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RESUMO

Ao longo dos anos, o rio Subaé na Bahia tem sido impactado por atividade industrial pelo
lancamento de efluentes toxicos em suas aguas. O presente estudo analisou os efeitos
citotoxicos e genotoxicos provocados pela dgua do trecho deste rio que banha o municipio de
Humildes-BA, utilizando o teste do Allium cepa. Amostras de agua foram obtidas em trés
pontos de coleta (PI, PII e PIII) para as analises de parametros fisico-quimicos. Bulbos de A.
cepa foram colocados por 72 h para germinacdo nas amostras de agua em triplicata. As
radiculas foram submetidas por 12-h a 4 °C, fixadas em Carnoy por 12-h e coradas com
técnica de Feulgen. Foram analisadas 6.500 células/tratamento. A citotoxicidade foi avaliada
pelo indice mitético (IM) e a genotoxicidade, por anormalidades cromossémicas (AC). Os
testes fisico-quimicos revelaram que Pl e PIIl apresentavam valores de OD, DBOs e DQO
alterados. O teste de toxicidade indicou que houve inibicdo do crescimento das raizes nos
pontos PI (10,3 %) e PII (10,6 %), quando comparados ao controle negativo (11,9 %). No PI,
foram encontrados 6,2 % de ACs, 6 % em Pll e 5,4 % em PIII, valores acima do controle
positivo (3 %), evidenciando o efeito genotdxico nos pontos estudados. A partir dos
resultados, pode-se inferir que as &guas do Rio Subaé podem conter substancias que
provavelmente estdo afetando o ciclo celular do A. cepa, sendo importante que outras analises
sejam realizadas em diferentes estacdes do ano, para melhor monitoramento das condicdes
ambientais locais.

Palavras-chave: anormalidades cromossémicas, ecotoxicologia, indice mitdtico, monitoramento
ambiental.

Cytotoxicity and genotoxicity in water of the Subaé River (Humildes,
Bahia, Brazil) using Allium cepa L. as a bioindicator

ABSTRACT

Over the years, the Subaé River in Bahia has been polluted by the discharge of toxic
industrial waste into its waters. This study used the Allium cepa test to investigate the
cytotoxic and genotoxic effects caused by the river water that that runs through the city of
Humildes-BA. Water samples were collected in three points (PI, PIl and PIII) for physical and
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chemical analysis. Onions bulbs were immersed in triplicate water samples for 72 h to induce
germination. The root tips were kept at 4 °C for 12-h, then fixed in Carnoy for 12-h and
stained using the Feulgen technique. We analyzed 6500 cells of each treatment. Cytotoxicity
was assessed by the mitotic index (MI) and genotoxicity by chromosomal abnormalities (CA).
The tests revealed that Pl and PII1 had DO values, BODs and COD changed. The toxicity test
indicated that root growth was inhibited by the water drawn from PI (10.3%) and PIl (10.6%)
compared to the negative control (11.9%). CAs were found in 6.2% of the cells relating to Pl,
6.0% relating to PII, and 5.4% relating to PIII, respectively. These values were higher than
those found in the positive control (3%), indicating a genotoxic effect at the points studied.
From the results, it can be inferred that the waters of the Rio Subaé may contain substances
that are probably affecting the cell cycle of A. cepa. It is important that other analyses be
conducted in different seasons, in order to better monitor local environmental conditions.

Keywords: chromosomal abnormalities, ecotoxicology, environmental monitoring, mitotic index.

1. INTRODUCAO

A 4gua é um elemento de extrema importancia para a dindmica de sobrevivéncia do
planeta. No entanto, diversos setores da industria lancam nos rios residuos oriundos de suas
atividades que sdo considerados toxicos por afetarem o equilibrio do meio ambiente,
prejudicando ndo somente a salde humana, mas também de animais e plantas (Ferreira et al.,
2012).

Em 1960, a Companhia Brasileira de Chumbo (COBRAC/Plumbum) estabeleceu-se na
periferia da cidade de Santo Amaro da Purificacdo, regido do Reconcavo da Bahia. A Usina
Plumbum localiza-se a 300 metros da margem do rio Subaé, principal rio da bacia
hidrografica do Subaé (Carvalho et al., 1984). Segundo ensaios realizados conforme a NBR
10.004 (ABNT, 2004), da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT, na escéria
deixada pela fundicédo, desativada desde 1993, predominam os metais traco chumbo (Pb) e
cadmio (Cd). Os dados ambientais existentes sobre a area onde se localizam as instalacdes da
usina, desativada no ano de 1993, indicam que as &guas superficiais também estdo
contaminadas por estes metais trago na area denominada “zona alagadi¢a” (Anjos, 2003), 0s
solos apresentam elevadas concentracdes destes metais nos locais onde ocorre a deposi¢édo da
escoria, e as aguas subterraneas apresentam concentracdes de Pb e Cd acima dos limites
determinados pela legislacdo vigente (Adorno et al., 2013).

Moulis e Thevénod (2010) sugerem gue a bioacumulacdo de metais traco em organismos
vivos é um dos efeitos mais sérios de contaminacdo ambiental porque tanto animais quanto
plantas podem concentrar estes elementos em niveis muito superiores aos encontrados no
meio ambiente, promovendo o transporte nos varios niveis da cadeia alimentar.

O Rio Subaé é vizinho do Centro Industrial do Subaé, implantado em 1970. Atualmente
as residéncias avancaram sobre a area industrial, aumentando a poluicdo e prejudicando a
vazdo do rio. O problema da contaminacédo do rio Subaé ndo se restringe apenas a degradacao
da fauna e flora local ou a contaminacdo por metais traco. A saude humana também é afetada
pela carga de efluentes liquidos, langados por fébricas de beneficiamento de frutas, e
hidrocarbonetos de petrdleo (Andrade e Moraes, 2013). Um exemplo da extensdo da
contaminagdo do Subaé é o municipio de Humildes, distrito de Feira de Santana-BA, onde em
junho de 2010 surgiram milhares de peixes mortos. Entre as possiveis causas da mortandade
dos peixes, levantadas pela Secretaria do Meio Ambiente (IMA), estdo a contaminagéo por
produtos quimicos, a diminuicdo do oxigénio pela reducdo do fluxo de agua por falta de
chuva ou o acumulo de matéria organica (Feira de Santana, 2011).

Ainda segundo o0 SEMMAM (Feira de Santana, 2011), o prejuizo para os produtores é
grande, visto que muitos utilizam as &guas do rio para irrigar plantacdes de hortalicas.
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Conforme relatos, a dgua ja vinha escurecendo ha algum tempo, o odor é muito forte e 0s
dados coletados no local indicam que a contaminacgdo pode advir do langamento de efluentes
liquidos de uma fabrica de polpas de frutas. Como o rio Subaé sofreu severas interferéncias
em decorréncia da influéncia antrépica, € de suma importancia a avaliagdo do
comprometimento ambiental gerado.

Inimeros testes toxicologicos sdo utilizados para avaliar as concentragdes e o tempo de
exposicao necessario para que os agentes toxicos possam produzir efeitos adversos sobre os
organismos. Carneiro Jr. (2010) sugere que dentre estes testes, o cultivo direto de bulbos, em
solucgdes preparadas com quimicos diversos ou em amostras de aguas naturais contaminadas,
caracteriza-se como um interessante teste de toxicidade, pois permite avaliar os efeitos de
compostos quimicos, além de monitorar ambientes com suspeita de contaminacé&o.

Plantas superiores sdo reconhecidas como excelentes modelos para detectar mutagenos
ambientais, sendo por isso frequentemente utilizadas em estudos de monitoramento. Dentre as
espécies de plantas, a cebola (Allium cepa) tem sido usada para avaliar danos ao DNA, como
anormalidades cromossdmicas e distdrbios no ciclo mitoético. O teste genotoxico que utiliza o
A. cepa é validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica e pelo Programa
Ambiental das Nacdes Unidas (Grippa et al., 2010). O teste do A. cepa é caracterizado como
padrdo ouro para avaliacdo de anormalidades cromossdmicas, indice mitético, formacdo de
micronucleos e anormalidades nucleares na deteccdo de contaminantes, além de permitir a
avaliacdo da acdo de um agente e seus efeitos clastogénicos ou aneugénicos sobre o material
genético (Auib e Felzenswalb, 2011; Feretti et al., 2007).

A partir de ensaios de biomonitoramento e genotoxicidade serd possivel avaliar as
consequéncias do impacto gerado no trecho do rio Subaé no municipio de Humildes-BA,
promovendo um delineamento mais especifico das agdes que futuramente poderdo ser
realizadas no sentido de minimizar os efeitos da poluicao para a populacéo local.

2. METODOLOGIA

As amostras de agua foram coletadas ao longo do rio Subaé, no trecho que passa pelo
municipio de Humildes, distrito de Feira de Santana, Bahia, Brasil (Figura 1). Foram
estabelecidos trés pontos de coleta, com trés repeticbes cada, realizadas entre os meses de
junho a agosto de 2013. Todas as amostras tiveram dados fisico-quimicos avaliados in loco
através de sonda multiparametros. As amostras foram armazenadas em garrafas estéreis e
mantidas a 4 °C até o0 momento de realizacdo dos testes.

Com relacdo as caracteristicas dos pontos de coleta, verificou-se que o ponto PlI,
localizado nas proximidades de uma fabrica de polpas de frutas, apresentava uma grande
quantidade de taboas, plantas indicadoras de polui¢do, o que dificultava a visualizacdo do
leito do rio. Os pontos PII e PIII estavam cada um, distantes cerca de 6 km do Pl e também
apresentavam ao longo das margens lixo e indicios de influéncia antropica.

A avaliacdo da toxicidade foi realizada seguindo os procedimentos descritos por Fiskesjo
(1985) e de acordo com protocolo de Barbeério et al. (2011), com adapta¢des. Para cada ponto
de coleta, foram selecionados trés bulbos de tamanho semelhante, auséncia de traumas,
deformidades naturais ou contaminagdo por fungos. O anel radicular foi lavado em agua
corrente e agua destilada antes do inicio do teste. Os bulbos foram transferidos para
recipientes com 200 mL de cada amostra de agua coletada e mantidos a temperatura ambiente
para germinacdo. A agua era trocada apds 24-h, 48-h e 72-h. Os controles foram realizados
em 4gua destilada (controle negativo) e 25 mg L™ de solucdo de sulfato de cobre (controle
positivo). As radiculas foram medidas (cm) apds 72-h de germinagdo. O sulfato de cobre,
usado como controle positivo, além de atuar no ciclo redox, produzindo espécies reativas de
oxigénio (EROs) que induzem a peroxidacédo de lipidios, e alteracGes no sistema de reparo do
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DNA, pode ser toxico para plantas e animais, sendo comprovadamente genotoxico para a
amostra testada (Pra et al., 2006).

As radiculas retiradas foram submetidas ao “choque frio” em banho de gelo por 12-h sob
refrigeracdo. Para a fixacdo foi utilizado o fixador Carnoy a temperatura ambiente (12-h),
sendo trocado o fixador apos 6-h. Apos isso, 0 material foi estocado em etanol (70% ) sob
refrigeragéo.

As radiculas foram retiradas do fixador, enxutas e submetidas a hidrdlise acida em HCI
(IN a 60 °C) de 10 a 12-min em banho-maria, sendo depois lavadas em agua destilada. Foi
realizada a reacéo de Feulgen e coloracdo com o Reativo de Schiff. O meristema e a regido F1
foram cortados e colocados numa ldmina limpa onde foi seccionada apenas a regido do
meristema apical. O fragmento foi recoberto com uma gota de carmim acético (2%),

esmagado com laminula e submetido a microscopia de luz.
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Figura 1. Pontos de coleta de coleta de agua | (a), Il e Il (b) no Rio
Subaé, Municipio de Humildes, Bahia, Brasil.
Fonte: Google Earth.
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Foram confeccionadas trés laminas/bulbo/amostra de agua. De cada lamina, foram
analisadas em “teste cego” 500 células, perfazendo um total de 1500 células/bulbo/amostra.
Para a avaliagdo dos efeitos citotoxicos, foram verificadas as alteracdes no indice Mitdtico
(IM), calculado pelo numero de celulas em divisdo dividido pela soma do nimero das células
em interfase e das células em divisdo. Os efeitos genotdxicos foram analisados pelas
anormalidades cromossdémicas (AC) encontradas, considerando a porcentagem de
irregularidades em metafases, anafases e presenca de células com fragmentos cromossémicos
e binucleagdes. As AC foram entdo fotodocumentadas e o tratamento estatistico foi realizado
por pelo Teste do Qui-Quadrado (a= 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise fisico-quimica

Estudos de monitoramento da qualidade da agua requerem dados preliminares sobre
condicBes da agua a ser estudada. Temperatura, pH, salinidade, Oxigénio Dissolvido (OD),
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) dentre
outros, sdo rotineiramente utilizados para 0 monitoramento da qualidade em amostras de
aguas, fornecendo dados importantes sobre o objeto de estudo (Oliveira et al., 2012). A DQO
€ um parametro que estima o potencial poluidor (consumidor de oxigénio) dos efluentes
domeésticos e industriais, assim como o impacto dos mesmos sobre 0s ecossistemas aquaticos
(Zuccari et al., 2005).

Segundo a Resolucdo 357/2005 (Brasil, 2005), que classifica as &guas de acordo com 0s
valores de salinidade, as amostras dos pontos | e Il (Tabela 1) sdo classificadas como sendo
agua salobra (acima de 0.5 %o). Entretanto, o ponto Il foi classificado com &gua doce
(inferior a 0.5 %eo).

Os dados fisico-quimicos da Tabela 1, revelaram ainda alteracdes em todos os pontos
coletados, considerando os valores de referéncia estabelecidos para OD (mg L™). O indice de
OD é um dos parametros mais importantes para avaliar a capacidade de um corpo hidrico em
suportar a atividade bioldgica de organismos aquaticos. indices de 5 a 6 mg L™ ja suportam
uma variada populacdo de peixes. De acordo com 0 CONAMA (Resolucdo 357/2005) a
quantidade ideal de OD (mg L) em aguas de rio salobra de classe 2 ndo pode ser inferior a
4 mg L. No presente estudo, os valores de OD registrados nos pontos coletados ndo se
enquadram de acordo com a resolu¢édo do 6rgao regulador.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos em média + desvio padrdo das amostras de agua
coletadas nos pontos I, Il e 1l do Rio Subaé, Municipio de Humildes — BA, Brasil, 2013.

Parametros Ponto | Ponto |1 Ponto 111 Referéncia*
Salinidade (%o) 0,75+0,15 0,74+0,11 0,11 £ 0,07 0,5
Temperatura (°C) 250+1,02 26,3+1,15 26,1+1,11 -
pH 6,6 £0,2 7,3+04 7,3+0,3 6,0-9,0
OD (mgL™) 1,4+0,3 3,45 + 0,86 1,8+0, 44 Ndo <5
DBOs (mgL™) 4,35+0,4 32+07 4,009 N0 > 5
DQO (mgL™) 154 2,3 10,3+1,2 132+14 3,0-5,0

“ Segundo Resolucéo 357/2005 do CONAMA.

A DBO:s correlaciona-se a quantificagdo indireta de matéria organica presente no corpo
hidrico, associada a carga poluidora orgéanica antrépica, enquanto que a DQO seria a
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quantidade de O, necessaria para a oxidacdo da matéria organica através de um agente
quimico (Naime e Nascimento, 2009). No presente estudo, apesar dos dados de OD ndo
estarem dentro dos limites estabelecidos pelo CONAMA, os valores referentes a DBOs,
encontram-se dentro do limite de referéncia. Segundo Ferreira et al. (2012), a DBOs revela a
quantidade de oxigénio para que 0s microorganismos biodegradem a matéria organica, 0 que
resulta no decréscimo da concentragdo de OD no meio hidrico, como confirmam nossos
achados.

Os dados do presente estudo revelam ainda que, considerando a relacdo DQO/DBOs,
verificou-se que em PI, esta relacdo foi de 3,54, seguida de 3,21 (PIl) e 3,3 (PIII). Nesta
relagdo DQO/DBOs, Ferreira et al. (2012) sugerem que valores entre 1,7 e 2,4 indicam
poluicdo por esgoto domeéstico, enquanto que dejetos industriais mostram variagdo mais
ampla. Se for considerado ainda que o aumento de DBOs esta relacionado a despejos de
origem organica, e DQO a despejos de origem industrial, nossos achados indicam que a agua
do Rio Subaé, no trecho que passa pelo municipio de Humildes-BA esta sofrendo a influéncia
de efluentes de origem industrial.

3.2. Teste de citotoxicidade

Os resultados da Tabela 2 demonstram que no ponto PI ndo houve crescimento de raizes
dentro das 72-h. A germinacdo desta amostra sO iniciou uma semana apds a montagem do
experimento. De acordo com Leme e Marin-Morales (2008) e Souza et al. (2014), em estudo
realizado com células meristematicas de A. cepa, expostas as amostras de adgua e sedimento
do Rio Corumbatai — SP, os contaminantes presentes em algumas amostras podem ter uma
acao persistente, enquanto que em outras, a depender do tipo de contaminante ou da
guantidade presente na amostra, as células meristeméaticas podem ter capacidade de
recuperacdo dos efeitos dos agentes mutagénicos. Nos pontos Pll e PlII, as raizes cresceram
dentro das 72h previstas, entretanto todas as amostras mostraram inibicdo em seu crescimento
e consequente reducéo do IM.

Tabela 2. Resultados dos valores médios de Indice Mitotico (IM),
crescimento e percentual de inibicdo de crescimento das raizes de
A. cepa submetidas aos diferentes tratamentos com a agua do Rio
Subaé.

Tratamentos IM (%)  Crescimento (cm) % Inibigdo

Ponto | - 0,0 100
Ponto Il 10,6 2,06 0,6 22,6
Ponto Il 9,8 1,63+0,2 38,7
Controle 11,9 266+0,5 0,0

Nota: IM (%) de 6.500 células por ponto.

O indice Mitético (IM) é um dado expresso em porcentagem que € utilizado para avaliar
a taxa de divisdo celular. Ele tem se mostrado um pardmetro importante para se avaliar 0s
efeitos que agentes quimicos causam no ciclo celular (Smaka-Kincl et al., 1996; Sobral et al.,
2013). Alvin et al. (2011) relatam que qualquer mudanca nas condi¢cGes ambientais,
principalmente por causa da poluicdo, pode ser observada nas plantas pela reducdo do
crescimento radicular. Isto levanta a suspeita que algum ou Vvarios poluentes possam estar
presentes na area de estudo.
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Os valores obtidos no teste de toxicidade nos trés pontos, por meio da visualizagdo das
fases da divisdo celular, indicaram que houve inibicdo do crescimento das raizes e
consequente reducdo do IM. Segundo Circunvis et al. (2012), a analise do IM constitui uma
ferramenta confiavel para estudos de monitoramento de &guas superficiais, pois o nivel de
citotoxicidade de aguas poluidas pode ser determinado pela taxa de reducao deste indice. No
presente estudo, a analise dos indices de divisdo das células de A. cepa mostrou que 0s
resultados obtidos mostraram relevancia estatistica entre os grupos tratados com amostras de
agua do Rio Subaé (p < 0,05), ou seja, a &gua apresentou acao citotoxica.

3.3. Teste de genotoxicidade

Estudo anterior de genotoxicidade, realizado na regido, revelou elevada frequéncia de
anormalidades cromossdmicas em sangue periférico de bovinos expostos ao Pb e Cd da
escoria da fébrica Plumbum (Braga, 2013). No presente estudo, anormalidades
cromossémicas foram verificadas em todas as amostras (p < 0,05), indicando a presenca de
substéancias clastogénicas (indutoras de quebras) sobre 0 DNA. A Tabela 3 revela o resultado
do teste de genotoxicidade, onde foram encontradas anormalidades cromossdémicas dos tipos
binucleacdo, stickness (cromossomos pegajosos), pontes anafasicas e metafases com
cromossomos atrasados, indicando também alteracbes em nivel de fuso mitdtico
(Figuras 2 e 3).

Tabela 3. Numero total de Anormalidades Cromossémicas, e
frequéncia de cada tipo de alteragdo, nas raizes de A. cepa submetidas
aos diferentes tratamentos com a 4gua do Rio Subaé.

Tratamentos Total de AC BN (%) Sn (%) PA (%) Ca (%)

Ponto | 62 16,1 12,9 25,8 45,2
Ponto Il 60 - 10,0 35,0 55,0
Ponto I11 54 111 16,7 46,3 25,9
Controle (+) 30 16,7 16,7 333 33,3
Controle (-) 0 - - - -

Nota: AC (Anormalidades Cromossémicas); BN (Binucleagdo); Sn
(Stickness); PA (Ponte Anafasica); Ca (Cromossomo atrasado).

De acordo com Galindo et al. (2012), substancias contaminantes tdxicas liberadas na
agua podem ndo mostrar efeitos agudos em organismos expostos, porém podem causar
reducdo de sobrevivéncia, danos teciduais, danos genéticos de células somaticas e
germinativas, acumulacdo de contaminantes persistentes e neoplasias. O estudo de Peron et
al. (2009) indica que em geral, alteragdes no indice de diviséo celular e do material genético
podem ser deletérias para 0 organismo e indutoras de consequéncias severas e irreversiveis a
satde humana ou animal.

Os resultados sugerem que no trecho do Rio Subaé que banha o municipio de
Humildes- Ba, existem substancias indutoras de efeito citotdxico e genotdxico que
promoveram alteracdes no organismo-teste. Entretanto, fazem-se necessarios estudos na
regido em outras épocas do ano, principalmente no verdo, haja vista que em estacfes mais
secas existe uma maior potencializacdo da agdo toxica de poluentes nos corpos hidricos.
Estudos anteriores revelaram que as diferencas na genotoxicidade entre os pontos de coleta
em um rio podem ter relagdo com o volume de &gua, devido a influéncia das diferencgas
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sazonais de precipitacdo pluviométrica, da concentracdo das substancias téxicas, do local e da
época das amostragens (Scalon, 2009; Oliveira et al., 2012).

X ¥ 4
. ' -

Figura 2. Ponte anaféasica (A) e Stickness Figura 3. Metafase com cromossomo
(B). Aumento 1000X. atrasado em A. cepa. Aumento 1000X.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos dados observados neste estudo, pode-se inferir que a avaliagdo dos
parametros fisicoquimicos e citogenotoxicos da dgua do Rio Subaé, indicam que o este rio
pode conter possiveis contaminantes de origem industrial, que podem estar afetando o ciclo
celular, a morfologia cromossémica e o crescimento das raizes de A. cepa. Nesse sentido, é
relevante que estudos de sazonalidade adicionais sejam realizados, para um monitoramento
periodico das condi¢Bes ambientais do local, no intuito de garantir &gua de qualidade a
populacado ribeirinha, do municipio de Humildes, e monitorar o equilibrio ambiental do Rio
Subaé.
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