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Resumo

O intenso crescimento populacional acompanhado de tratamentos inadequados de residuos, tem resultado na destruigdo de
ambientes dulciaquicolas em ecossistemas urbanos. O rio Sapato constitui o principal efluente na divisa dos municipios de
Lauro de Freitas e Salvador, no estado da Bahia. Nao obstante o crescente fluxo de despejo doméstico ao qual estd submetido,
inexistem dados ecotoxicologicos sobre este recurso hidrico. O objetivo do presente estudo foi avaliar a citogenotoxidade
da agua do rio Sapato, em pontos de proximidade de esgotamento sanitario, utilizando o bioensaio de micronucleos (MN)
¢ alteragdes nucleares (AN) em tilapia nilotica (Oreochromis niloticus). A analise foi feita em regido sob emissdo de esgoto
sanitario e nascente, nas estagdes seca (novembro e dezembro/2006) e chuvosa (margo e abril/2007), sendo observadas 3000
células por animal (n=10). Os resultados foram analisados com o teste Kruskal Wallis e indicaram diferengas sazonais e uma
freqiiéncia maior de MN e AN no ponto submetido a esgotamento sanitario, em comparagdo aos valores do sitio referéncia.
Conclui-se que as areas impactadas ja apresentam danos genocitotoxicos.
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Cytogenotoxic damages in an ecosystem impacted with urban sewage

Abstract

The intense population growth accompanied by inadequate treatments of waste has resulted in destruction of freshwater
ecosystems in urban environments. The Sapato River is an important effluent on the border of the municipalities of Lauro de
Freitas and Salvador in Bahia state (Brazil). Despite the increasing flow of domestic waste, there are no toxicological data
on this water resource. The aim of this study was to evaluate the cytogenotoxicity of the Sapato river water, in the vicinity of
sewage, using the bioassay of micronuclei (MN) and nuclear abnormalities (NA) in tilapia nilotica (Oreochromis niloticus).
The analysis was made in the region under sanitary sewage and in the springs, both in dry (November and December/2006)
and rainy seasons (March and April/2007), with analysis of 3000 cells per animal (n = 10). The analysis followed literature
established criteria, applying the Kruskal Wallis test. Results obtained indicated seasonal differences and a higher frequency of
MN and NA at the point subjected to sanitary sewage comparated to the values of reference site. We conclude that the impacted
areas already show cytogenetic damage.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem aumentado a presenca de compostos
xenobiodticos nos ecossistemas aquaticos, principalmente em
decorréncia de ag@o antropogénica. Chama-se atencdo para a
importancia de tais ecossistemas, uma vez que, de toda a agua
doce do mundo (3%), apenas 0.01% deste percentual esta
disponivel sob a forma de rios e lagos, as principais fontes de
abastecimento humano (CETESB, 2006).

Desse modo, o biomonitoramento torna-se de fundamental
importancia para a preservagdo das fontes ainda em bom
estado, na medi¢do do grau de deterioragdo das impactadas
e em estudos sobre a possivel recuperagdo. Para isso sdo
utilizados bioindicadores, espécies que sdo capazes de gerar
respostas a alteracdes no ambiente. Respostas biologicas
produzidas no material genético da célula, em organismos
expostos a alteragdes ambientais sdo denominadas biomarcas
de citogenotoxicidade, que podem ser observadas no nivel
individual (varidveis biométricas) ou nos niveis fisioldgicos,
celulares, sub-celulares e moleculares.

Dentre as biomarcas mais utilizadas para avaliagdes
de respostas ambientais/laboratoriais, estd o ensaio do
micronucleo (MN), que foi inicialmente proposto como um
teste para deteccdo de agentes carcinogénicos em células de
medula 6ssea de camundongo (Cabrioti, 2005). Posteriormente
varios protocolos foram desenvolvidos aplicando o teste em
outros organismos ¢ em linhagens celulares diversas, tais
como humanos, roedores, anfibios, peixes, moluscos bivalves,
ouricos e plantas (Venier et al., 1997; Fenech, 2000; Ribeiro,
2003; Rodrigues et al., 2005; Carvalho, 2005). O bioensaio de
MN teve rapida aceitagdo como bioindicador da qualidade dos
ecossistemas aquaticos, especialmente com o uso de peixes,
devido principalmente a padronizagdo da técnica, rapidos
resultados e facil adaptacdo para estudos in situ.

O teste do microntcleo em tilapia nilotica (O. niloticus),
peixe onivoro e detritivoro, de larga distribuigdo, apresenta
utilizacdo crescente nestas investigagdes (Cavas & Ergene-
gozuka, 2003; Matsumoto, ef al., 2005; Souza & Fontanetti,
2006). Micronucleos sdo cromossomos ou fragmentos destes
formados durante a divisdo celular (anafase) em conseqiiéncia
de um evento clastogénico (quebra cromossdmica) ou
aneugénico (segregacdo cromossomica anormal). Sdo
biomarcas expressas nas células filhas em decorréncia de danos
induzidos as células maes (Ribeiro, 2003). De acordo com
Cavas & Ergene-Goziikara (2003), alteragdes morfologicas
nucleares sdo consideradas biomarcas de estresse ambiental;
tais alteragdes morfologicas nucleares sdo indicadores de
citotoxicidade enquanto que micronucleos de genotoxicidade
(Beninca, 20006).

Por ndo ser uma molécula estatica, o DNA de um
organismo freqiientemente apresenta suas bases expostas a
agentes naturais e artificiais, que provocam modificagdes
quimicas e estruturais. Tais alteragdes do material genético sdo
consideradas muta¢des quando ndo resultam de segregagdo
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ou recombinacdo (Cabrioti, 2005). Danos genéticos nao
reparados geram mutagdes nos organismos expostos, as quais
podem potencialmente resultar em doengas como cancer,
anemia, distirbios cardiovasculares e neurocomportamentais,
além de doencas hereditarias (CETESB, 2006).

O objetivo principal deste estudo foi analisar o potencial
citogenotoxicos em um recurso hidrico urbano submetido
a esgotamento sanitario doméstico, por meio do teste
de microntcleo e alteragdes nucleares, em Oreochromis
niloticus, além de investigar a presenca de alteragdes nucleares
especificas nos pontos de proximidade de esgotamento
sanitario em relagdo a area referéncia.

MATERIAL E METODOS

A area sclecionada para estudo foi o rio Sapato
(Lauro de Freitas-BA), sobre o qual ndo existem registros
ecotoxicologicos. A informagdo disponivel no Departamento
de Gestao Ambiental (DGA) da prefeitura de Lauro de Freitas
¢ de que nao ha sistema de saneamento ambiental, sendo que
a evacuacdo dos dejetos domésticos ocorre através de fossas
sépticas ou diretamente no rio (Cabanelas & Moreira, 2007).

O rio Sapato, que se estende por todo o municipio de Lauro
de Freitas, nasce na APA (Area de Prote¢do Ambiental), lagoas
e dunas do Abaeté na divisa dos municipios de Salvador e Lauro
de Freitas e desagua junto ao rio Joanes no oceano Atlantico
(divisa Lauro de Freitas/Camagari) (Fig. 1). A quantidade de
despejos domésticos (unicas atividades antropogénicas em seu
entorno) langados ao rio vem aumentando consideravelmente
desde o comeco da especulacdo imobilidria na regido (Vilas do
Atlantico — Praia de Ipitanga — Praia do Flamengo), ha 20 anos
(Cabanelas & Moreira, 2007). Nao ha registro de descarte de
agrotoxicos ou de residuos industriais no efluente.

38°20"

Rio Sapaio

Figura 1 - Mapa do curso do rio Sapato com marcagdo dos pontos de coleta.
Ponto 1 (Referéncia: Lagoa Vitéria); Ponto 2 (Ponto de estudo: rio Sapato).

O biomodelo escolhido foi a tilapia nildtica (Oreochromis
niloticus) (Cichlidae, teleostei), espécie exotica, sem registro
de sua introdugdo no rio Sapato, que ndo possui levantamento
ictiofaunistico. Sua escolha para o presente estudo deu-se por
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sua extrema abundancia e dieta ampla, além da sensibilidade ja
demonstrada por outros estudos genotoxicologicos, inclusive
no Brasil (Grisolia & Cordeiro, 2000; Grisolia & Starling,
2001; Palhares & Grisolia, 2002; Souza & Fontanetti, 2006,
Grisolia et al., 2009).

O estudo foi realizado em amostras de células coletadas de
exemplares de tilapia, tomados de dois pontos de coleta: ponto
referéncia, proximo a nascente (lagoa Vitodria, Parque Ecologico
e Horto da Restinga, APA Lagoas e Dunas do Abaeté, Salvador
-BA — 12°55°01” S 38°19°08” W -) e ponto rio Sapato, em
area submetida a esgotamento sanitario (bairro de Vilas do
Atlantico, Lauro de Freitas - BA — 12°53’14” S 38°17°19” W
- ). As coletas foram realizadas nas estagdes seca (novembro e
dezembro/2006) e chuvosa (margo e abril/ 2007).

De cada ponto foram coletados, com rede de pesca, 10
peixes que depois de medidos foram submetidos a pungao
nas branquias com seringa de 1,0 mL heparinizada, seguida
de esfregaco em 3 laminas de microscopia previamente
lavadas e identificadas. As laminas foram secas ao ar por
24hs e posteriormente fixadas em solucdo de metanol a
70% em tampao fosfato (pH 6,4) por 15 minutos. Apos a
fixa¢do, as laminas foram coradas com Giemsa 20%, por
5 minutos, no mesmo tampao. Os peixes foram doados a
pescadores locais para consumo, evitando assim a possivel
repeti¢do de exemplares.

Foram analisadas, de cada exemplar, 3000 células
bem evidentes e sem sobreposi¢do (1000 por lamina, em
microscopio Optico com lente de imersdo ao aumento
total de 1000x). Foram contados os micronucleos que
apresentaram as seguintes caracteristicas: morfologia
idéntica ao nucleo, didmetro entre 1/16 ¢ 1/3 e coloragdo
igual a do ntcleo principal, auséncia de refringéncias, ndo
estavam ligados ou conectados e nem sobrepostos ao nucleo
principal (Fenech, 2000).

Foram também registradas outras alteracdes nucleares
foram também registradas e sua classificagao seguiu os critérios
de Cavas & Ergene-Goziikara (2003), que discriminam as
seguintes anormalidades nucleares:

1) Célula binucleada (BN - célula com dois nucleos dentro
de um citoplasma bem evidente ¢ sem sobreposi¢des);

2) Nucleo lobado (LB - com a presenga de evaginagao);

3) Nucleo bilobado (BL - com uma ou varias evaginagoes,
podendo tornar-se disforme);

4) Nucleo entalhado (NT - que apresenta um corte bem
definido em sua forma).

Foram realizadas fotomicrografias de algumas células
selecionadas, com auxilio de maquina digital sony e aparelho
de adaptacdo para microcopio Carl Zeiss Axiostar plus .
As imagens foram visualizadas através do software iPhoto
versao mac2004. Os dados foram tabulados no software
microsoft excel versdo mac2004 e a analise estatistica feita no
programa GraphPad InStat versdo mac, para realizacdo dos
testes de checagem das premissas (Barttlet para checagem das
homogeneidade das variancias e Kolmorogov-Smirnov para
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checagem da normalidade da distribuicdo) seguidos pelo teste
de Kruskal-Wallis (ANOVA ndo-paramétrica) com o teste
posterior de Dunn.

Os parametros fisico-quimicos foram analisados de acordo
com a metodologia da Associagdo Americana de Saude
Publica (APHA, 1989).

RESULTADOS
Os resultados da analise de micronicleos e outras
alteracdes nucleares sdo apresentados na Tabela 1. A Figura 2

mostra células com as altera¢des analisadas.

Tabela 1 - Valores médios (+ desvio padrao) de micronucleos (MN) e
outras alteragdes nucleares* em exemplares de O. niloticus nas estagdes seca

e chuvosa.
Ponto 1 Ponto 2

Seca Chuva Seca Chuva
MN 36,248,0  33,2+13,1  139,64324  367,2+£66,4
BL 18,0+4,5 16,9+6,5 46,9+18,4  483+372
LB 8,4+3,9 6,7+6,7 20,4+11,5 106,7+32,7
NT 3.842.4 3,7+1,1 10,8+6,3 13,7+13.2
BN 02+0,4 0,4+0,5 0,9+0,9 4,8+3,0
n 10 10 10 10

* BL:célula binucleada; LB:nucleo lobado; BL: nucleo bilobado; NT:ntcleo
entalhado;BN: Celula binucleada ; n: nimero de amostras.

O teste de Kruskal-Wallis (ANOVA ndo-paramétrica)
calculou um valor de p < 0,0001, considerado significante, o
que indicou que ha diferenca significativa entre as médias das
alteragdes observadas nos dois pontos. Para a especificagdo
das diferengas entre os grupos, foi aplicado o teste posterior
(post-hoc) de Dunn para comparagdes multiplas. A analise
estatistica evidenciou que:

No ponto 1 (Lagoa Vitéria) ndo houve diferenca
significativa entre as médias de micronucleos e alteragdes
nucleares, em ambos os periodos (Fig. 3)

No ponto 2 (rio Sapato) houve diferenga extremamente
significativa para o valor de micronticleos encontrado na
estagdo chuvosa em comparagdo aos valores de MN, BN, BL,
LB e NT na estagdo seca (Fig. 3)

No ponto 2 houve diferenga significativa para o valor de
ntcleos lobados (LB) na estagdo chuvosa em comparagio a
seca; contudo as outras alteragdes nucleares ndo mostraram
diferengas significativas entre as estagdes de coleta.

Natabela 2 estdo apresentados os valores para os parametros
fisico-quimicos associados com a qualidade ambiental em
ecossistemas dulciaquicolas.

DISCUSSAO

E importante buscar informagdes sobre as dimensdes dos
danos genotoxicos ocasionados pela atividade antropogénica,
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Figura 2 - Fotomicrografias de eritrocitos de O. niloticus: células normal
(A), micronucleada (B), nucleos bilobado (C), entalhado (D), lobado (E) e
célula binucleada (F).
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Figura 3 - Valores médios e desvios padrdes de micronucleos e alteragdes
nucleares em exemplares de O. niloticus provenientes da Lagoa Vitoria
(P1) e do rio Sapato (P2) nas estagdes seca e chuvosa.

Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos das amostras de agua.

OD Nitrito  Nitrato  Fosfato pH  Temperatura
}1)‘””0 513 0013 0,1 0,076 47 30
g"nt" 171 1,92 496 172 71 31,5

* OD (Oxigénio Dissolvido)=mgO, L"; NITRITO=mgNO, L";
NITRATO=mgNO, L"'; FOSFATO=mgPO,L"'; TEMPERATURA= graus
Celsius.

porque danos genéticos passiveis de acumulo podem conduzir
ao surgimento de lesdes ndo reparaveis, que por sua vez estio
ligadas a uma série de patologias, especialmente neoplasias
(CETESB, 2006).

As freqliéncias de micronucleos e alteragdes nucleares,
observadas no sitio referéncia (lagoa Vitoria), foram baixas
quando comparadas ao verificado no ponto de estudo, o que
pode ser justificado pela caracterizagdo da area, dentro do
Parque Ecologico e Horto da Restinga (propriedade particular
e area de prote¢do ambiental livre de emissdes poluidoras) e
pela analise quimica da agua (Tabela 2). O mesmo aplica-se
a diferenca nao significativa entre os valores encontrados nas
estagdes seca e chuvosa, no sitio referéncia.
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A andlise dos resultados obtidos permitiu verificar que
as alteragcdes nucleares MN e LB responderam como bons
biomarcadores para atividade mutagénica. As alteragdes
BN, BL ¢ NT entretanto, ndo se mostraram conclusivas,
o que pode ter sido ocasionado pela baixa sensibilidade
destas biomarcas, frente as amostras investigadas. Ressalta-
se também a necessidade de validagdo destas biomarcas.
Contudo, ressalta-se também a necessidade de validagdo
destas biomarcas em estudos in situ, uma vez que sdo
recomendados em estudos de genotoxicidade em geral
(Beninca, 2006; Rodriguez-cea et al.,, 2003; Cavas &
Ergene-gozuka, 2003; Galindo & Moreira, 2009).

Sabe-se que as alteragdes nucleares sdo biomarcas de
atividade citotoxica, enquanto que os micronucleos sdo
biomarcas de atividade genotoxica (Beninca, 2006). Desta
forma ¢ correto afirmar que no rio Sapato foram detectadas,
pelas freqiiéncias elevadas de micronticleos e de niicleos lobados
(LB), atividade genotoxica e citotoxica, respectivamente.

Beninca (2006) refere-se as AN como biomarcas de
citotoxicidade, entretanto pela sua falta de especificidade, ainda
ndo ha informagdes na literatura cientifica que explicite a qual (ais)
mecanismo(s) as AN respondem. Autores como Rodriguez-Cea
(2003) atestam a validade do teste do micronticleo para pesquisas
in situ, observando, porém que as condigdes descontroladas do
campo podem levar a resultados inesperados. A falta de controle
leva a uma variabilidade de dados muito alta, que acaba por
impedir a aplicacdo de testes estatisticos mais robustos (testes
paramétricos), que possuem mais chance de encontrar efeito
quando realmente existe. Por este motivo optou-se por substituir
controles laboratoriais por um sitio referencia, ferramenta
utilizada por varios autores e que permite uma avaliagdo em
conjunto de dados (Rodriguez-cea et al., 2003; Cavas & Ergene-
gozuka, 2003; Galindo & Moreira, 2009).

Com base nos resultados obtidos conclui-se que a avaliag@o
citogenotoxica de um efluente urbano sujeito a esgotamento
sanitario contribui para suprir a auséncia de estudos ndo apenas
sobre a area em questdo, mas também para a validade do teste
de microntucleos e alteragcdes nucleares em estudos de campo,
relativamente mais recentes na literatura especializada.
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