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Introducao

A utilizag&o sustentavel do meio ambiente tem sido questé@o de destaque para muitas
industrias, principalmente as do setor petroquimico, uma vez que suas atividades causam
impactos desde a extracdo até o refino de seus produtos. Dentre os ambientes afetados, o
meio aquético tem recebido atencdo especial, pois sdo avos diretos de contaminacdes
derivadas de vazamentos de oleodutos e navios petroleiros, além de despejos dos efluentes
das refinarias. Devido ao possivel potencial mutagénico e carcinogénico dos quimicos
contidos nesses efluentes, os recursos hidricos relacionados com as atividades destas
industrias tém sido foco de estudo de pesquisadores preocupados com a polui¢cdo tanto
marinha como de agua doce (ALZIEU, 2000; GODWIN, 2001).

A mutagenicidade é um efeito toxico que danifica, especificamente, 0 materia
genético da célula, causando uma mudanca no DNA ou no cromossomo. A mutagenicidade
de uma substancia quimica pode ser avaliada por diversos modos de ac&o, tais como reacdo
direta com o DNA nuclear; incorporacdo do DNA durante a replicacdo celular;
interferéncia na divisdo celular mitética ou meidtica, decorrendo em divisdo incorreta
(TIMBRELL, 1999); presenca de anormalidades e micronGcleos nas células.
(MATSUMOTO, 2006; FERNANDES 2007; CARITA, 2008).

Bioensaios com plantas tém sido considerados bastantes sensiveis e simples e tém
sido validados por instituicbes internacionais como a United Nations Environmental
Program (UNEP), World Health Organization (WHO) e US Environmental Protection
Agency (USEPA), pela sua eficiéncia no monitoramento dos efeitos genotoxicos e
mutagénicos induzidos por poluentes ambientais (GRANT, 1999).

Dentre os vegetais superiores, Allium cepa (cebola) tem sido indicado como um
eficiente organismo-teste de mutagenicidade (FISKEJO, 1985; MATSUMOTO et al., 2006;
FERNANDES et al., 2007, LEME, 2008b; CARITA, 2008). Essa eficiéncia se deve as suas
caracteristicas cinéticas de proliferacéo, ao crescimento rapido de suas raizes, ao grande
numero de células em divisdo, a sua alta toleréncia a diferentes condi¢des de cultivo, a sua
disponibilidade durante o ano todo, pelo seu facil manuseio e por possuir Cromossomos em
nimero reduzido (2n=16) e de grande tamanho (QUINZANI-JORDAO, 1987,
MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007, CARITA, 2008).

O objetivo deste trabalho foi investigar o possivel potencial genotdxico e
mutagénico dos efluentes de uma refinaria de petréleo do estado de Sdo Paulo utilizando
Allium cepa como organismo-teste para o estudo.



Metodologia

Material biolégico
Para avaliar a possivel acdo mutagénica dos efluentes da refinaria de petréleo,
sementes de Allium cepa (cebola, variedade baia periforme) foram utilizadas.

Local de coleta

As amostras de agua foram coletas na area de influéncia da refinaria em dezembro
de 2007 (fim de primavera) e em abril de 2008 (outono), em sete pontos pré-estabel ecidos,
conforme descritos a seguir: P1: Agua de capacitagio pela da refinaria — Rio Jaguari; P2:
Entrada da lagoa de estabilizacdo da refinaria; P3: Saida da lagoa de estabilizacdo (dgua
destinada aos despejos no Rio Atibaia, municipio de Paulinia-SP); P4: Aguado Rio Atibaia
- 200 metros & montante da emissdo do efluente da refinaria; P5: Agua do Rio Atibaia —
300 metros a jusante da descarga do efluente industrial tratado; P6: Entrada para o
tratamento biologico do efluente bruto; P7: Agua do rio Atibaia — 300 metros & jusante da
descarga da Estagdo do Tratamento do efluente doméstico daindustria.

Avaliacao da acéo mutagénica: Teste de Aberragdes Cromossomicas

Sementes de cebola foram submetidas a germinacéo em placas de Petri, forradas
com papel filtro, nas diferentes amostras de adguas coletadas, sendo utilizada uma placa de
Petri para cada tratamento. Agua ultra pura foi usada para o teste controle negativo (CN), e
solucdo aquosa de 10ug/L de metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3)
para o controle positivo (CP). Quando as radiculas atingiram cerca de 2.0 cm de
comprimento, elas foram coletadas e fixadas em & cool-acidoacético (3:1-v/v) para serem,
posteriormente, hidrolisadas em écido cloridrico 1N a 600C por 10 minutos e submetidas a
reacdo de Feulgen. Para o preparo das |laminas, os meristemas radiculares expostos as
amostras de &gua foram recobertos com laminulas e, suavemente, esmagados em uma gota
carmim acético (2%). As laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e as laminas
montadas com resina sintética, para serem, posteriormente, analisadas em microscopio de
luz.

Analise dos dados

As adteragdes celulares observadas durante a andlise microscépica foram
caracterizadas em 2 diferentes endpoints. 1) Aberracdes Cromossomicas. (AC), células
portadoras de perdas e fragmentos cromossdmicos, pontes anafésicas e telofasicas,
aderéncias cromossomicas, entre outras anormalidades, observadas nas diferentes fases da
divisdo celular (préfase, metéfase, anéfase, teldfase); 2) Micronicleos (MN) observados
durante a intérfase ou profase e que se caracterizam por materia genético perdido
(fragmentos cromossdmicos ou de cromossomos inteiros) durante o ciclo celular e que séo
facilmente identificados por apresentar um niicleo menor isolado do nucleo principal.

A andlise de todos estes parametros se deu pela contagem de cerca de 5000 células
para cada amostra de agua coletada, sendo 500 células por |amina, para um total de 10
l&minas. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Mann-Whitney, comparando os
resultados dos pontos de coleta com controle negativo, a 0,05 de nivel de significancia.



Resultados

Os resultados observados, apds andlise das células meristeméticas expostas as
amostras de aguas coletadas em dezembro de 2007 e abril de 2008, estdo apresentados na
Tabela 1.

As &guas coletadas em dezembro de 2007 apresentaram frequiéncias de AC e MN,
em geral, superiores as encontradas para o controle negativo. Os pontos 3 e 7 apresentaram
indices significativos de MN, em relacéo ao controle negativo, sendo que o maior indice foi
observado para 0 ponto 3. Em relacdo aos indices de AC, todos os pontos apresentaram
diferencas estatisticamente significativas, quando comparados aos resultados do controle
negativo, sendo que os maiores indices foram observados para o ponto 6.

Os resultados obtidos por meio do teste de A. cepa, apds exposicdo da amostra de
agua do ponto 1, coletadas em abril de 2008, apresentou fregiiéncias estatisticamente
significativas com relacdo a presenca de aberragdes cromossomicas e de inducéo de
micronulcleos. As amostras de agua dos pontos 2, 3, 4 e 5 apresentaram resultados
significativos apenas quanto ainducéo de micronucleos.

Tabela 1. Comparacdo das freqiéncias de AC e MN observadas em células meristematicas
de raizes de A. cepa expostas as adguas dos pontos de coleta na area de influéncia de uma
refinaria do estado de Séo Paulo, nos periodos de dezembro de 2007 e abril de 2008.

Pontosde AC MN
coleta

Dez/ 2007 Abr/ 2008 Dez/ 2007 Abr/2008
CN 0.19+0.40 3.18+1.75 1.07+0.96 0.20+0.62
CP 3.91+3.31* 7.97+5.81* 6.41+4.30* 36.29+27.65*
P1 1.87+1.51* 7.89+5.32* 1.03+1.29 3.27+3.77*
P2 2.46+£1.72* 1.52+1.28 1.53+1.12 2.10+1.58*
P3 6.33+4.32* 2.30+1.51 3.28+2.05* 1.77+2.35*
P4 8.65+3.67* 1.19+1.79 2.31+1.67 2.13+0.96*
P5 8.46+7.01* 1.42+1.20 1.62+1.66 3.03+2.75*
P6 15.06+10.18* 3.64+3.97 2.50+2.88 1.29+2.10
P7 8.35+4.22* 3.61+2.92 2.48+1.40* 0.81+1.96

5000 células analisadas por tratamento. MédiatDP.*diferenca significativa em relacéo ao
controle negativo (p<0.05), de acordo com o teste de Mann-Whitney.

Discussdo

Nossos resultados mostram que as &guas coletadas em dezembro de 2007
apresentaram uma maior freguiéncia significativa de aberragdes cromossdmicas e que as
&guas coletadas em abril de 2008 apresentaram maior freqliéncia de micronucleos.
Os resultados referentes aos pontos 1 e 4 ndo estdo relacionados com as atividades da
refinaria, pois o rio Jaguari (ponto 1) e o ponto 4 do rio Atibaia correspondem,
respectivamente, ao local de captacdo de adgua pelarefinaria e o ponto de coleta a montante
daindustria. Logo, os efeitos observados para estas amostras, provavelmente, sdo derivados
de outras atividades industriais, ja que esta regido € conhecida por concentrar uma ata
diversidade de industrias. Desta forma, a mutagenicidade amostras dos pontos 2 e 3 pode
também ser decorrente de contaminagdo presente nas aguas do ponto 1, que, quando



associada aos poluentes, dos pontos 2 e 3, resulta em uma resposta biol 6gica decorrente do
sinergismo. Da mesma forma podemos sugerir que os resultados observados para o ponto 5
podem também estar relacionados com a contaminacdo do préprio rio dado por outros
contaminantes observados a montante do rio Atibaia.
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