POTENCIAL CITOTOXICO E GENOTOXICO DA AGUA DE RIOSD O
MUNICIPIO DE CARLINDA, MATO GROSSO, BRASIL, POR MEI O DO TESTE
Allium cepal L.

Kelli Evelin Mller Zortéa'; Jociele dos Santos Lemes'; Maiara Nascimento?.
Ana Paula Tafarelo®; Ana Aparecida Bandini Rossi°.

1. Bidlogas, Universidade do Estado do Mato Grosso — UNEMAT, Campus de Alta
Floresta, MT, Brasil. E-mail: kellimuller@hotmail.com
2. Graduada em Farmacia pela Universidade Federal do Estado de Mato Grosso,
Campus Sinop — MT, Brasil.
3. Doutora em Genética e Melhoramento. Laboratério de Genética vegetal e Biologia
Molecular. Professora da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Agrarias, PPGBioAgro,
PMGP e PPG-Bionorte. UNEMAT, Campus de Alta Floresta, MT, Brasil.

Recebido em: 01/07/2015 — Aprovado em: 31/07/2015 — Publicado em: 21/08/2015

RESUMO

A atividade garimpeira gera inUmeros impactos ambientais como: assoreamento,
erosao e contaminacao por substancias quimicas, sendo a mais grave por mercurio.
Estudos de monitoramento ambiental tém mostrado efeitos danosos das atividades
humanas no ambiente natural. O Teste de Allium cepa ja foi utilizado para testar
inUmeras substancias e tem como vantagens: baixo custo, facilidade de execucéo e
analise e poder ser realizado in vivo. Esse trabalho objetivou a realizacdo de
analises citotoxicas e genotoxicas das aguas de rios de Carlinda-MT, com histdrico
de garimpo, através do teste de A. cepa. Para realizacdo desse trabalho, os bulbos
da cebola foram expostos a cinco tratamentos diferentes, mais um controle negativo
em agua destilada. Foram analisadas 2.000 células por tratamento. O maior indice
Mitético (IM) ocorreu no tratamento do rio Buritis (28,65%) e o menor no controle
negativo (10,65%). Teles Pires (IM 13,45%) foi 0 que se aproximou mais do controle.
Se comparado com o controle negativo, os demais tratamentos apresentaram
aumento médio no IM. Foram observados dois tipos diferentes de anormalidades
cromossOmicas: ponte de cromatina (18,46%) e cromossomos isolados (81,54%),
sendo a segunda a com maior incidéncia. O teste A. cepa demonstrou que ha algum
tipo de alteracdo nos tratamentos Carlinda, Nacional, Sdo José e Buritis devido ao
aumento do IM e aparecimento de aberragcdes cromossomicas. O rio Teles Pires néo
apresentou potencial citogenotoxico. Sugere-se que mais estudos sejam realizados
nas areas.

PALAVRAS-CHAVE: Bioindicador, indice Mitético, Meio Ambiente.

CYTOTOXIC AND GENOTOXIC POTENTIAL OF WATER OF RIVER S IN
THE MUNICIPALITY OF CARLINDA, MATO GROSSO, BRAZIL, BY MEANS OF
THE TEST Allium cepa L.

ABSTRACT
Gold mining activity has numerous environmental impacts including silting, erosion,
and chemical contamination of surface water, soils, and groundwater. Studies
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monitoring long-term impacts have proven the harmful effects of mining on natural
environments. The Allium cepa test is low-cost procedure which is simple to execute
and analyze, with the further advantage that it may be realized in vivo. This study
used the A. cepa test to perform analyses of cytotoxicity and genotoxicity of surface
water in rivers with a history of gold mining activity in the municipality of Carlinda,
Mato Grosso, Brazil. Onion bulbs were exposed to five different treatments in
addition to a negative control using distilled water. In each treatment, 2.000 cells
were analyzed. The greatest mitotic index (MI) was recorded in the Buritis river
sample (28,65%), and the lowest in our negative control (10,65%). The Teles Pires
river sample (Ml 13,45%) was closest to our control. Relative to the negative control,
the five treatments showed moderate MI increases. Two types of chromosomal
abnormalities were observed: chromatin bridge (18,46%) and isolated chromosomes
(81,54%), the latter with greater incidence. The A. cepa test demonstrates that the
treatments of the Carlinda, Nacional, S&o José, and Buritis watercourses all show
alteration given the elevated MI and appearance of chromosome aberrations. The
Teles Pires river treatment did not present cytogenotoxicity. We suggest further study
in the area.

KEYWORDS: Bioindicator, Mitotic Index, Environment.

INTRODUCAO

Durante toda a década de 80, a regido norte do estado de Mato Grosso foi
alvo da exploracdo garimpeira, que mudou completamente o perfil agropecuario
tracado originalmente pelo projeto de colonizacdo de alguns municipios, como por
exemplo, o de Carlinda, tornando esta regido em um polo regional de atividades
ligadas ao garimpo em muito pouco tempo (CUNHA et al., 2002).

As atividades garimpeiras geram inUmeros impactos ambientais, sendo estes
fisicos e biologicos. Os impactos biolégicos tem inicio na alteracdo da qualidade da
agua por intermédio do assoreamento, pela descarga de derivados de petréleo e de
detergentes utilizados para dispensar minério e, 0 mais grave, pelo uso inadequado
do mercuario. O mercurio € usado na amalgamacéo de particulas de ouro, etapa final
do processo de beneficiamento do minério (SOUZA et al., 2008).

O mercurio liberado pelo garimpo ou por outras fontes de poluicdo, quando
no ambiente pode ser oxidado e metilado. No processo de metilagdo ocorre a
transformacgdo de compostos merciricos em metilmercurio (CHzHg"), a forma mais
toxica de mercurio. Na maioria dos casos a metilacdo envolve bactérias. Os
complexos organicos de mercurio sao biodisponiveis e podem ser acumulados pela
biota aquatica (VEIGA et al., 2002). A bioacumulacdo destes compostos faz com que
as concentracdes encontradas nos organismos vivos, animais e plantas, sejam
superiores ao encontrado normalmente na natureza promovendo o transporte para
varios niveis da cadeia alimentar (MOULIS & THEVENOD, 2010).

Estima-se que na regido de garimpo de Alta Floresta e Peixoto de Azevedo,
no norte de Mato Grosso, a concentracdo de mercurio em rios, corregos, lagos e no
solo seja elevada. Segundo um levantamento, nos ultimos 20 anos esta regido
recebeu de 150 a 200 toneladas de mercurio (SOUZA et al., 2008).

Além da contaminag¢do por mercurio, a atividade garimpeira gera inUmeros
outros impactos, como a derrubada da mata ciliar que propicia o assoreamento, a
erosdo e consequentemente a alteracdo da qualidade da &gua devido a
contaminacao por substancias quimicas diversas, uma vez que as margens dos rios
ficam expostas. Com o aumento da sedimentacdo pode ocorrer o aumento da
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temperatura e diminuicdo dos niveis de oxigénio dissolvido na agua, levando a
alteracdes de ecossistemas (SOUZA et al., 2008).

Estudos de monitoramento ambiental tém mostrado efeitos danosos do
emprego descontrolado de substancias resultantes de atividades humanas no
ambiente natural, tais como efluentes urbanos, industriais ou da agricultura, tendo
levado a realizacdo de avaliagdes cito e genotoxicas em varios ambientes aquaticos
poluidos como mares, rios e lagos, utlizando, para isso, varios métodos
(CIRCUNVINS et al., 2012).

Plantas superiores sdo reconhecidas como excelentes modelos para detectar
mutagenos ambientais, sendo por isso usada com frequéncia em estudos de
monitoramento. Dentre as espécies de plantas, a cebola (Allium cepa L.) tem sido
usada para monitorar ambientes com suspeita de contaminacdo e para avaliar
danos ao DNA, como anormalidades cromossémicas e distlrbios no ciclo mitético
(BRAGA & LOPES, 2015). Diversos autores descrevem a inducéo de aberragbes
cromossOmicas em células de A.cepa tratada com aguas de rios, solos, efluentes
industriais e extratos de plantas (GRIPPA et al., 2010; MARSIGLIA et al., 2011,
GOMES et al., 2015; GALVAO et al., 2015).

O Teste de A. cepa ja foi utilizado para testar inUmeras substancias, entre
elas medicamentos, agrotoxicos, esgotos domeésticos e industriais, aguas de
abastecimento humano, rios, lagos e mares, dentre outros. As vantagens de
utilizacao deste bioensaio sédo: baixo custo, facilidade de execucéo e anélise e o fato
de poder ser realizado in vivo (BELCAVELLO et al., 2012; SILVA & NASCIMENTO,
2013; COSTA et al., 2015).

Neste contexto, esse trabalho objetivou avaliar o potencial citotoxico e
genotoxico de aguas de cinco rios no municipio de Carlinda, MT, com histérico de
atividades de garimpo, por meio do teste de Allium cepa.

MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas em cinco rios no municipio de Carlinda, no norte
do Estado de Mato Grosso, com histérico de atividades garimpeiras: Rio Teles Pires,
Rio Carlinda, Rio Buritis, Rio do sitio Sdo José e Rio da fazenda Nacional (FIGURA
1).

Todos os pontos de coleta apresentam alteracbes causadas por atividades
humanas. Os rios Buritis e Carlinda localizam-se proximo a uma rodovia que possui
trafego intenso de veiculos e possuem assoreamento aparente. O rio Carlinda serve
de ponto de encontro nos finais de semana para pesca e recreacdo. Os rios da
Fazenda Nacional e do Sitio Sdo José ndo possuem mata ciliar e sdo rodeados por
pastagem. Teles Pires € um dos principais rios da regido e corta todo o estado de
Mato Grosso, ainda é alvo do garimpo realizado por balsas, também é o maior em
extensdo e volume de agua entre todos os pontos analisados. A tabela 1 indica as
coordenadas geograficas dos pontos de coleta.

TABELA 1- Localizagdo geografica dos locais de coleta.

Tratamentos Latitude (S) Longitude (W)
Fazenda Nacional 10° 04’ 36.36” 550 49’ 25.34”
Buritis 9° 58’ 34.77” 55° 48’ 41.83”
Sao José 9° 59’ 36.62" 55043 42.01”
Carlinda 9° 57’ 02.22” 55052’ 28.74”
Teles Pires 10° 14’ 19.91” 55° 48’ 27.74"
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As coletas foram realizadas no periodo de seca durante o més de julho. Em
cada rio foram coletados cinco litros de agua em um Unico ponto na superficie, o
material foi transportado para o laboratério de Genética Vegetal do Campus
Universitario de Alta Floresta, UNEMAT. As amostras foram armazenadas em
garrafas estéreis e mantidas a temperatura ambiente até o momento de realizacao
dos testes.

FIGURA 1. Locais de coleta. A) Fazenda Nacional; B) Rio Buritis; C)
Sitio Sdo José; D) Rio Carlinda; E) Rio Teles Pires.

Para cada ponto de coleta, foram selecionados dez bulbos de cebola de
tamanho semelhante, auséncia de traumas, deformidades naturais ou contaminacéo
por fungos. O anel radicular foi lavado em agua corrente e agua destilada antes do
inicio do teste. Os bulbos foram colocados em recipientes com 100 mL de cada
amostra de agua coletada e mantidos a temperatura ambiente para germinagao. A
agua foi trocada a cada 24h. Como controle negativo utilizou-se agua destilada.

Ap6s 72h de germinagdo dos bulbos em cada um dos tratamentos, as
radiculas foram coletadas e fixadas em Carnoy (3:1) por 24 horas em temperatura
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ambiente sendo em seguida transferidas para o alcool 70% e mantidas sob
refrigeracao de 4T até a utilizacao.

Para montagem das laminas as radiculas foram cuidadosamente lavadas em
agua destilada por cinco minutos, posteriormente submetidas a hidrélise acida em
solucéo de HCL 5N por 15 minutos e novamente recolocadas na agua destilada por
mais cinco minutos. O material a ser analisado foi colocado sobre a lamina com uma
pinca e com o auxilio de um bisturi foi seccionada a regido meristematica, o restante
do material foi descartado, deixando sobre a lamina somente o meristema apical.
Posteriormente acrescentou-se uma gota de carmim acético (2%), em seguida
colocou-se a laminula, seguida de uma leve maceracdo com o bastdo de vidro,
através da técnica de esmagamento (GUERRA & SOUZA, 2002) e de acordo com
protocolo de BARBERIO et al. (2011).

O material foi observado em microscépio Optico binocular com magnitude de
400X. Foram preparadas quatro laminas para cada tratamento, em cada uma das
laminas foram contadas 500 células, totalizando 2.000 células por tratamento. Os
efeitos citotoxicos e genotdxicos foram avaliados através da andlise das divisdes
celulares, indice mitético (IM) e aberracbes cromossémicas (AC) segundo a equacéo
proposta por PIRES et al. (2001).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p=0,05). Todas as analises foram realizadas pelo programa
estatistico SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da tabela 2 demonstram que o maior indice Mitético (IM) entre
0os tratamentos ocorreu no rio Buritis (28,65%) e o menor no controle negativo
(10,65%). O tratamento que se aproximou mais do controle negativo foi o do rio
Teles Pires (13,45%). Se comparado com o controle negativo, todos os tratamentos
estimularam o IM. DUSMAN et al., (2012) em estudos nos rios da area urbana de
Maringa-PR também verificaram o aumento no indice mitético dos tratamentos
quando comparado ao controle. Para MASCHIO (2009) os niveis de citotoxicidade
de um composto testado podem ser determinados pelo aumento ou decréscimo do
indice mitético. De acordo com GRIPPA et al.,, (2010) o decréscimo no indice
mitético pode inferir a presenca de substancias citotoxicas com capacidade
mutagénica, ja 0 aumento no indice mitético, como o encontrado neste estudo,
indica que houve uma inducdo da divisdo celular, a qual também pode ser
considerada prejudicial as células, uma vez que a proliferacdo descontrolada pode
levar a formacao de tumores nos seres Vvivos.

Todas as areas analisadas foram alvo de garimpo, e receberam cargas de
mercurio. De acordo com JESUS & CARVALHO (2008) o mercurio e seus
compostos sao ativos quimicamente e, dependendo da concentracdo podem alterar
atividades celulares. O indice Mitético de A. cepa tratadas com a agua do rio Teles
Pires ndo diferiu estatisticamente do controle e foi 0 menor dentre 0s cinco rios
analisados (Tabela 2), indicando que as induc¢des do IM que ocorrem nos demais
rios ndo ocorrem no rio Teles Pires. Este resultado pode ser justificado pelo fato do
rio Teles Pires ser o maior, tanto em profundidade, quanto em largura e volume de
agua, possuindo também uma mata ciliar maior e mais preservada (Figura 1). De
acordo com COSTA et al.,, (2015) a ocorréncia de chuvas e os efeitos sobre a
profundidade total do rio, bem como, a possibilidade de arraste de solos alterando a
composicdo fisico-quimica da agua também influenciam no efeito citotoxico das
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aguas. Ou seja, as aguas dos rios que apresentaram maior IM podem estar sendo
influenciados por esses fatores, enquanto o rio Teles Pires n&o.

TABELA 2. Resultados dos percentuais médios de Indice Mitotico
(IM) em raizes de A. cepa submetidas aos diferentes

tratamentos.
Tratamentos N° de_ células IM (%)
analisadas
Teles Pires 2000 13,45 B
Séo José 2000 26,90 A
Buritis 2000 28,65 A
Nacional 2000 20,10 AB
Carlinda 2000 23,80 A
Controle Negativo 2000 10,65 B

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas ndo diferem
estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Em trabalho realizado com as aguas superficiais do Ribeirdo Atlantico em
Mandaguacgu-PR, CIRCUNVINS et al., (2012) também encontraram aumento no
indice mitético em um dos tratamentos, esse resultado foi justificado por a area ser
cercada de atividades agricolas, demonstrando que a vulnerabilidade ambiental esta
concentrada nos processos erosivos e escoamentos superficiais, devido ao uso
indevido das areas riparias. O escoamento superficial de componentes organicos
provenientes da adubac&o e manejo da area para o rio pode ter estimulado a divisao
celular mitética nas células meristematicas de A. cepa. Como o0s locais que
apresentaram maior IM neste estudo, localizam-se proximos a areas com atividade
agropecuéria e possuem mata ciliar alterada ou ausente pode-se inferir que essa
condicdo ambiental também interferiu no resultado encontrado.

Foram observados dois tipos diferentes de anormalidades cromossémicas:
cromossomos isolados (na profase, metafase, anafase e telofase) e ponte de
cromatina (na anéfase), conforme apresentado na Tabela 3. Em um estudo realizado
em Alta Floresta-MT, municipio vizinho a Carlinda-MT, GALVAO et al., (2015)
também encontraram cromossomos isolados, analisando os esgotos de laticinio,
frigorifico, estacdo de tratamento municipal e as aguas de um corrego influenciado
por esses esgotos.

TABELA 3. Numero Total de Anormalidades Cromossomicas (NTAC), percentual de
Anormalidades Cromossomicas (%AC) e frequéncia de cada tipo de
alteracdo nas raizes de A. cepa, nos diferentes tratamentos realizados.

Tratamentos NTAC AC PC-A(%) CI-P (%) CI-M (%) CI-A (%) CI-T (%)

Teles Pires 1 0,05 - - - 100 -
Séao José 3 0,15 33,3 - 66,6 - -
Buritis 3 0,15 - - 33,3 66,6 -
Nacional 20 1,0 - - 30 45 25
Carlinda 22 1,1 31,8 4,5 9,09 50 9,09
Controle (-) 8 0,4 12,5 - 25 62,5 -

PC-A = Ponte de Cromatina na Anafase; CI-P = Cromossomo Isolado na Profase; CI-M
Cromossomo Isolado na Metafase; CI-A = Cromossomo Isolado na Anéafase; CI-T
Cromossomo Isolado na Tel6fase.
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Na anafase foi observado o0 maior percentual de anormalidades
cromossémicas. SANTOS (2013) em estudo com extrato de p6é de guarana, também
observou que as aberracdes cromossémicas foram vistas com maior frequéncia nas
anafases com pontes de cromatina e cromossomo isolado, o que pode ser
justificado devido na fase da anafase existir a possibilidade de ocorréncia dos dois
tipos de anomalias. A anormalidade de cromossomo isolado incidiu em maior
percentual (81,54%) em relacdo a anormalidade ponte de cromatina (Figura 2). Esse
resultado também foi encontrado por GALVAO et al., (2015), segundo os autores
isso ocorre devido a anomalia ocorrer em quase todas as fases mitoticas.

O primeiro mecanismo de ac¢do dos agentes genotoxicos é promover lesdes
no DNA (oxidacdo e dimerizacdo de bases, entre outras) que podem ter trés
destinos: reparo, alteracdes irreversiveis e morte celular (MAJER et al., 2005). As
pontes cromossdmicas encontradas neste estudo sdo exemplos desse tipo de
mecanismo e podem indicar a presenca de substancias clastogénicas (indutoras de
quebras) nas amostras testadas, conforme descrito por OLIVEIRA et al., (2011) em
estudo com as aguas do rio Paraiba do Sul em Tremembé-SP, utilizando o teste A.
cepa.

100 A 81,54

80

18,46

40

Percentual de Anormalidades

Cl PC

FIGURA 2. Percentual de anormalidades em células
meristematicas de Allium cepa, submetidas a
diferentes tratamentos. Cl= Cromossomo Isolado;
PC= Ponte de Cromatina.

Os locais de coleta sdo bastante degradados (Figura 1), observando-se neles
assoreamento, erosao e pouca ou nenhuma mata ciliar, exceto no rio Teles Pires
gue apresentou IM e AC menor que os demais pontos de coleta. O rio da fazenda
Nacional que apresentou uma das maiores taxas de anormalidades cromossémicas
dentre os tratamentos e um indice mitético de 20,10%, localiza-se em meio a uma
pastagem e ndo possui mata ciliar, e pode estar sendo influenciado por
sedimentacdo ou arraste de substancias quimicas provenientes do manejo da
pastagem. Nas proximidades do rio Carlinda que também apresentou indice de
anormalidades celulares e IM (23,80%) maiores quando comparado ao controle,
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existe grande trafego de automoveis, além disso, € um ponto de pesca e de lazer
nos finais se semana o que contribui para a deposicdo de residuos dentre eles
compostos organicos que, de acordo com CIRCUNVINS et al., (2012), se somados
aos residuos carregados para o leito do rio podem servir de fonte de nutrientes para
inducao da divisao celular.

As aguas do rio Buritis, que revelou maior IM, ndo apresentou alto indice de
anormalidades cromossémicas, indicando que o rio possui potencial citotéxico, mas
nao possui potencial genotdxico. O mesmo ocorreu com as aguas do rio do Sitio
S0 José. De acordo com FISKESJO (1985) estudos com A. cepa demostram que
nem sempre a toxicidade esta correlacionada com a genotoxicidade, porque
alteracdes relacionadas com o crescimento da raiz e IM séo parametros indicativos
de citotoxicidade. Por outro lado, alteracdes como anomalias cromossOmicas
(micronucleos, pontes cromossomicas, entre outras), indicam genotoxicidade.

A agua do rio Teles Pires ndo apresentou potencial citotéxico nem genotéxico
visto que o IM foi proximo ao do controle e o indice de anormalidades
cromossOmicas apresentou-se bem abaixo se comparado com o0s demais
tratamentos.

CONCLUSAO
As 4guas dos rios Sao José, Nacional, Buritis, e Carlinda possuem potencial
citotoxico, enquanto as aguas do rio Teles Pires ndo, pois o IM revelado por suas
aguas em A. cepa nao diferiu estatisticamente do controle. Quanto a genotoxidade
as aguas dos rios Nacional e Carlinda apresentaram maior frequéncia de
anormalidades cromoss6micas em células meristematicas da cebola, em relacdo as
aguas dos demais rios estudados.
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