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RESUMO - Este estudo teve por objetivo avaliar a citogenotoxicidade de amostras de agua do
Rio Tieté por meio do sistema teste Allium cepa. Bulbos de Allium cepa foram expostos por 48 horas
a amostras de agua coletadas no municipio de Salesopolis-SP (nascente do rio), em Mogi das
Cruzes-SP e na cidade de S&o Paulo (Ponte da Vila Maria, Ponte das Bandeiras e Ponte dos
Remeédios). Apos o periodo de exposicdo, foram preparadas laminas contendo células meristematicas
das extremidades radiculares, a partir das quais se contabilizou a ocorréncia de alteracdes nucleares
(micronucleos e deformacdes nucleares). Houve formacao significativa de alteragBes nucleares em
guatro das cinco amostras. Apenas na amostra proveniente de Salesopolis ndo houve constatacao
destas alteracdes. A amostra proveniente da Ponte das Bandeiras, na cidade de S&o Paulo, foi a
responsavel pelo maior nimero de alteragBes nucleares observadas. Constatou-se, assim, a
citogenotoxicidade de amostras de agua do Rio Tieté coletadas desde antes do trecho urbano da
cidade de Sé&o Paulo sobre células meristematicas radiculares de Allium cepa.
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Citogenicity of samples of the Tieté river on root meristem cells of Allium
cepa

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the genotoxicity of Tieté River water samples using
the Allium cepa test system. Bulbs of Allium cepa were exposed for 48 hours to water samples
collected in the city of Salesopolis-SP (east of the river), in Mogi das Cruzes-SP and in the city of Sdo
Paulo (Vila Maria, Bandeiras and Remédios bridges). After the exposure period, slides were prepared
with meristem cells of the tips of the roots, from which the occurrence of nuclear alterations
(micronuclei and nuclear deformations) were recorded. There were significant nuclear alterations in
four of the five samples. These alterations were not observed only in the samples from Salesépolis.
The sample from Bandeiras bridge, in the city of S&o Paulo, showed the largest nhumber of nuclear
alterations. Therefore, genotoxicity of water samples collected from Tieté River before it passes the
city of S&o Paulo was confirmed on root meristem cells of Allium cepa.
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Citogenotoxicidade de amostras de dgua do Rio Tieté em células meristematicas radiculares de Allium
cepa

INTRODUGCAO

O Rio Tieté nasce no municipio de Salesépolis, SP, na Serra do Mar, a 1027 m de
altitude. Apesar de estar a apenas 22 km do litoral, ndo consegue vencer as escarpas da
Serra do Mar. Por isso, ao contrario da maioria dos rios que correm para 0 mar, esse fio
segue para o interior e percorre 1.100 km pelo interior do Estado de Sao Paulo até desaguar
no lago formado pela barragem de Jupid, no rio Parana, no municipio de Trés Lagoas, ha
divisa com o Mato Grosso do Sul. Muitas das maiores cidades paulistas ficam a margem ou
muito perto do rio Tieté. Durante seu percurso banha 62 municipios ribeirinhos e seis sub-
bacias hidrogréficas (British Council 2008).

O Tieté nem mal se forma e ja encontra a regido mais industrializada e populosa do
Brasil, a Regido Metropolitana de S&o Paulo, onde comeca a receber toneladas de lixo e
esgoto até chegar a cidade de S&o Paulo completamente sujo. ApOs passar pela capital, o
Rio Tieté continua recebendo a poluicdo de rios e corregos que desaguam nele (British
Council 2008).

Dentre os poluentes lancados no Tieté, encontram-se diversas substancias téxicas, tais
como metais pesados, pesticidas, descargas industriais e compostos organicos, o que
resulta em niveis variaveis de qualidade, niveis estes geralmente baixos principalmente em
areas ocupadas por industrias ou de grande densidade demogréfica (Rodgher et al. 2005).
Muitas dessas substancias tém reconhecida acdo mutagénica sobre os organismos.

De acordo com o Relatério de Qualidade das Aguas Superficiais da Cetesb (Cetesb
2012), substancias com potencial mutagénico presentes na superficie das aguas do Tieté
podem ser provenientes de residuos industriais ou esgoto urbano. Além disso, os poluentes
também chegam ao rio através de aguas pluviais que transportam residuos quimicos
utilizados na agropecudria e também por descarga acidental de substancias no rio ou em
seus bragos. O conhecimento do potencial citogenotoxico de compostos presentes no meio
ambiente € uma informagéo essencial para as agéncias regulatérias, no que se refere ao
estabelecimento de riscos para o homem e o ambiente (Kolling et al. 2006).

Existem diferentes formas de se averiguar o potencial citogenotoxico de poluentes. Uma
delas consiste na observacdo de micronucleos formados em células expostas a essas
substancias. Os micronucleos, que correspondem a fragmentos cromoss6micos acéntricos
ou cromossomos inteiros que ndo completam a migracdo anafasica da divisdo celular,
podem ser detectados mediante técnicas simples de coloracéo, aparecendo no citoplasma
como pequenos fragmentos basofilos (Arias et al. 2007). Em estudos dessa natureza é
necessario que a amostra biolégica submetida a agua contaminada esteja em constante
divisdo mitética, objetivando uma melhor identificacdo de alteracbes ocorridas ao longo de
um ciclo celular. Nesse contexto, o sistema teste de Allium cepatem sido amplamente
empregado (Arias et al. 2007, Bagatini et al. 2007, Silva et al. 2011).

Vérios outros motivos justificam a escolha do teste de Allium cepa para avaliagdo do

potencial citogenotoxico de dguas contaminadas, além do fato de esta espécie apresentar
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células em constante divisdo mitdtica. Dentre eles, pode-se ressaltar a facilidade de
obtencdo do material biolégico a ser testado e a rapidez em se obter resultados
experimentais. De acordo com Odeigah et al. (1997), o teste de Allium cepa € efetivo como
bioindicador para qualidade da agua de grandes rios. Nesse tipo de teste, as pontas das
raizes, que sao as primeiras partes da planta expostas a contaminantes, sao analisadas em
nivel microscopico quanto a taxa de alteragfes nucleares.

Ivanova et al. (2008) ressaltam a importancia, nos contextos ambiental, social e de
saude publica, de estudos que caracterizem o problema do despejo de grandes quantidades
de poluentes associados a efeitos mutagénicos e carcinogénicos, especialmente
responsaveis pelo aumento dos casos de mutacbes cromossémicas e formacdes de
tumores malignos no homem. Nesse sentido, é importante que tais poluentes sejam
constantemente monitorados e avaliados para que se mantenham ou possam alcancar
niveis de qualidade aceitaveis.

O governo do Estado de Sao Paulo tem investido recursos financeiros em um programa
de despoluicdo do Tieté (Sabesp 2012). Este tipo de programa requer, além de tratamento
dos efluentes, um monitoramento constante da qualidade das aguas do rio. Por se tratar de
um rio que atravessa zonas agricolas, industriais e urbanas, o despejo intencional ou
acidental de agentes quimicos diversos vai se constituir sempre em uma ameaga a
integridade genética dos organismos e ao restabelecimento da vida no rio.

Considerando o exposto acima, esta pesquisa teve por objetivo a avaliacdo do potencial
citogenotoxico das aguas coletadas em diversos pontos do Rio Tiéte, dentro e fora da

cidade de Séo Paulo, SP, utilizando como organismo-teste a espécie Allium cepa.

MATERIAL E METODOS

Para realizagdo dos ensaios analisados no presente trabalho, foi efetuada uma coleta de
amostras de agua, durante o primeiro semestre de 2012 (estagdo chuvosa), em cinco
pontos distintos do Rio Tieté: Salesdpolis (nascente do rio), Mogi das Cruzes, Ponte da Vila

Maria, Ponte das Bandeiras e Ponte dos Remédios (Figura 1, Tabela 1).
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Figura 1. Mapa da regido de coleta de amostras de agua do rio Tieté
Fonte: http://www.xumbury.com.br/imagens/pdf-mapariotiete.pdf (adaptado)

Com excecdo de Salesopolis, onde a agua foi coletada diretamente por imersao de um

galdo de 20 L, as amostras de agua foram obtidas com o uso de um balde de plastico

amarrado a uma corda. Apdés imerso totalmente na agua, o balde era icado e a agua

armazenada em galdes de 20 L. Todas as amostras de agua foram utilizadas na mesma

semana da realizacéo da coleta.

Tabela 1. Localizacdo dos cinco pontos de coleta de amostras de agua do rio Tieté

Pontos de coleta Localizacao
Salesépolis (SP): Parque das 23°34'17,1”S
Nascentes do Rio Tieté 45°44’9,5"0

Mogi das Cruzes (SP): Ponte
proxima ao Clube Nautico
Mogiano

Séo Paulo (SP): Ponte da Vila
Maria

S&o Paulo (SP): Ponte das
Bandeiras

Sao Paulo (SP): Ponte dos
Remédios

23°30'48,42"S
46°12’11,65"0

23°31’38,19”S
46°35’48,60"0

23°31°08,91”S
46°37°48,53"0

23°31’12,68”S
46°44'48,80"0

Em cada uma das amostras foram expostos, por um periodo de 48 horas, dois bulbos

de Allium cepa. Apds esse periodo, foram removidos pequenos fragmentos das
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extremidades das raizes formadas, de aproximadamente 3 mm de comprimento cada,
contendo os meristemas radiculares. Esses fragmentos radiculares foram colocados por 24
horas em fixador Carnoy (solugédo de &lcool etilico e acido acético na proporgéo de 3:1).
Posteriormente, os fragmentos foram transferidos para uma solucao de &lcool etilico a 70%
e mantidos em geladeira até serem analisados.

Para a preparacdo das laminas, os meristemas foram imersos em HCI| 1N por 20
minutos. Em seguida foram transferidos para uma lamina onde se adicionaram 3 a 4 gotas
de corante azul de toluidina a 0,2% (Coutinho 2008). Com a laminula posicionada sobre 0s
meristemas, foi feito 0 esmagamento dos mesmos por suave compressao de uma pin¢a
sobre a laminula. As laminas foram analisadas em microscépio 6ptico com aumentos de
400x e 1000x. Para cada bulbo foi montada uma lamina.

Em cada lamina, procedeu-se a contagem de células com micronicleos (MN) e
deformagfes nucleares (DN). O total de células radiculares analisadas variou conforme a
amostra (Tabela 2). As comparacdes estatisticas das diferencas numéricas entre as
amostras foram feitas a partir do teste exato de Fisher para proporgdes, com o auxilio do
software Minitab®. A amostra proveniente de Salesépolis, por se tratar da nascente do rio,

constituiu-se no grupo controle.

RESULTADOS
Foi observada a formacdo de MN e DN em células meristematicas expostas a 4 das 5
amostras coletadas (Figura 2). A amostra de agua proveniente de Saleso6polis, nascente do
Rio Tieté (amostra controle), foi a Unica em que ndo se observou nenhuma dessas
alteracdes. Diversos tipos de DN foram observados, principlamente brotos nucleares e

ndcleos com bordas irregulares.

Figura 2. Células meristematicas radiculares de Allium cepa expostas a amostras de agua do Rio
Tieté. A. Nucleos deformados (setas) ao lado de nucleos normais; B. Micronucleo; C.
Broto nuclear. Aumentos de 1000x.
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Tabela 2. Numeros de células analisadas, de micron(cleos e de nucleos deformados observados em
raizes de Allium cepa expostas a amostras de agua do Rio Tieté. As frequéncias relativas
de microndcleos e nicleos deformados encontram-se entre parénteses

Numero de , Numero de
. Nuamero de ,
Amostras células micronticleos nicleos
analisadas deformados
Salesopolis 435 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Mogi das Cruzes 664 10 (1,5%) 30 (4,5%)
Ponte da Vila o o
Maria 485 8 (1,6%) 16 (3,3%)
Ponte das
) 444 9 9
Bandeiras 73 (16,4%) 26 (5,9%)
Ponte dos
S 4 0 9
Remédios 93 20 (4,1%) 10 (2,0%)
Total 1493 111 (7,4%) 82 (5,5%)

As frequéncias de MN e DN por amostra estdo apresentadas na Tabela 2 e no grafico da
Figura 3. As quantidades de MN e de DN observados nas células expostas as amostras de
agua provenientes de Mogi das Cruzes e das pontes da Vila Maria, das Bandeiras e dos
Remédios foram estatisticamente significativas quando comparadas ao grupo controle.

As raizes expostas as amostras de agua de Mogi das Cruzes e da Ponte da Vila Maria
mostraram proporcdes estatisticamente similares de MN (1,5% e 1,6%, respectivamente) e
de DN (4,5% e 3,3%, respectivamente). Em cada uma dessas amostras, a propor¢édo de DN
foi significativamente maior que a de MN. Com relagdo a amostra da Ponte dos Remédios,
essas duas amostras apresentaram significativamente menos MN e mais DN (Figura 3). As
propor¢cdes de MN e de DN para a amostra da Ponte das Bandeiras foram significativamente

maiores que todas as demais (16,4% e 4,1%, respectivamente).

18% - *kk
16%
14%
12%
10%

0,
8% B MN

6% ODN

4%
2%

0%

Salesépolis Mogi das Ponte da Ponte das Ponte dos
Cruzes Vila Maria Bandeiras Remédios

Pontos de coleta de agua

Figura 3. Frequéncias relativas de microntcleos (MN) e deformag6es nucleares (DN) em células
meristematicas de Allium cepa expostas as amostras de agua do rio Tieté.
(**p < 0,05 e ***p < 0,001 em relacéo ao controle; letras diferentes indicam diferencgas estatisticas significativas)
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DISCUSSAO

O sistema teste de Allium cepa revelou o potencial citogenotéxico de amostras de agua
do Rio Tieté, uma vez que a formagdo de MN e DN em quatro das cinco amostras foi
significativa. A presenca de MN, especificamente, tem sido considerada por diversos autores
como uma forma efetiva e simples de se verificar os efeitos mutagénicos promovidos por
substancias quimicas (Leme; Marin-Morales 2009). Isso se deve ao fato de que os MN
resultam de danos celulares ndo reparados e que se tornam evidentes nas células-filhas
apos a divisao celular.

Do mesmo modo, alteracdes nucleares caracterizadas por modificacdes morfolégicas no
nucleo interfasico estdo associadas a alteragcdes cromossomicas induzidas pelos agentes
guimicos. Por exemplo, a formag&o de brotos nucleares, tais como aqueles observados no
presente trabalho (Figura 2C), pode resultar da eliminacdo de material genético excedente
originado por processos de poliploidizagéo induzidos pela exposi¢do aos poluentes (Leme;
Marin-Morales 2009). ModificagBes nucleares como as lobulacdes e outras irregularidades
no contorno nuclear (Figura 2A) indicam citotoxicidade que leva ao processo de morte
celular (Fernandes et al. 2007, Leme et al. 2008).

Outras aplicacbes desse sistema teste em amostras de aguas provenientes de rios
poluidos ja foram efetuadas. Barbério (2009) e Barbério et al. (2009) encontraram resultados
diferentes dos apresentados no presente trabalho em suas analises das aguas do Rio
Paraiba do Sul, também situado no Estado de S&o Paulo. Nesses estudos, ndo foram
registradas deformacdes nucleares tais como as observadas no presente trabalho, e a
frequéncia observada de MN néo foi significativa. No entanto, os autores relatam alteractes
no indice de mitoses e no crescimento das raizes, 0 que atesta a citotoxicidade dessas
aguas.

Em outro estudo similar realizado por Amaral et al. (2007) no Rio Tapanhon, também
situado no Estado de S&o Paulo, novamente ndo se registrou a formagdo de MN ou DN,
ocorrendo apenas alteracdo no indice de mitoses, que se tornaram aumentadas apos
exposi¢cdo as amostras de 4gua. A auséncia de MN e DN nas células radiculares de Allium
cepa nestes dois estudos sugere que deve haver uma diferenca qualitativa e/ou quantitativa
na composicado de poluentes despejados nestes dois rios paulistas em relacdo ao que se
efetua no trecho do Rio Tieté estudado no presente trabalho.

A composicdo de poluentes existentes nas aguas do Tieté ndo foi diretamente
identificada neste estudo, mas foi possivel ter acesso a informacdes sobre esses poluentes
a partir do Relatério de Qualidade das Aguas Superficiais no Estado de Sdo Paulo (Cetesb
2012). De acordo com esse relatério, a qualidade do Rio Tieté, baseada no IQA (indice de
Qualidade das Aguas), € boa nas proximidades da nascente. O mesmo relatorio afirma que
no periodo chuvoso de 2012, o rio apresentou qualidade regular e ruim em Mogi das
Cruzes, com turbidez elevada e ocorréncia de toxicidade aguda. A jusante da Regi&o

Metropolitana de Sédo Paulo, a qualidade das aguas foi considerada péssima, havendo

ASA, S&o Paulo, v. 1, n. 1, p.26-35, Set./Dez. 2013. 32



Citogenotoxicidade de amostras de dgua do Rio Tieté em células meristematicas radiculares de Allium
cepa

registro da presenca de metais como chumbo e niquel. De acordo com Egito et al. (2007),
metais potencialmente toxicos resultantes de certas atividades agricolas e industriais estdo
entre os contaminantes ambientais mais comuns, e alguns desses metais, como o Ni e o Cr,
séo reconhecidamente genotoxicos.

Mortatti et al. (2010) estudaram as concentracdes de metais pesados em sedimentos de
fundo ao longo da bacia do rio Tieté. Em Mogi das Cruzes, 0s autores registraram auséncia
de poluicdo pela maioria dos metais estudados, com excecdo do Zn, cuja poluicdo foi
considerada moderada. No trecho médio da bacia, apés o rio ter sofrido forte influéncia
urbana da capital paulista, principalmente relacionada aos efluentes domésticos e industriais
despejados no rio, 0s autores reportaram concentracdes moderadas Cr, Cu e Ni e elevadas
concentracdes de Zn.

Estudos de citogenotoxicidade das aguas do rio Pitimbu, na cidade de Natal, RN, foram
conduzidos por Egito et al. (2007) utilizando o sistema Allium cepa. Assim como o Tieté, o
Pitimbu também recebe efluentes domésticos e industriais. As autoras registraram efeitos
citotoxicos e genotoxicos das amostras de agua provenientes de diversos pontos do rio
Pitimbu e discutem a ocorréncia de tais efeitos como consequéncia das concentracdes
elevadas de metais toxicos (Zn, Pb, Cu, dentre outros). Muito possivelmente essa também
seja a causa de boa parte dos efeitos citogenotdxicos registrados no presente trabalho.

Entretanto, ndo se podem descartar os efeitos de outros pardmetros cujos valores
encontram-se alterados nas aguas do rio Tieté. De acordo com a Cetesb (2012), a partir de
Mogi das Cruzes passam a ser observadas, no Tieté, alteracbes na condutividade, na
turbidez nas concentracdes de nitrato, nitrogénio amoniacal e fésforo e na taxa de oxigénio
dissolvido, além da elevada presenca de bactérias (Escherichia coli). Barbério et al. (2009)
discute a possibilidade de efeitos citotoxicos associados a niveis elevados de E. coli nas
aguas do Rio Paraiba do Sul.

Pode-se afirmar, portanto, que as aguas do rio Tieté no trecho estudado apresentam
uma complexa mistura de poluentes, muitos deles notérios pelo potencial citogenotoéxico.
Uma das grandes vantagens dos ensaios que utilizam bulbos de Allium cepa é exatamente
a utilidade desse sistema teste no monitoramento dos efeitos citogenotoxicos sinergisticos
originados da mistura complexa de poluentes encontrada em aguas contaminadas de certos
rios (Egito et al. 2007, Barbério et al. 2009).

E interessante notar as variacbes nos efeitos citogenotoxicos registradas no presente
estudo. Os niveis de citogenotoxicidade das aguas entre Mogi das Cruzes e a Ponte da Vila
Maria sdo muito semelhantes, como se pode observar pelas propor¢cbes similares de
formacdo de MN e de DN nas raizes de Allium cepa expostas a essas amostras. No trecho
seguinte do rio, entre a Ponte da Vila Maria e a Ponte das Bandeiras, ha uma elevacéo
substancial dos efeitos citogenotoxicos, que decaem no proximo trecho, entre a Ponte das
Bandeiras e a Ponte dos Remédios. Nao foi possivel estabelecer uma explicacao plausivel

para essas variacdes, 0 que podera ser feito futuramente a partir de novos estudos.
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CONCLUSAO

O sistema teste de Allium cepa se mostra como método eficiente de avaliacdo da
citogenotoxicidade de amostras de agua do rio Tieté, especialmente em seu trecho que
atravessa a Regido Metropolitana de Sdo Paulo. Os resultados confirmam a existéncia de
efeitos citogenotoxicos a partir de amostras de agua coletadas em Mogi das Cruzes, 0s
quais se intensificam em um trecho do rio situado nas imedia¢cdes da Ponte das Bandeiras.
Possivelmente tais efeitos citogenotoxicos resultam de uma complexa interagdo dos
diversos poluentes de origem doméstica e industrial que séo liberados no Tieté no trecho
urbano da cidade de S&o Paulo.
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