppm) (mg/L) (ppm)  (ppm)  (mg/L) (mg/L) (mg/L) (°C)
sV 11+ 6+ 05+ 35+ fi-: OaEe | Gie | ods | 2
< 0,577 0,058 0,058 0,058 0,058 0,006 0,035 0,058 0577
©
= 7+ 25+ 03+ 04+ 0,75+ 025+ 01+ 7,6+ 17,0+
a 0577 0577 0058 0058 0,006 0,006 0,058 0,058 0,058
V 6+ 6+ 0,5+ Gin 0,35+ 04+ 005+ 7,1+ 266+
3 0,058 0058 0,058 0,058 0,006 0,058 0,006 0,058 0,058
N — CU
S| 5 8+ 25+ 0,3+ 2+ 06+ 035t 01+ 7,7+ 19+
£ a 0577 0577 0058 0577 0058 0,006 0,058 0,058 0,577
| o V 11z 6+ ND 6,5+ 4+ 0,4+ 0,05+ 7,4+ 284+
S| < 0,058 0,058 0,058 0,577 0,058 0,006 0058 0,058
- S
g | 15+ 35+ 15+ 4,75+ 2+ 01+ 02+ 69+ 192+
N 0,058 0577 0,058 0,006 0577 0,058 0,058 0,058 0,058
V 3+ ND ND 1+ 4+ 05+ 005+ 7,2+ 279+
9 0,577 0577 0577 0,058 0,006 0,058 0,058
g | 35+  35% 1,2+ 3,5+ 2+ 01+ 01+ 7+ 187+
) 0,058 0577 0058 0058 0577 0,058 0,058 0577 0,058
o EC“ V 8+ 6+ 0,75+ e i 0,25+ 01+ 74+ 268+
o s 0577 0577 0,006 0577 0577 0,006 0,058 0,058 0,058
| 6+ 100+ 2,8+ 1,5+ 2+ 1+ 02+ 6,7+ 19,7+
0577 0577 0058 0058 0577 0577 0,058 0,058 0,058
()
T v 8 6+ 025+ 35+ 05+ 05+ 005+ 82+ 271+
g 0577 0577 0,006 0058 0,058 0,058 0,006 0,058 0,058
. o 8+ 70+ 1,75+ 5+ 15+ 035+ 0,1+ 69+ 10+
S 0577 0577 0006 0577 0058 0,006 0,058 0,058 0577
(]
= :f; V 8+ 6+ 1+ 35+ 036+ 018+ 04+ 75+ | 283=
51 £ 0577 0577 0577 0058 0,006 0,006 0,058 0,058 0,058
8 6+ 100+ 2,8+ 1,5+ 2+ 1+ 01+ 6,7+ 19,2+
0577 0577 0058 0058 0577 0577 0,058 0,058 0,058
()
©
3 Vv 8+ 6+ 0,75+ 35+ o0 0,18+ 01+ 74+ 2524+
o 0577 0577 0,006 0058 0577 0006 0,058 0,058 0,058
| 8+ 254+ 1,2+ 5+ 15+ 035+ 0,1+ 69+ 18,7+
0577 0577 0058 0577 0058 0,006 0,058 0,058 0,058

Fonte: O autor, 2015.
Nota: Quantidades expressas em: ppm (parte por milhdo) e mg/L (miligrama por litro). Onde,
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V (verdo);l (inverno). OD (oxigénio dissolvido); NOs- (nitrato); NO2— (nitrito); NHsz (amédnia); POas-
(Fosfato); Fe (Ferro); Cu (Cobre); T (temperatura.

Na leitura dos resultados, é possivel notar que as quantidades de OD foram
inferiores nas amostras do efluente Tramandai P2. Isso provavelmente se deve ao
grande aposte de matéria organica que o sangradouro recebe, fazendo com que sua
demanda de oxigénio aumente, para sua decomposicao (BIRUNGI et al., 2007).

O nitrogénio pode ser encontrado em efluentes, sob diversas formas, como
amonia, nitrito e nitrato, sendo cada uma das dessas formas, indicativa de
caracteristicas poluidoras. Quando uma amostra de agua apresenta valores de
nitrogénio amoniacal acima dos limites estabelecidos pela legislacao, significa que o
foco de poluicdo encontra-se proximo ao local de coleta. Porém, valores altos de nitrito
e nitrato, podem indicar que as descargas de poluicdo se encontram distantes do local
amostrado (CETESB, 2010). Com base nos valores apresentado na tabela anterior, é
possivel perceber que durante a estacao de inverno, as quantidades de nitrito e nitrato
sao superiores em relacéo as de verao, dessa forma, inferindo que durante o inverno,
a poluicdo se origina em um ponto distante do local de coleta. Ja no verdo, as
guantidades de aménia foram superiores a de inverno, demonstrando que durante
esse periodo, a geracao de poluentes se da proxima ao local de coleta, provavelmente
originada nos prédios e residéncias que cercam a orla. As quantidades de fosfato
foram superiores em Tramandai em relagdo a Cidreira.

O fésforo ocorre em efluentes devido as descargas de esgoto sanitarios,
industriais e agricolas (CETESB, 2010). As grandes concentracdes de fosfato podem
estar associadas com a eutrofizacdo, podendo acarretar no desenvolvimento de algas
e outras plantas (CARITA, 2010). O ferro presente na agua, pode indicar a presenca
de decomposicao de esgotos sanitarios e industriais. Metais como ferro e cobre podem
gerar toxicidade, uma vez que causam disturbio na divisdo celular, podendo inibir o
crescimento de A. cepa (FISKESJO, 1998). Observando a tabela, é notavel que o
aporte dessas trés substancias €, na maioria dos pontos amostrados, superior na
estacdo de verdo, em comparacdo com a de inverno.

Na andlise das laminas, as alteracdbes na morfologia nuclear foram
caracterizadas pela presenca de anomalias interfasicas (pontes anafasicas, pontes
telofasicas e atrasos cromossdmicos) e mitoticas (micronucleos, brotos nucleares e
binucleacao). O resultado das analises é apresentado na tabela 2, como média (M) +

erro padrdo médio (EPM).
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Tabela 2: Resultados obtidos na analise de laminas, referentes as coletas de verao e

inverno.
2
g ¢ 0D MO MO MH, POy Fe Cu pH T
g Ea {(ppm} (mgl) (ppm} (ppm) (mgl) (mgl)} (mgl) (C)
- ¥ 11z ft 05+ 35+ 1= 0,18 01 7.1 27+
E 0577 0058 0058 0058 0058 0006 0085 0058 0577
= T+ 252 0,32 04+ 075 025¢ 01 762 178+
a 0577 0577 0058 0058 00068 0006 0058 0058 0,058
v fix E+ 0.5+ 3= 035+ D4+ 005 7.1 266+
ﬁ 0058 0058 0058 0058 0008 0058 0006 0058 0,058
s = 2+ 254 0,34 2= 06: 035 012 7.7& 10+
Bl & 0577 0577 0058 0577 0058 0006 0058 0058 0577
m
E| @ V 112 A+ ND B 5t 4+ D4+ D005+ 74: 234+
E ﬁ 0,058 0,058 0058 0577 0058 0006 0053 0058
E | 1,52 352 1.5¢ 475z I+ 0.1 02: 88: 192+
by 0058 0577 0058 00D 0577 0058 0058 0058 0058
v Iz MD MD 1= 4+ 05t 005+ 7.2¢ 279+t
g 0577 0577 0577 0058 0006 0058 0,058
bl 35 352 1,24 3.5+ 2+ 0.1 01z 7+ 137+
[ 0058 0577 0058 ODS58 0577 0058 0058 0577 0,058
v 2= E+ 0.75¢% 2= 1+ D25+ 01 74 288+
- 0577 0577 00008 0577 0577 0006 0058 0058 0,058
i E | fit 100+ 283 1.5+ 2+ 1% 02+ B7: 197+
0577 0577 0058 ODS58 0577 0577 0058 0058 0,058
s V 2= E+ 0.26¢ 3.5+ 0.5 0.5+ 005+ 82+ 271t
g 0577 0577 0006 0058 0058 0058 0006 0058 0,058
= 1 2+ 70+ 175+ F= 1.5t 035+ 01: B808:  10:
H o 0577 0577 0006 O577 0058 0006 0058 0058 0577
| g V 8+ A+ 1+ 35+ 035+ 018 01: 75 233+
o g 0577 0577 0577 0058 0008 0006 0058 0058 0058
E | Az 100+ 282 1,5¢ I+ 1z 01: 87+ 192+
by 0577 0577 0058 0058 0577 0577 0058 0058 0058
s v Az £t 075t 3.5+ I+ 0,13 01 74: 252+
B 0577 0577 0006 ODS8 0577 0006 0058 0058 0,058
= | 2+ 254 1,24 F= 1.5+ 035+ 01= 68: 137+
o 0577 0577 0058 0577 0058 0006 0058 0058 0,058

Fonte: o A[Jtor, 2015.
Nota: Numero de ocorréncia em 1000 células observadas, onde: V (verao); | (inverno) e normalidades

apresentadas como MI (mitose); MN (micronucleo); BR (brotamento); BN (binucleacao); PA (ponte
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anafésica); PT (ponte telofasica); AT (atraso cromossdmico) e Outros (Outros tipos de alteragao nao

especificados).

Os resultados obtidos sugerem a ocorréncia de efeito genotoxico nos efluentes
sobre as células de A. cepa,uma vez que houve inducdo de microndcleos. A
ocorréncia de micronucleos é comumente interpretada como evidencia de danos
genéticos em decorréncia de mutagenicidade, podendo ainda, ser indicativo de efeitos
clastogénicos e aneugénicos (MACHADO, 2013).

Danos genéticos detectados neste estudo, como pontes anafasicas e
telofasicas, podem ser indicativos da presenca de substancias clastogénicas, que sédo
indutoras de quebras. Outras alteraces, como atrasos cromossémicos podem indicar
problemas no fuso mitético (VIDAKOVIC et al, 1993).

A figura 13 apresenta a média de célula alteradas (somando-se todos o0s tipos
de alteraces interfasicas e mitoticas) em um total de 1000 células observadas nos

turnos de manha e tarde, na estagéo de verao.

Figura 13- Grafico do niumero de células alteradas na estagdo de verao
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Fonte: O autor, 2015

Nota: Comparacdo entre o nimero de células com altera¢des (em um total de 1000 células),
nos turnos de manha (barra vinho) e tarde (barra laranja), na estacdo de verdo. P2 ndo
diferiu do controle, p=0,05. “a” diferiu, com p=0,022; “b” diferiu, com p=0,044; “c” diferiu, com
p=0,0422.
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A figura 14 é feita a comparacgéo entre o n° de células com altera¢gdes, nos
turnos de manha e tarde, na estacéo de inverno, em relacdo ao controle negativo.

Figura 14- Comparacéao entre o n° de células alteradas, nos turnos de manha
e tarde, na estacéo de inverno.
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Fonte: O autor, 2015
Nota: Comparacéao entre o nimero de células com alteragcées (em um total de 1000 células), nos
turnos de manha (barra azul) e tarde (barra verde), na estacéo de inverno. * Diferiu do controle, com

p=0,048.

Figura 15-Comparacéo entre o n° de células com altera¢gfes, em todos 0s
pontos amostrados e sistema controle
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Fonte: O autor, 2015
Nota: Comparacédo entre 0 nimero de células com altera¢des (em um total de 1000 células), nas
estacOes de verdo (barra azul) e inverno (barra rosa), em todos os pontos amostrados e sistema
controle. * Os controles de ver&o e inverno néo diferiram entre si. Todos 0s outros pontos diferiram

entre si e dos controles.
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7

Observando-se os graficos, € possivel perceber que a ocorréncia de
alteracdes celulares foi superior nas amostras de verdo, em comparagdo com as de
inverno. Todas as coletas realizadas no verdo (exceto Cidreira P2) tiveram diferenca
significativa em relacdo ao controle. Ja as de inverno, nao diferiram do controle, porém,
diferiram das amostragens de verdo, como demonstrado no ultimo gréfico. Isso reforca
a ideia de que a poluicdo que induz a esse tipo de alteracdo, € encontrada em maior
escala na estacdo de verdo. Isso provavelmente se deve a maior utilizacdo do
ambiente costeiro no veraneio e a falta de estrutura das cidades, em relacdo ao
suporte necessario para o acolhimento da populagédo sazonal.

A citotoxicidade de um composto pode ser determinada pelo aumento ou
diminuicdo do index mitético (IM) de células expostas (FERNANDES et al., 2007). IM
inferiores ao controle negativo podem indicar a presenca de agentes toxicos, que
comprometem o crescimento e o desenvolvimento dos organismos expostos. Ja IM
superiores ao sistema controle sdo resultantes de inducao de divisédo celular, podendo
levar a proliferacdo celular descontrolada até a formacdo de tumores. Assim, a
alteracdo no IM, seja aumento ou diminuicdo, pode ser um importante indicador da
acdo de compostos, e pode ser utilizado para indicar niveis de poluicdo ambiental
(HOSHIMA, 2002). Na figura 16, é feita a comparacdo entre o IM em cada ponto

amostrado, nas estacfes de verdo e inverno.
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Figura 16- Comparagéo entre o IM no sistema controle e nas amostragens de

verao e inverno.
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Fonte: O autor, 2015
Nota: Comparacéo entre o index mitético (IM) encontrado nas raizes de A. cepa, tratadas com os
efluentes e sistema controle, nas amostragens de verdo (barras laranjas) e inverno (barras azuis), em
cada ponto amostrado, onde “a” diferiu, com p= 0,007; “b” diferiu, com p=0,0001; “c” diferiu, com p=
0,0001; “d” diferiu, com p=0, 0001 “e” ndo diferiu, com p=1. As barras indicam o EPM (Erro Padrao
Médio) de cada amostra.

Na figura 17 € realizada a comparacédo do IM em todos os pontos, referentes a

estacdo de verdo, nos turnos manha e tarde.

Figura 17- Comparacao do IM nas amostras de verdo, em turnos de manha e tarde
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Fonte: O autor, 2015
Nota: Comparacédo do IM entre as amostras de verdo, nas amostragens dos turnos da manha (barra
rosa) e tarde (barra laranja) e controle. * Todos os pontos diferiram do controle, mas nédo entre si.
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Na figura 18 é retratado o IM em todos os pontos, nos turnos de manha e tarde,

referentes as amostragens realizadas no inverno, em comparacdo com o Sistema

controle.

Figura 18- Comparacao do IM nas amostras de inverno, nos turnos manha e tarde
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Fonte: O autor, 2015
Nota: Comparacéo do IM entre as amostras de inverno, nas amostragens dos turnos manha (barra

azul) e tarde (barra amarela). Os pontos néo diferiram entre si, ou do controle.

Como observado nos graficos, ocorreu aumento do IM das raizes tratadas
com os efluentes coletados no verdo, em relagéo ao controle negativo. Ja as raizes
tratadas com os efluentes coletados na estagéo de inverno, ndo demonstraram

diferenciacao significativa em relagédo ao controle.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicaram que todos os vertedouros de
Tramandai (P1 E P2) e um vertedouro de Cidreira (P1l) sdo potencialmente
mutagénicos na estacéo de verédo. Na estacdo de inverno, apenas um sangradouro de
Cidreira (P1) apresentou mutagenicidade significativa em relagéo ao controle. Isso se
deve a capacidade dos efluentes em promoverem alteracdes interfasicas (como
atrasos cromossémicos, pontes anafasicas e telofasicas) e mitdticas (como
micronucleos, brotos nucleares e células binucleadas) em células meristematicas de
Allium cepa. Constatou-se ainda, diferenciacdo no index mitético das raizes tratadas
com todos os efluentes coletados no verdo em relacdo ao sistema controle. Ja as
amostras coletadas no inverno, ndo demonstraram diferenca significativa do index
mitético. Todos os pontos apresentaram diferenca significativa em relacdo ao index
mitético, quando comparado o mesmo ponto nas duas estacdes, com excec¢do do
sistema controle, que n&o diferiu entre verdo e inverno, como esperado. As analises
fisico-quimicas demonstraram que existe grande aporte de matéria organica nos
efluentes. Demonstraram ainda, que as quantidades de nitrato e fosfato foram
superiores nas amostragens de inverno, enquanto que as quantidades de oxigénio
dissolvido, nitrito, amonia, ferro e cobre foram superiores no verao. Isso reforca a ideia
de que o potencial citotéxico dos vertedouros € superior na estacao de verdo, quando
a zona costeira recebe maior impacto, oriundo da ocupacdo humana.

Sendo a zona costeira de extrema importancia para diversas espécies, e tendo
em vista os danos que os efeitos antropicos podem causar a estes ambientes, sugere-
se que estudos futuros de monitoramento ambiental, de mutagenicidade e
citotoxicidade sejam realizados, ndo apenas nestes, mas em outros sangradouros,
afim de acompanhar as mudancas ambientais que ocorrem na face de praia em nosso

litoral.
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