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" A medida que nos aventuramos, renovamos as

nossas esperancas, ambicoes e sonhos.

Havera momentos em que o destino e as
circunstancias nos ajudarao, e outros em que a

luta e o desespero tomarao conta de nos.

Mas precisamos avancar !!

Porque sao aqueles que seguem em frente e que
mantém vivas as suas aspiracoes, que tém a

maior chance de conseguir o que desejam.

Avancemos com determinacao, e
essa determinacao sera de alguma

maneira recompensada !~

Neil Somerville
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RESUMDO

Num aterro sanitario ocorre um grande numero de reagdes quimicas, fisicas,
biologicas e toxicologicas, resultando na formacgdo de liquidos percolados, chamados de
chorume. As caracteristicas destes liquidos percolados depende muitos das caracteristicas
dos residuos aterrados e do tipo de aterro sanitdrio, principalmente ao que diz respeito a
operagdo e manutencdo deste. Animais aquaticos sdo largamente utilizados como
biomarcadores em condi¢des suspeitas de contaminagdo e, na mensuragdo de danos
provenientes desta inser¢ao de contaminantes no meio aquatico. Os peixes ocupam um dos
ultimos patamares da cadeia trofica, servindo de alimento para outros animais aquaticos e
terrestres, entre eles o ser humano. A morte e mesmo alteragdes fisioldgicas nos peixes
podem acarretar importantes desequilibrios ecoldgicos € o consumo destes, pode causar
patologias para quem se alimente deles. Com base nestes aspectos, esta pesquisa teve como
objetivo principal a avaliagdo in sifu, do potencial toxico e genotoxico do chorume tratado
utilizando diferentes organismos aquaticos de agua doce, o cara (Geophagus brasiliensis) e
a Daphnia magna. Foram utilizadas diversas técnicas, como o ensaio do cometa para
analise genotoxicas aguda e cronica nos caras, e toxicoldgicas com bioensaios com
Daphnias magna. O aterro utilizado em nossa pesquisa, que recebe diariamente uma grande
quantidade de residuos domésticos provenientes de mais de 30 municipios do Estado de
Santa Catarina e os residuos perigosos de 17 municipios. Os resultados demonstraram a
necessidade de incluir analises genotoxicas como pratica comum para 0 monitoramento
ambiental, associada aos testes de toxicidade, pois os peixes expostos ao efluente final
apesar de ndo apresentarem nem toxicidade cronica, nem aguda, apresentaram efeitos
genotoxicos positivos para ambos os casos. Nos testes para avaliar o potencial de reparo
celular deste peixes apds exposi¢do aguda, os dados apontaram que as lesdes génicas sdao
passiveis de reparo, indicando que, os animais apos expostos por um determinado periodo
de tempo ao chorume tratado, e posteriormente transferidos para um ambiente sem

contaminag¢do, tem capacidade de reparar os danos causados ao seu genoma.
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ABSTRACT

A great number of physical, biological, chemical and toxicological reactions occur at a
landfill. These reactions produce the percolated liquid known as leachate. The percolated
liquid characteristics are dependent to the landfill type and to the buried residue. In
conditions of suspicious contamination and when is necessary to measure the damage
caused by the insertion of contaminants, aquatic organisms are used as biomarkers. Fish
represent a great source of food to aquatic and earthy animals, including man. Therefore,
fish’s death or even physiological alterations can cause an important ecological unbalance,
and the intake of them may cause pathologies. Based on these aspects the aim of this work
was to evaluate the toxic and genotoxic potential of treated leachate, using two different
aquatic organisms: Cara (Geophagus brasiliensis) and Daphnias magna, from freshwater.
Different techniques were used during this experiment: (i) comet assay to analyze acute and
chronic genotoxicity in G. brasiliensis (in situ); (i) DNA repair; and (iii) toxicological
bioassays in D. magna. The analyzed landfill situated at Santa Catarina — Brazil, receives a
great amount of domestic residue from 30 municipal and dangerous residuess from 17
municipal daily. The results demonstrated the necessity to include the genotoxic analysis
and toxicity assays as a common practice to monitor the environment, considering that fish
exposed to treated leachate didn’t show neither chronicle nor acute toxicity, but genotoxic
effects were observed in both cases. When the experiments aimed to evaluate the DNA
repair after an acute exposition the data demonstrated that the lesions can be repaired,
which indicates that animals exposured to treated leachate, and then transferred to a clean

environment are able to repair the damage in their genome.




1.INTRODUCAO

Inumeras doencas possuem veiculacdo hidrica, entre elas pode-se destacar as
desinteiras, viroses e doengas de pele, tornando-se um problema de satde publica. Somado
a este problema vem crescendo as patologias ligadas a polui¢do ambiental, principalmente
por compostos toxicos. Tanto a 4gua quanto os alimentos, podem estar contaminados com

substancias cuja toxicidade desconhecemos (PALMEIRA, 2000).

Visando estudar os efeitos de substincias toxicas em seres vivos, a Toxicologia
Ambiental utiliza bioindicadores e biomarcadores, que fornegam resultados rapidos,
confidveis e que possam ser aplicados na Engenharia Ambiental, no que tange a detec¢ao

de alteragdes fisiologicas de animais ou populagdes, avaliacdo de risco ambiental e

possivel impacto ambiental (BARROS & DAVINO, 2003; MATIAS, 2003).

A utilizagdo de novos organismos como mamiferos terrestres, peixes e
invertebrados aquaticos, estdo sendo utilizados e recomendados por diversos autores em
técnicas de biomonitoramento ambiental, como propostas de avaliacdo de genotoxicidade
e carcinogenicidade sobre estes organismos, quando 0os mesmos sdo expostos a ambientes
aquaticos contaminados (CETESB, 1987a; CETESB, 1988; DE FLORA et al, 1991;
CETESB, 1992; COONEY, 1995, KAMER & RINKEVICH, 2002; LEE & STEINERT,
2003).

A exposicao de peixes aos agentes genotoxicos pode acontecer através da via
digestiva, quando o mesmo ingere a substancia ou, por via respiratéria seguida de absorcao
quimica através das guelras (DE FLORA et al,1993; BAINY, 2004). A avaliagdo de
biomarcadores pode ocorrer in sifu ou em um ambiente laboratorial, com todos os
parametros fisico-quimicos e bioldgicos controlados apds exposi¢do a um ou diversos
agentes genotoxicos. Uma comparagdo mais realista pode ser efetivada quando comparado
com peixes nativos da mesma espécie, expostos a condigdes naturais distintas, em meio
ambiente contaminado e¢ em habitat isento de contaminagdoes (MOORE, 1993;

MITCHELMORE & CHIPMAN, 1998).




Os residuos soélidos através de inimeros processos de degradacdo, produzem um
liquido percolado de odor caracteristico, cor escura e, altamente toxico, denominado
chorume ou lixiviado. Quando os residuos solidos ndo recebem destinacdo final adequada,
nem o seu liquido percolado recebe tratamento e monitoramento constantes, tornam-se
importantes poluidores do meio, podendo alterar de forma irreversivel os ecossistemas

(DA LUZ, 1998).

Uma das maneiras mais comuns pelas quais um aterro contamina o meio ambiente
¢ através do vazamento deste liquido percolado, pela base ou laterais do aterro,
contaminando ndo s6 a agua ( superficial e subterranea), também o solo.O liquido
percolado bruto ¢ altamente toxico e, provoca mortalidade de animais e plantas aquaticas.
Um tratamento adequado pode reduzir ou até mesmo eliminar os elementos toxicos desse

complexo composto (FINKLER, 2002).

O impacto produzido pelo liquido percolado sobre o meio ambiente, estd
diretamente relacionado com sua fase de decomposi¢do. O lixiviado de aterro novo,
quando recebe boa quantidade de aguas pluviais € caracterizado por pH acido, alta
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO:s), alto valor de Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO) e diversos compostos potencialmente toxicos, como ja mencionados nos paragrafos
anteriores. Com o passar dos anos, ha uma reducdo significativa da biodegradabilidade
devido a conversdo, em gas metano ¢ CO2, de parte dos componentes biodegradaveis

(LIMA, 1991; CURUPIRA, 2004 ).

Pesquisas realizadas com o liquido percolado tratado do Aterro Sanitario da Grande
Florianopolis, ndo apresentaram toxicidade aguda, porém, em se tratando do liquido
percolado bruto (in natura) do mesmo aterro, o efluente apresentou elevado potencial
toxico para os microcrustaceos. Foi constatado que embora o efluente ndo tenha
apresentado toxicidade aguda, houve uma alteragdo no ciclo reprodutivo do microcustaceo
Daphnia magna (FINKLER, 2002). Desta forma a verificagdo genotoxicologia do
chorume se faz necessaria, para observacao de possivel alteragdo genética na estrutura de

outros animais aquaticos como os peixes.




22.0BJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Verificar possiveis efeitos toxicos e genotoxicos do liquido percolado gerado em
aterramento sanitario de residuos solidos urbanos, utilizando a Técnica do Cometa,
padronizada para as condigdes do Laboratorio de Toxicologia Ambiental — LabTox,

utilizando o sangue do peixe Geophagus brasiliensis.

1- Desenvolver a técnica conhecida como “Teste do Cometa”, para as condi¢des do
Laboratorio de Toxicologia Ambiental — LabTox, usando como agente genotoxico para

controle positivo o Peroxido de Hidrogénio (H,0,);

2 - Quantificar o grau de lesdo no DNA do Geophagus brasiliensis, causado pelo liquido

percolado tratado, através de exposi¢ao cronica e aguda, utilizando o “Teste do Cometa”;

3 — Avaliar o mecanismo de reparo do DNA do Geophagus brasiliensis, apds exposi¢ao

cronica;

4 —Avaliar a toxicidade aguda do chorume tratado utilizando o indicador bioldgico

Daphnia magna,




3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

O aumento crescente e acelerado do processo de urbanizagdo na sociedade em que
vivemos, formam aglomerados de pessoas estimulados para o consumo de artigos e
produtos cada vez mais modernos e tecnologicos. A filosofia do descartavel e do excesso

de embalagens predomina em diversos setores do mercado o que significa diretamente

mais residuo (CANALCIENCIA, 2004).

Este quadro crescente de ocupagdo territorial e consumo desordenado podem
acarretar uma série de alteragdes no meio ambiente, principalmente porque o processo de
urbanizagdo se da em geral sem planejamento adequado e, conseqiientemente falta de
estrutura adequada, necessaria para receber toda esta populagao e seus residuos. Alteragdes
ambientais por agentes poluentes t€ém ocorrido basicamente sob duas formas: intencional e

acidental, principalmente a partir de fontes ndo naturais em decorréncia da atividade

humana (PALMEIRA, 2000; ABNT, 1985).

A presenca de substancias poluidoras em excesso nos ecossistemas representa um
risco para os seres vivos (LAITANO, 2003). Essas substancias podem prejudicar a
qualidade de vida da populacdo, pois geralmente ndo ha um estudo prévio sobre a
saturacdo de recursos naturais destes locais em especifico, gerando ocupag¢des muitas
vezes desordenada, que vem a acarretar o despejo inadequado (na maioria das vezes a céu

aberto) de residuos solidos, mais comumente chamado de “/ixo”.

O residuo soélido e sua forma de gerenciamento constituem um dos grandes desafios
deste século, e se equipara em gravidade a outros problemas de solu¢do complexa, como a
escassez de agua potavel, desflorestamento em larga escala, ocorréncia de doencas além do
efeito estufa provocado pela queima de combustiveis fosseis e, agressdo a camada de
ozonio causada pelo CFC (clorofluorcarbono) entre tantos outros (LIMA, 1996; LIXO,
2004). A Figura 1 demonstra um grande volume de residuos despejado temporariamente a

céu aberto aguardando sua cobertura adequada.




Figura 1 - Lixo despejado temporariamente a céu aberto para posterior aterramento no
aterro sanitario de residuos sé6lidos urbanos onde foi realizada a pesquisa. Fonte: LabTox /

Vanessa Guimaraes Machado

Quando os residuos s6lidos ndo sdo gerenciados de forma correta, isto €, quando

ndo existe nem manejo, nem tratamento final adequado, podem ocasionar riscos diretos e

indiretos a comunidade, afetando a saude ¢ o bem-estar de todos os seus integrantes

(PALMEIRA, 2000).

Os riscos diretos sio ocasionados pelo contato direto com os residuos que
podem conter excrementos humanos e de animais. O grupo de risco mais afetado ¢ o dos
catadores de lixo, que apresentam maior incidéncia de parasitas intestinais, ocorréncia de
lesdes nas mios e pés, enfermidades respiratdrias e de pele, etc. Os riscos indiretos
derivam principalmente da proliferacdo de vetores sanitarios como moscas, mosquitos,
ratos e baratas, que encontram neste meio alimento, e condigdes adequadas para sua
reproducdo. A inexisténcia do manejo adequado pode levar a alimentacdo de animais
(domésticos e destinados a “corte”) com lixo. Esta pratica perigosa pode causar nos seres

humanos, doengas como a cisticercose, entre outras (PALMEIRA, 2000).

Os riscos podem ser minimizados através da adogdo de sistemas de disposigdo
final mais conveniente do ponto de vista sanitario e econdmico. A precaria disposicao final

do lixo pode ocasionar problemas sérios de saude publica, através da disseminacdo de




doencas, da contaminagao do solo e de mananciais (aguas subterraneas e superficiais) pelo

liquido percolado (SA & PEPE, 2000).

A correta gestdo destes residuos solidos através da efetivagdo de praticas de manejo
e disposi¢ao final, ¢ essencial para a implementacdo de solugcdes ambientais satisfatorias e
eficientes em areas urbanas, que sejam menos impactantes ao Meio Ambiente e, que
garantam uma qualidade de vida sanitariamente satisfatdria para as populacdes existentes.

Dentre os mais diferentes e diversos métodos de disposicao final de residuos, o que parece

ser mais adequado a realidade social, principalmente da América Latina, é o Aterro

Sanitario (CANALCIENCIA, 2004).

A questdo do lixo deve ser abordada de forma complexa, contemplando os aspectos
econdmicos, politico, socioldgico, psicoldgico, sanitario e ambiental. Tais aspectos devem

ser tecidos de forma interativa e inter-retroativa. Na medida em que geralmente as acdes

relativas aos residuos solidos e ao seu gerenciamento ndo contemplam as questdes sociais
e socioldgicas, num esfor¢o conjugado de Secretarias e Ministérios, os seres humanos sao,

e continuardo a ser, excluidos e marginalizados (DA LUZ, 1998; SA & PEPE, 2000).

3.2. LIOUIDO PERCOLADO DE RESIDUOS SOLIDOS -CHORUME

O liquido que percola de locais de disposi¢ao final de residuos sélidos, também ¢
denominado de lixiviado ¢ chorume. E um liquido escuro, resultado da umidade presente
nos residuos, da dgua gerada durante a decomposi¢ao dos mesmos e também das chuvas
que percolam através da massa do material descartado, possui alto teor de matéria organica
que contém alta carga poluidora (CLARETO, 1997) caracterizando-se por possuir
elevados valores de DQQO (Demanda Quimica de Oxigénio) ¢ DBQO (Demanda
Bioquimica de Oxigénio), além de apresentar metais pesados provenientes da

decomposi¢ao de embalagens metalicas e pilhas. A composi¢do final do chorume ¢ fruto

do tipo de lixo depositado e do seu estado de degradagao (FINKLER, 2002; LIMA, 1996).

O potencial de impacto deste efluente estd relacionado com diversos fatores. Em

geral baseados na: (i) alta concentracio de matéria organica; (ii) reduzida




biodegradabilidade; (iii) presenca de metais pesados e de substancias

recalcitrantes. Devido a estas caracteristicas, estes efluentes persistem por muito tempo
no meio ambiente podendo conseqiientemente causar efeitos cronicos adversos a biota. A
velocidade de degradacgdo esta relacionada ndo s6 a substancia e a sua estrutura molecular,
mas também as condi¢des do compartimento onde foi langada, isto é, potencial redox, pH,
presenca de microorganismos, concentracdo de substratos e constituintes do referido

compartimento onde foi depositado (CHASIN & PEDROSO, 2003).

A decomposi¢do dos residuos solidos depositados em aterros sanitrios € um
processo dinamico comandado por organismos decompositores de matéria organica, sendo

em sua maioria bactérias heterotroficas, aerobias e facultativas (LIMA, 1996). Esta

decomposicdo pode ser descrita pelas fases aerdbia e anaerdbia. A fase aerdbia

ocorre durante o primeiro més de deposicao e recobrimento do lixo na vala.

A agdo de decomposicdo ¢ realizada pelas bactérias aerobias que utilizam o
oxigénio presente no interior do aterro ¢ mais intensa no inicio, ¢ a medida que o oxigénio
vai ficando escasso a decomposi¢do torna-se mais lenta (VENKATARAMANI et al,
1984; LIMA,1996). A presenca de aguas pluviais exerce grande influéncia sobre esta fase,
pois facilita a redistribuicdo de nutrientes e microorganismos ao longo do aterro sanitario

(MANDELLI et al., 1991; LIMA, 1991).

Quando todo o oxigénio ¢ consumido, inicia-se a fase anaerobia, onde a
decomposicao ocorre através dos organismos anaerobios e/ou facultativos que hidrolisam e
fermentam celulose e outros materiais presentes no residuo (MANDELLI et al, 1991;
VENKATARAMANI et al, 1984). Esta fase ¢ caracterizada pela reducdo da concentragao
de carbono organico, pelos altos niveis de amodnia e largo espectro de metais,
representando considerdvel potencial de risco para o meio ambiente. A fase anaerdbia

pode demorar varios anos para estar completa (MANDELLI et al, 1991; LIMA, 1991).

Diversos fatores contribuem para que o residuo da decomposicao do lixo (liquido

percolado) seja complexo e apresente significativas variagdes em sua composicao. Dentre
as mais importantes ressalta-se: (i) dinamica de decomposicio ao longo do

tempo; (ii) variacdes na forma de operaciao do aterro sanitario; (iii) tipo




de solo; (iv) composicao dos residuos depositados; (v) volume de chuvas e

outras alteracoes climaticas (LIMA, 1991; CLARETO, 1997).

O potencial de contaminacdo ambiental de um aterro sanitario estende-se desde o
inicio da sua operacao até varias décadas apos seu encerramento de atividades, ou seja, seu
fechamento (MANDELLI et al, 1991; FINKLER, 2002). Conhece-se muito pouco sobre a
magnitude dos danos causados pela utilizagdo de agua proveniente de corpos receptores
destes efluentes, e sabendo-se da existéncia da possibilidade de populagdes humanas
consumirem peixes e alimentos contaminados por este liquido percolado diluido na agua, ¢
de grande importincia analisar sua toxicidade, bem como a qualidade das aguas
contaminadas através de parametros fisico-quimicos, biologicos e toxicoldgicos

(FINKLER, 2002; CLARETO, 1997; LIMA, 1996 ).

Segundo Chasin & Pedroso (2003) a Toxicologia Ambiental e a

Ecotoxicologia, sio termos usualmente empregados para descrever o estudo cientifico
dos efeitos adversos causados aos organismos vivos, através de substancias quimicas
liberadas no ambiente que interagem entre si, através de suas vias de transferéncia entre os
meios também denominados de compartimentos ambientais (Figura 2). Qualquer alteracao

em um dos meios pode provocar uma alteragdo em cadeia, alterando qualquer um dos

demais meios (OPAS/USEPA, 1996; OGA, 2003).

Muitos pesquisadores diferenciam estas conotagdes denominando o termo
Toxicologia Ambiental para estudos referentes aos efeitos diretos das substancias
quimicas ou xenobioOticos ambientais sobre os seres humanos. Neste caso o termo
Ecotoxicologia trataria somente dos estudos referentes aos efeitos desses compostos

(xenobidticos ambientais) sobre os ecossistemas € seus componentes ndo humanos

(CHASIN & PEDROSO, 2003; LAURINI, 1987).
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Figura 2 — Vias de transferéncia e interacdo entre os meios ambientais. Fonte:
OPAS/USEPA, 1996.

A designagdo mais empregada nos dias de hoje para o termo Toxicologia
Ambiental, refere-se a area da toxicologia que se estuda os efeitos nocivos causados
pela interagdo de agentes quimicos contaminantes do ambiente — agua, solo, ar — com

organismos humanos, enquanto que o termo Ecotoxicologia ¢ empregado para

relacionar os efeitos toxicos das substancias quimicas e dos agentes fisicos sobre os
organismos vivos, especialmente nas populagdes e comunidades (CHASIN & PEDROSO
2003; OGA & DE SIQUEIRA, 2003).

Para Oga & De Siqueira (2003), agente toxico ou toxicante corresponde a
entidade quimica capaz de causar dano a um sistema bioldgico, alterando seriamente uma
funcdo ou levando-a a morte sob certas condi¢des de exposi¢do. A Toxicologia Ambiental
estuda os efeitos de contaminantes ambientais sobre individuos vivos, e a ecotoxicologia ¢

um ramo da toxicologia ambiental, que estuda os efeitos dos contaminantes ambientas
sobre as populagdes, considerando aspectos de: mobilidade, degradacao,
bioacumulaciao e bioamplificacdo dos contaminantes (OGA & DE
SIQUEIRA, 2003; BARROS & DAVINO, 2003; MATIAS, 2004).
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3.3.1. GENETICA TOXICOLOGICA AMBIENTAL

A genética toxicoldgica ¢ uma area da ciéncia relativamente jovem. Reconhecida
durante os anos 60, seus avancos foram impulsionados principalmente pelo cientista
Alexander Hollaender, através de suas pesquisas em que significantes riscos a células
germinativas humanas poderiam ser conseqiiéncia de exposi¢des aos agentes quimicos e

radiagdo (VILLELA et al., 2003).

Esta area da ciéncia estd continuamente recebendo maiores interesses pela
comunidade cientifica e pelos técnicos especializados dentro dos conceitos modernos de
saude publica, devido ao fato de buscar analisar e, avaliar os fatores que determinam a
vida e os fatores que podem perturba-la podendo causar até a morte. Apesar da vida e da

morte serem mutuamente exclusivas, uma nao existir sem a outra (ERDTMANN, 2003).

Durante a 2* guerra mundial, a explosdo da bomba atomica nas cidades de
Hiroshima e Nagasaki, liberou (e continua liberando) ondas radioativas que exp0s toda a
populacdo. Houve um “pool” génico em toda populacdo exposta e conseqiientemente em
seus descendentes, que até hoje carregam alteracdes genéticas. Neste periodo foi
questionado sobre a capacidade humana em manipular o material genético de toda uma

populagdo através de intervengdes no meio ambiente natural (RIBEIRO, 2004).

Apos a 2° grande guerra em que se perpetuaram os efeitos da bomba atomica por
toda uma populacdo, seus descendentes e o meio ambiente, os estudos convergiram para
dois pontos: a ecologia ¢ a genética. Foi entdo que nas décadas de 50 e 60
desenvolveram-se os primeiros testes rapidos e eficientes que até hoje sdo empregados em
genotoxicidade. Em 1946, os cientista Auerbach e Robson estudaram através do gas
mostarda, a mutagénese quimica provocada pelo efeito do agente radiominético similar aos

efeitos da radiagdo, por provocarem queimaduras e aberragdes cromossomicas (RIBEIRO,

2004).

Em 1969, foi criada a Sociedade de Mutagénese Ambiental (EMS), com o objetivo

de reunir cientistas provenientes de diversas partes do mundo, interessados em detectar
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agentes mutagénicos € seus riscos ao genoma humano, a fim de disporem de informagdes

necessarias para suas pesquisas (VILLELA et al, 2003).

Todo o processo de alteracdo ambiental ndo ¢ recente, embora neste momento as
preocupacoes tendem a aumentar devido a escassez de matéria primas € ao processo de
desertificagdo que ocorre em muitos ambientes no mundo (MATIAS, 2003). A revolucao
industrial iniciou-se em meados do século XVIII com o crescimento exacerbado das
fabricas e industrias, e conseqiientemente a substituicdo das energias provenientes da

tracdo humana e animal, dos moinhos de vento, e das rodas d’agua pela energia a vapor.

Para ocorrer a ebulicao da 4gua a fim de produzir vapor, deve haver o fornecimento
de calor para elevar sua temperatura. No inicio da Revolucdo Industrial, este calor era
produzido através da queima de combustiveis a base de carbono (carvao, 6leo e gas
natural), que ocasiona uma liberagao de substancias complexas na atmosfera (RIBEIRO,

2004).

O desenvolvimento industrial trouxe como resultado, o depdsito de lixo organico e
inorganico no ambiente, além da liberagcdo de substancias quimicas no ambiente. O proprio
estilo de vida de cada individuo reflete as conseqiiéncias da produ¢do em massa, 0 uso
excessivo de sabdes, sabonetes, detergentes, por exemplo, ou também no campo
tecnologico através da busca por informagdes que impulsiona a inovagao com a finalidade
de facilitar a vida cotidiana: sdo baterias de celulares cada vez mais modernas, pilhas,

disquetes, os proprios celulares cada vez menores e mais multifuncionais.

Como tudo tem seu preco, a evolucdo tecnoldgica quando ocorre sem a
preocupacdo com o descarte e a destinagdo final de seus produtos ocorre atraso € em
muitas vezes retrocesso no desenvolvimento sustentavel de todo um ambiente e, por

conseguinte um ecossistema (RIBEIRO, 2004).

As expectativas de lucros imediatos em curtos espacos de tempo, além da auséncia
de efeitos nocivos em curto prazo, tem provocado um sacrificio gradual e continuo dos
ambientes naturais. Na grande maioria das vezes na sociedade moderna, os interesses
econdmicos de grandes empresas ¢ empresarios tém prioridade em detrimento das

questdes ambientais (LEMOS & TERRA, 2003).
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Monitorar os possiveis impactos ecoldgicos e os riscos a saude humana ¢ uma
questdo problematica devido ndo s6 a complexidade e o custo decorrente da identificacao
das substancias quimicas envolvidas, mas também as dificuldades nas investigacdes

epidemioldgicas que necessitam um numero elevado de dados (SILVA et al, 2003).

Segundo a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental — CETESB, “uma
drea contaminada pode ser definida como drea, local ou terreno onde ha
comprovadamente polui¢cdo ou contamina¢do causada pela introdugdo de quaisquer
substancias ou residuos que nela tenham sido depositados, acumulados, armazenados,

enterrados ou infiltrados de forma planejada, acidental ou até mesmo natural”

(CONASQ, 2003).

Dentre os casos de contaminagdo ambiental ocorridos no Brasil por substincias
quimicas envolvendo aterros sanitarios que teve grande repercussao nacional, pode-se citar
o caso do aterro industrial de residuos perigosos, localizado em Santo Antonio da Posse —
SP, que se tratava de um aterro de recep¢ao de residuos industriais de 61 industrias, que foi
fechado em 1987. Em torno de 150 mil toneladas de residuos perigosos foram depositados
em 22 mil metros quadrados, além da contaminacao do solo, houve também contaminagao
de 4guas subterrdneas e, at¢ 2001, ndo havia registro de individuos contaminados

(CONASQ, 2003).

Outro exemplo pode se dar através da “Cidade dos Meninos™”, que leva este
denominacdo devido a um internato masculino, que existia no local. Localizada no
municipio de Caxias (RJ), uma antiga fabrica de malariologia, antigo 6rgao do Ministério
da Educagdo e Saude, que na década de 50 produzia o hexaciclohexano (HCH), inseticida
utilizado no controle de vetores transmissores de doencas. A fabrica iniciou seu desmonte
em 1962, mas ainda permaneceram no local cerca de 13 mil m® de residuos quimicos

(CONASQ, 2003).

Desde 1989 existem pesquisas objetivando encontrar solugdes para o problema, a
area contaminada identificada atinge cerca de 150 mil m? e, uma populagio diretamente
exposta estimada em 370 familias que moram perto do local. Além destas familias, estima-
se s existéncia de cerca de 60 outras familias residentes ao longo do curso d’4agua canal do

Pilar e rio Capivari, que também estiveram expostas (CONASQ, 2003).
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Grandes agéncias de controle ambiental de diferentes paises como a Sociedade de
Mutagénese Ambiental (EMS americana e européia), a Comissdo Internacional para
Protecao contra Mutdgenos e Carcindgenos Ambientais (I(CPEMC), a Sociedade Brasileira
de Mutagénese, Carcinogénese ¢ Teratogénese Ambiental (SBMTC), entre outras, vém
recomendando a utilizagdo de um conjunto de testes para avaliagao de substancias quanto
as suas caracteristicas genotoxicas principalmente, no que diz respeito a regulamentacao
tanto para o consumo, quanto para a liberagdo no meio ambiente (LEMOS & TERRA,

2003; CONASQ, 2003).

Recentemente a prefeitura de Sao Paulo regulamentou uma lei municipal como
uma medida preventiva, obrigando proprietarios de terrenos suspeitos de contaminagao a
apresentar laudos toxicoldgicos de subsolos antes do inicio de obras naqueles terrenos. A
preocupagdo com a avaliagdo ambiental tem como objetivo ndo sé a preservagdo do meio
ambiente, mas também a qualidade de vida e a saide humana. A poluicdo e/ou
contamina¢do gerada pela disposi¢do inadequada de residuos, ¢ um problema complexo
que tem aumentado a preocupacdo dos governantes em todo o mundo, uma vez que a
produgdo de lixo ndo cessa e, sua crescente geracao tem causado danos as populacdes de

diversos paises (LEMOS & TERRA, 2003; CONASQ, 2003).

A modificagdo do ecossistema natural “saudavel” resultante de interferéncias de
disposi¢des de lixo no meio fisico interage com o meio bidtico, por meio de relagdes
fisicas, quimicas bioldgicas e radioativas, com menor ou maior intensidade de acordo com
as caracteristicas de exposi¢do. A geracdo constante e crescente de varios tipos de residuos
solidos evoluiu com a evolugdo historica do desenvolvimento da humanidade,
principalmente a partir da Revolucdo Industrial, o que pode ser evidenciado por meio do

fluxograma da figura 3 (RIBEIRO, 2004).
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Desenvolvimento Industrial

v

Crescimento acelerado da populagdo

v

Aumento da expectativa de vida da populacdo

v

Urbanizagdo complexa da sociedade (urbanizagdo desordenada)

v

Aumento da demanda de alimentos diversificados e baratos

v

Uso intensivo de fertilizantes, pesticidas e defensivos
agricolas (Aumento da produgéo de sementes)

v

Uso intensivo de produtos farmacéuticos cada vez mais

potentes (protecdo da salide de seres humanos, animais domésticos e para
corte)

v

Langamento e contaminagdo de espagos, agua, ar, solo e meio
ambiente em geral

COMO ESTOCAR OU

DESCARTAR ESSE LIXO SEM
CONTAMINAR O AMBIENTE?

Alteragdes no DNA, provocando alteragdes genotoxicoldgicas,
podendo evoluir para alteracées mutagénicas e carcinogénicas

Figura 3 - Fluxograma demonstrativo do processo de geragdo de residuos, baseado em

RIBEIRO (2004)
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Como conseqiiéncia desta exposicao aos efeitos dos contaminantes sobre a saude
de uma populagdo, podem acarretar alteracdoes cromossdmicas em células reprodutivas e
nao reprodutivas, que podem evoluir até mesmo para um processo de mutacio genética ou
ndo (COOK & BRAZELL, 1976; MATIAS, 2003). A figura 4 apresenta o diagrama de
ciclo continuo que demonstra o mecanismo de inter-relagdo entre o meio ambiente, a saude
e a constituicdo genética, onde havendo alteracdo em algum destes componentes, provoca

uma reacao em cadeia para os demais.

Meio | g SAUDE

Ambiente

Constituicao
Genética

Figura 4 - Diagrama de ciclo continuo, baseado em RIBEIRO (2004)

Todas as células possuem diversos mecanismos de repararas lesdes (danos) no
DNA, ou simplesmente auxiliar as células a tolerd-las. O sistema de reparo de DNA
constituiu um mecanismo de defesa extremamente eficiente que garante a estabilidade do
genoma e, conseqiientemente a propria existéncia da célula e/ou do organismo. Esses
sistemas eventualmente falham e algumas lesdes podem alterar o codigo genético de modo
permanente causando mutacdes. Basicamente as vias de reparo de DNA podem ser
classificadas em: (i) reversao da lesao; (ii) reparo por excisao; (iii) reparo
recombinacional e (iv) tolerancia a lesdes (PINTO & FELZENSZWALB, 2003;
AGNEZ-LIMA et al, 2003)
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Observa-se que em muitos casos quando um organismo € exposto a um agente
genotdxico que induz alteragdes genéticas e suspendendo a exposi¢do do organismo ao
agente verifica-se apos algum tempo, que muitas alteragdes foram reparados naturalmente
(MATIAS, 2004; RIBEIRO, 2004). Esta capacidade de regeneragdo ¢ natural e ocorre
quando se cessa a exposicao do organismo ao agente toxico e genotoxico e o transfere para
seu ambiente natural As células por estarem em continua renovacdo e devido ao seu

mecanismo de reparo voltam ao seu estado natural (SAFFI & HENRIQUES, 2003).

E dificil determinar o efeito da mutagdo em células germinativas, mas nio ha
davidas de que o cancer se constitui na preocupagao mais imediata. A constatacao de que a
utilizacdo de pesticidas e a contaminacdo dos ecossistemas com residuos toxicos sdo
perigosas para a saude humana e animal ¢ um fato real e atual; sendo de extrema
necessidade a regulamentagdo de normas e diretrizes visando a obrigatoriedade do
monitoramento toxicoldgico e genotoxicoldgico ambiental, a fim de que sejam avaliados
adequadamente os riscos e, sua posterior remediacao (SILVA & DA FONSECA, 2003;
ALBERTS & BRAY, 1997).

3.3.2. ECOTOXICOLOGIA

Segundo a Sociedade Brasileira de Ecotoxicologia — SETAC, a Ecotoxicologia
¢ a ciéncia que tem como principio basico o estudo dos agentes fisicos, quimicos e
biologicos sobre os organismos vivos. Particularmente sobre as populacdes e comunidades
em seus ecossistemas, incluindo as formas de transporte, distribui¢do, transformagao,

interagdes e destinagdo final desses agentes nos diferentes compartimentos do ambiente

(SETACBRASIL, 2004).

A Ecotoxicologia insere-se nas Ciéncias do Ambiente como ferramenta basica e
essencial que subsidiard através do conhecimento, a formulacdo segura de dispositivos
legais, normas, programas e diretrizes gerenciais para enfrentar questdes de risco
ecotoxicologico potencial ou real, determinado pelo uso e pelo langamento de agentes

quimicos no ambiente (LAURINI, 1987).
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O ambiente aquatico cobre cerca de 2/3 do planeta e ¢ habitado pela maioria das
espécies viventes, sendo que os organismos aquaticos e seus habitats, tém fun¢do vital no
ecossistema da terra, por estarem inseridos em uma cadeia alimentar composta de muitos
outros animais aquaticos ou ndo (MACKAY, 1996). Nos ultimos anos tem aumentado os
relatos sobre danos ao ecossistema aquatico e principalmente ao material genético

provocado por substancias genotoxicas (ALBERTS & BRAY, 1997; COX et al., 2001).

Organismos aquaticos podem ser expostos temporariamente a derrames acidentais

de poluentes na agua ou a contaminantes cronicamente presentes no ambiente. Este
langamento pode ocorrer de forma (i) intencional ou criminosa; (ii) acidental;

(iii) permitida ou controlada, visando a algum efeito considerado positivo

(econdmico ou do ponto de vista da saude publica, como a aplicagdo de praguicidas e

fertilizantes) (LOPEZ-BAREA & PUEYO, 1998; FERNICOLA et al, 2003).

Essas exposicoes da fauna aquatica as genotoxinas, podem levar num contexto
ecoldgico, a mutacdes herdaveis e perda na diversidade genética, com significantes
implicagdes para a sobrevivéncia das populagdes expostas a longo prazo, oferecendo desta
forma um risco para a saude humana através da cadeia alimentar (DEPLEDGE, 1998;

SILVA, 2000; MACKAY, 1996; MATIAS, 2003).

Deste modo, a genotoxicidade pode resultar em rapidas alteracdes na freqiiéncia
dos genes em populagdes naturais com conseqiiéncias ecologicas, as quais sao
insuficientemente compreendidas, mas sdo provavelmente graves. Em virtude desta
constatagdo, vem crescendo a preocupacdo ecoldogica no que diz respeito ao
monitoramento ecotoxicoldgico justificando e necessidade e preocupagdo em utilizar os
peixes e os microcrustaceos nesta pesquisa (DEPLEDGE, 1998; LOPEZ-BAREA &
PUEYO, 1998; MACKAY, 1996; MATIAS, 2003).

Os estudos de ecotoxicologia incluem também a monitorizagdo bioldgica que
consiste em avaliar os organismos expostos, visando detectar efeitos adversos que possam
indicar a exposicao em niveis toxicos de substancias no ambiente, ou avaliar as substancias

quimicas com relagdo aos efeitos produzidos por meio da controle de indicadores de
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deficiéncias enzimaticas ou genéticas (LOPEZ-BAREA & PUEYO, 1998; BARROS &
DAVINO, 2003).

Ao se avaliar o risco ambiental de uma dada substancia quimica, existe uma série
de fatores que devem ser considerados, dentre os mais comuns destacam-se (BARROS &

DAVINO, 2003):

(1) Quimicos (possiveis estados de oxidagdo, interagdes com outros
materiais e impurezas, vias e produtos de degradagdo e
biodisponibilidade, forma fisica);

(i) Potencial de Biodegradacio (Demanda biologica e quimica de
oxigénio, variacdo de temperatura, disponibilidade de oxigénio e
biodegradacdo de produtos de interacdo);

(iii) Testes de Toxicidade Aguda (microorganismos, plantas
superiores, invertebrados, peixes, passaros € mamiferos);

(iv) Testes de Toxicidade Cronica (espécies de peixes, cadeia
alimentar de invertebrados e mamiferos mais significativos);

(v) Desaparecimento da Atmosfera, aguas de rios, lagos, solos,
Bioacumulacio em microorganismos, plantas superiores,
invertebrados, peixes, passaros, mamiferos e humanos;

(vi) Eutroficacido, ou seja, excesso de nutrientes em 4aguas naturais
(ensaios laboratoriais da resposta em algas e outras plantas aquaticas);

(vii) Solos, Lodo e Sedimentos (acumulagio e liberagdo de outros
materiais por reacdes de troca ou pela modificagdo do meio), além dos

(viii) Efeitos Fisicos (radiagdes)
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Os testes de toxicidade sdo utilizados para avaliar os efeitos causados a(s)
espécie(s)-teste(s) em geral animais aquaticos que sejam representativos dentro de um
ambiente em estudo, quando submetidos a varias concentragdes de uma ou mais
substancias ou a fatores ambientais, durante um determinado periodo de tempo, tendo
como finalidade detectar os possiveis efeitos letais e/ou subletais destas condicdes. Até
pouco tempo atras estes testes eram denominados de bioensaios, ou ensaios bioldgicos
(GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990). Estes testes podem ser realizados de duas

maneiras: (1) in vivo ou (ii) in vitro.

Em laboratério, os testes podem ser realizados de forma aguda ou cronica,
sendo que na forma aguda, o organismo ¢ exposto durante curto periodo de tempo,
geralmente num periodo de 24 a 96 horas com administragdes de elevadas concentracdes
de um agente téxico especifico. A vantagem do teste sob a forma aguda em relagdo a
cronica refere-se a obtencdo de resultados rapidos e reprodutiveis com as curvas de
concentragdo-resposta, a identifica¢do e a estimativa dos efeitos de substincias quimicas

nos organismos aquaticos (COONEY, 1995).

A imobilidade e a letalidade sao os parametros observados nos testes de toxicidade
aguda, sendo que os demais pardmetros tais como as alteragdes nas atividades
respiratorias, cardiacas, bioquimicas e no desenvolvimento, sdo considerados efeitos sub-

letais avaliados em testes de toxicidade cronica (PROSPERI, 1993; COONEY, 1995).

No passado os estudos sobre poluigdo aqudtica caracterizavam-se apenas em
realizar andlises fisico-quimicas para identificar e quantificar os agentes toxicos e, o grau
de alteracdo nestes parametros baseado em normas federais e estaduais, sendo impossivel
indicar com clareza e confiabilidade a relacdo entre a quantidade de um dado agente
quimico e os efeitos que este poderia causar a biota. A presenga de poluentes e
contaminantes em baixas concentracdes as vezes ndo detectada pelas andlises fisico-
quimicas podem ser evidenciadas através de testes de toxicidade (GHERARDI-

GOLDSTEIN et al., 1990; BACCI, 1993).
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Os testes de toxicidade quando direcionados e orientados a um objetivo pratico
bem definido como, por exemplo, o subsidio de a¢des de controle da polui¢do, utilizam-se
preferencialmente reacdes biologicas consideradas adequadas para estimar os efeitos
potenciais de agentes toxicos sobre uma determinada comunidade de seres vivos
(CETESB, 1992; KAMER & RINKEVICH, 2002). Através de estudos ecotoxicologicos,
verifica-se que nem todos os efeitos observados nos organismos vivos podem ser
utilizados como um objetivo pratico, pois para tanto, ¢ necessario que os mesmos tenham
um significado ecologico bem definido, caso contrario o estudo muitas vezes ndo pode ser

correlacionados (LAURINI, 1987; CETESB, 1992).

3.4.1. EFEITO AGUDO

O efeito toxicologico agudo ¢ uma resposta rapida e muitas vezes abrupta dos
organismos aquaticos a um determinado estimulo, que se manifesta em geral num
intervalo de 0 a 96 horas. Normalmente o efeito ¢ a letalidade, ou alguma outra
manifestagdo do organismo que a antecede, como por exemplo, o estado de imobilidade
em alguns crusticeos como a Daphnia magna (CETESB, 1986; CETESB, 1987a;
COONEY, 1995).

Para avaliar os efeitos agudos de agentes toxicos em testes de toxicidade usa-se
geralmente a Concentragdo Letal (CL50) ou a Concentragdo Efetiva (CE50) a 50% dos
organismos em teste (MATIAS, 2003; BARROS & DAVINO, 2003).

3.4.2. EFEITO CRONICO

O efeito toxicologico cronico refere-se a uma resposta referente a determinado
estimulo que continua por um longo periodo, podendo abranger partes ou todo o ciclo de
vida dos organismos. Na maioria das vezes (apesar de ndo ser uma regra), esses efeitos
podem ser subletais, e observados em situagdes cujas concentragdes dos agentes toxicos

permitam a sobrevida do organismo, embora afetem uma ou vérias de suas funcdes
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biologicas, tais como reproducao, desenvolvimento de ovos, crescimento € maturagdo,

dentre outras (BRONW et al, 1991; BACCI, 1993; LU, 1996).

Para avaliar esses efeitos utilizam-se testes de toxicidade cronica nos quais ¢
determinada a concentragdo do agente toxico que nao causa o efeito observado,
denominada Concentragdao de Efeito Nao Observado (CENO) (MATIAS, 2003; BARROS
& DAVINO, 2003).

3.4.3. EFEITO SUBCRONICO

Os testes de toxicidade subcronica sdo realizados para a obten¢do de informacdes
sobre a toxicidade das substancias quimicas apos exposigdes repetidas. Esses estudos
podem durar pelo menos 21 dias, mas usualmente recomenda-se 90 dias (MATIAS, 2003;

BARROS & DAVINO, 2003; CHASIN & PEDROSO, 2003).

Em geral este € o primeiro e o Unico teste, com doses repetidas a ser realizado para
determinadas substancias quimicas, destacando-se como principais objetivos:

(i) Estabelecimento dos niveis nos quais ndo sdo mais observados os efeitos
toxicos;

(ii) Identificacdo e caracterizagdo dos orgdos afetados e a severidade apos
exposicoes repetidas;

(iii) Estabelecimento quanto a reversibilidade dos efeitos toxicos no organismo,
determinando-se assim se o periodo de observag¢do pos-tratamento é necessario ou nao
(MATIAS, 2003; BARROS & DAVINO, 2003; CHASIN & PEDROSO, 2003; MATIAS,
2004).

3.4.4. EFEITO CRONICO versus EFEITO AGUDO

Quando efluentes liquidos mesmo os tratados (esgoto, chorume, efluentes

industriais), sdo langados de forma continua no ambiente aquatico, podem ocorrer efeitos




22

cronicos (longo prazo), uma vez que os organismos estio sendo expostos a baixas

concentragdes continuas, de determinados poluentes durante longos periodos de tempo.

Quando os poluentes possuem dentre suas caracteristicas a biodegradabilidade,
ocorrerd um equilibrio na diversidade ecologica a uma certa distancia do seu langamento.
Porém ao longo do trecho em que estd ocorrendo este processo de reagdes fisico-quimicas
e biologicas de degradacdo, os organismos possivelmente sofrerdo alteragdes significativas
os ndo em sua estrutura fisioldgica e/ou metabolica, podendo levar a mudancas na
estrutura e funcionamento do ecossistema aquatico em questdo (LU, 1996; BARROS &

DAVINO, 2003; MATIAS, 2004).

Em se tratando de acidente ambiental (derramamento de produtos quimicos,
vazamento de efluentes industriais...), que ocasione uma distribuicdo anomala de poluente
para o corpo hidrico, a exposi¢do de elevadas concentragdes de agentes toxicos, mesmo
que por um curto espago de tempo, pode causar letalidade em organismos pertencentes a
diferentes niveis troficos (de trofi, nutricdo em grego), mas que estdo ligados através de

uma trama alimentar incluindo seres vivos de diversos ecossistemas ocorrendo, afetando
de forma aguda todo o ecossistema. Embora costumeiramente estes episodios de
letalidade sao relatados como “mortandade de peixes”. Dependendo dos efeitos que se

deseja analisar deve-se levar em conta, todo o processo que o ocasionou (BRONW et al.,

1991; CHASIN & PEDROSO, 2003).

3.5. BIOINDICADORES AQUATICOS

Bioindicadores sdo organismos ou comunidades cujas fungdes vitais se
correlacionam tdo estreitamente com determinados fatores ambientais, que podem fornecer
informacdes sobre as condi¢des de um ecossistema, como por exemplo, o valor do pH ou a
concentragdo de metais pesados na dgua. Muitos organismos sdo utilizados como
bioindicadores em testes de toxicidade aguda para avaliar a qualidade do meio onde se
encontram (LU, 1996; BAPTISTA, 2001). Para testes de toxicidade utilizando animais, os
chamados bioensaios, sdo realizados em geral com trés organismos pertencentes a

diferentes niveis troficos do ambiente aquatico. Normalmente utilizam-se algas,
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microcrustaceos (Figura 5b) e peixes (Figura 5a), representando cada qual um nivel trofico

diferente (SILVA, 2000; FLOHR, 2004).

(a) (b)
Figura 5- Bioindicadores aquaticos: (a) peixe Geophagus brasiliensis (Fonte:

www.aquanet.de\ acesso em novembro de 2004); (b) microcrusticeo Daphnia magna

(Fonte: www.kulac.ac.be\ acesso em novembro de 2004).

3.5.1. Geophagus brasiliensis (Acara, Card)

O Geophagus brasiliensis,ou cara como ¢ conhecido popularmente ¢ um peixe da
familia cichlidae (Ciclideos) e, ordem perciformes originario da América do Sul (Brasil),
tipico de lagos, corregos e agudes, possui um comprimento maximo de 25 cm, e atinge
sua maturidade sexual com 1 ano (Figura 5a). E um animal oviparo e sua desova ocorre

em pedras e grutas (BAINY, 2004; SAUDE ANIMAL, 2004).

E um peixe tipico de agua que possui temperaturas quentes (22 a 28° ¢) e pH basico
entre 6,8 e 7,5. Apresenta comportamento pacifico, porém territorialista, possuindo
caracteristicas social-solitario ou em casal, mas necessita de um aquario de porte médio a
grande. Quanto ao dimorfismo sexual da espécie, a protuberancia cefalica ndo ¢ indicativo
do individuo ser macho ou fémea (BAINY, 2004), pois diversos Geophagus brasisilensis
foram capturados na represa municipal de Sao José do Rio Preto (SP) para andlise
estomacal e gonadal, e tanto machos quanto fémeas possuiam a protuberancia (AQUA ON

LINE, 2004).
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Testes utilizando peixes como bioindicadores de toxicidade ja possuem
regulamentacdes nacionais e internacionais. A ABNT através da NBR 00:001.44-

001(2003b) dispoem sobre métodos de ensaios com peixes para toxicidade.

3.5.2. Daphnia magna

A Daphnia magna popularmente conhecida como pulga-d'agua, ¢ um
microcustdceo planctonico dulciaquicola, natural de regides temperadas, facilmente
encontrado em lagos e represas de aguas continentais na América do Norte, podendo
sobreviver em locais em que a dureza da agua seja maior que 180 mg/l (CaCO3), oxigénio

dissolvido menor do que 4 mg/l, temperatura da 4gua entre 6° a 22° C e pH da 4gua entre

6,5 ¢ 10 (LAITANO, 2003; EPA,1993).

Pertencente a Classe Branchiopoda (pés com branquias), classe que € composta de
diminutos crustaceos, quase inteiramente restritos a agua doce, a Daphnia magna (figura
5b) € um pequeno crusticeo (pode variar entre 0,5 a 5,0 mm) de dgua doce, pertencente ao
filo Artrépoda, sub-filo Crustacea, e ordem Anomopoda, sub-ordem,Cladocera, familia

Daphniidae, Género Daphnia e espécie magna norte (ELMOOR-LOUREIRO, 1997).

Estes bioindicadores ou reativos bioldgicos vem sendo largamente utilizado, para
calculo da CL50 em diversos tipos de efluentes (EPA, 1993; ELMOOR-LOUREIRO,
1997) e, sao utilizados pelos centros de investigagdo em suas andlises toxicoldgicas,

devido a diversas caracteristicas tipicas da espécie como:

(1) Apresentarem-se em grande distribui¢ao geografica, além de possuirem

uma facil manuten¢ao em laboratorio;

(i1) Apresentarem um curto ciclo de vida;
(ii1) Possuirem numerosa descendéncia,e
(iv) Apresentarem sensibilidade a uma grande variedade de contaminantes

quimicos e bioldgicos como efluentes de diversas industrias, com alto

grau de potencial poluidor.
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BRENTANO & LOBO (2002) utilizaram a Daphnia magna Straus, 1820
(Cladocera, Crustacea), em ensaios ecotoxicologicos de efluentes de curtume da regido do
Vale do Rio Pardo no Estado do Rio Grande do Sul, da mesma forma como Finkler
(2002), avaliou o efeito toxico de liquidos percolados sobre o sistema reprodutivo da
Daphnia magna e Baptista (2001) avaliou a toxicidade de efluentes gerados em uma
industria téxtil catarinense e, finalmente Laitano (2003), que utilizou a Daphnia magna
através de testes de toxicidade como uma ferramenta para avaliacdo de um reator

experimental RAFA/UASB (Reator Anaerobio de Fluxo Ascendente).

Largamente utilizada em aquacultura e aquariofilia, as pulgas-d'dgua sdo
encontradas no mercado normalmente na forma desidratada. Constituem bom alimento por
serem ricas em iodo, fosforo e célcio, porém devem ser ministradas no maximo trés vezes
por semana por serem muito ricas em vitamina A e por terem seu corpo constituido na
maioria, por agua e partes ndo assimilaveis (BRENTANO & LOBO, 2002; LAITANO,
2003).

3.6. TESTE DO COMETA

Com os avangos tecnologicos, vem crescendo também a busca continua de novas
tecnologias capazes de mensurar e analisar possiveis impactos que determinadas
substancias possam vir a causar nos seres vivos. Entre as novas técnicas de
biomonitoramento, as que permitem a detec¢do de danos no DNA tém sido uteis em

estudos de toxicologia ambiental, carcinogénese e envelhecimento celulares (AMES,

1983; CERUTTI, 1985).

O Teste do Cometa vem sendo proposto em estudos sobre efeitos genéticos, por
apresentar caracteristicas particulares e vantagens quando comparado a outros testes para
detec¢do de substincias genotdxicas. Uma de suas peculiaridades, diz respeito ao fato do
mesmo nao analisar mutagdes, mas sim alteragdes gendOmicas, que apos todo seu
processamento podem resultar em mutagdes (KLAUDE et al., 1996; COX et al., 2001;
GONTIO & TICE, 2003).
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O teste ¢ um importante método para analisar, quantificar e qualificar os danos no
DNA de uma célula individualmente, utilizando uma técnica de gel de eletroforese com
uma solugdo alcalina, ndo ¢ utilizado para detecgdes de mutagdes, mas sim lesdes
genoOmicas que, apos serem processadas, podem resultar em mutagdes. O teste também
pode ser utilizado para estudos de reparo de DNA (KLAUDE et al., 1996; RIBEIRO et al,
2003).

Em 1978, Rydberg & Johanson foram os primeiros pesquisadores a quantificarem
danos diretamente no DNA de células individuais, através do processo de lise das células
depositadas e embebidas em gel de agarose sob condi¢des levemente alcalinas (tendendo a
neutralidade), a fim de permitir a desnaturacdo do DNA. Depois da neutralizagdo, o DNA
era corado com alaranjado de acridina (acridine orange) e a dimensdao do dano era
mensurada através da razao do verde (indicando a quantidade de DNA em fita dupla) com
o vermelho (indicava o DNA em fita simples) usando um fotdmetro fluorescente

(McKELVEY-MARTIN et al., 1993).

Inicialmente o teste foi concebido em células de mamiferos, mas apds diversas
variagdes permissiveis ao teste, este tem sido utilizado também células de peixes (DE
FLORA, 1991, DE FLORA, 1993, PANDRANGI et al., 1995; BELPAEME et al, 1996;
NACCI et al, 1996; VILLARINI, 1998), em invertebrados (VERSCHAEVE & GILLES,
1995; NACCI et al, 1996; STEINERT et al., 1998; WILSON et al., 1998; COX et al.,
2001; FERNANDES, 2004). Ja existem pesquisas utilizando tecidos celulares como as
branquias de mexilhdes Mytilus edulis (WILSON et al., 1998), entre outros tipos celulares.

Mais tarde em 1984, Ostling & Johanson apresentaram uma nova tecnologia que
objetivava aumentar a sensibilidade e a resolucdo da detec¢do da destruicdo parcial ou
total do DNA de quase todos os tipos de células individuais eucarioticas, utilizando o

“fluorescent halo assay”. O teste foi desenvolvido e chamado de “a técnica de eletroforese

em microgel” (OSTLING & JOHANSON, 1984).

Nesta técnica as células eram depositadas em laminas de microscopia contendo
uma fina camada de (filme) agarose, depois lisadas com uma solugdo neutra de detergente,
o que levava a uma expansdao do DNA no espago anteriormente ocupado pelo citoplasma

e, em seguida realizada a eletroforese por um curto periodo de tempo, a baixa voltagem (5
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V/cm) sob condi¢des neutras. Apos o término da eletroforese, as células eram coradas com
corante fluorescente especifico para DNA, para entdo o DNA das células individualizadas
serem visualizados por microscopia de fluorescéncia (GONTIJO & TICE, 2003;
RIBEIRO, 2004).

Células com dano mostram migracdo do DNA nuclear em dire¢do ao anodo
formando uma cauda rastro (WESTERFIELD & BLACK, 1997). Singh et al. (1988)
introduziram mudangas no protocolo original, descrito por Ostling & Johanson, ou seja,
realizagdo do ensaio passou a ocorrer em condi¢des alcalinas, que promoveriam a

desespiralizag¢ao da dupla fita de DNA, tornando as quebras bem mais evidentes.

O nome “Comet Assay” (teste do cometa) sugerido por Olive (1989) refere-se a
aparéncia semelhante a “um cometa” que ocorre quando o DNA danificado migra em
direcao ao anodo. O teste também ficou conhecido pelo nome de SINGLE-CELL GEL
(SCG) ASSAY (OLIVE, 1989). A interpretacdo dos resultados neste ensaio refere-se a

quantificagdo do dano causado ao DNA, por meio da comparacdo das duas partes distintas
do “cometa”: a “cabe¢a” e a “cauda”. De forma que as células sem ou com pouco

dano no DNA ndo apresentariam cauda, enquanto que as células com mais danos

apresentariam caudas maiores (TICE, 1995).

A migragdo das algas relaxadas e/ou DNA danificado (fragmentos livres) para o
anodo (pois o nucleo ¢ negativo, sendo entdo atraido para o pdlo positivo), pode ser
quantificada em microscopio de epifluorescéncia, pois as células sdo coradas com brometo
de etidio que ¢ intercalante de dupla fita de DNA e, torna o DNA fluorescente a luz
ultravioleta. Como muitos testes existentes, o teste do cometa permite variagoes, o que lhe
garante grande flexibilidade de utilizagdo, ndo sé quanto ao tipo celular analisado, mas
também quanto aos tempos pré-determinados em cada etapa do teste e, algumas solucdes

(OSTLING & JOHANSON, 1987).

Em caso de animais marinhos invertebrados como as ostras, mariscos € mexilhoes
sdo utilizados a solugdo salina de Kenny, para o preparo de agarose LMP (PANDRANGI
et al, 1995; STEINERT et al, 1998; LEE & STEINERT, 2003; FERNANDES, 2004) e,
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em se tratando de células oriundas de animais vertebrados ¢ preparada com o tampao de

fosfato PBS (VILLARINI et al, 1998, LEE & STEINERT, 2003).

Uma das variagdes mais comuns no teste do cometa para detecgdo de danos no
DNA, diz respeito a situacao alcalina ou neutra da solucdo de lise. A lise celular, sob
condi¢des neutras em que a faixa de pH esteja compreendida entre 7,5 — 9,0 seguidas de
eletroforese, permite detectar quebras da dupla-fita de DNA, mas ndo permite a detec¢ao
de quebra do DNA em fita simples (GONTIJO & TICE, 2003; SINGH & STEPHENS,
1997). As condigdes alcalinas, introduzidas posteriormente, além de permitirem este tipo
de visualizagdo, degradam o RNA eliminando um possivel agente de interferéncia na

quantificagdo das amostras coradas com o brometo de etidio (SINGH et al., 1988).

Este teste ¢ essencialmente comparativo, sendo que sempre € necessario a presenga
simultanea de um controle positivo e de um controle negativo, para que a mensuragao do
dano esteja compreendida basicamente entre estes dois limites. Essa precaugdo se deve ao
fato de ndo existir células sem dano no DNA, visto que o proprio metabolismo celular
pode gerar em torno de 1000 lesdes diarias no DNA/célula (KOBAYASHI, 1995;
RIBEIRO et al, 2003).

O principio deste teste ¢ a detec¢do do dano causado num organismo vivo, através
da degradacdo do material genético em uma microeletroforese em gel de agarose. As
células expostas a algum agente genotoxico sao submetidas a varios tratamentos, nos quais
elas sdo lisadas, seu genoma ¢ exposto a um tampao alcalino (pH 10) e, neste momento,
ocorre a desespiralizacdo da dupla hélice de DNA (KOBAYASHI, 1995; RIBEIRO et al,
2003).

Em seguida, essas células sdo submetidas a uma microeletroforese, que pode variar
de 15 4 40 min, em laminas de microscopio, recobertas com agarose, que permitira medir a
migracao dos fragmentos de DNA para fora do nucleo, através da matriz constituida pela
agarose (SINGH et al., 1988). A fixagao do material nas laminas ¢ realizada com alcool
absoluto na maioria das vezes antes do processo de coloragdo. Apos a coloragdo com o
agente fluorescente e intercalante de DNA (brometo de etidio), as células sdo visualizadas

no microscopio de epifluorescéncia (KLAUDE et al.,1996; FAIRBAIRN et al., 1998).
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Quando o DNA apresenta algum tipo de lesdo, os nucleos celulares apresentam a
forma de um cometa, o que da o nome a técnica (FAIRBAIRN et al., 1998; STEINERT et
al., 1998; WILSON et al., 1998), como mostram as figuras 6a e 6b. As diferentes
aparéncias dos cometas dependem do tipo de eletroforese utilizada, tipo celular em estudo.
Cometas originados sob condi¢des neutras tém cauda so6lida, enquanto cometas gerados em

condigdes alcalinas se apresentam mais dispersos (KLAUDE et al., 1996).

Singh et al. (1988) foram os primeiros a comprovar que o tamanho da cauda do
cometa esta diretamente relacionado com o grau de destruicdo do DNA, ou seja, quanto

maior a cauda do cometa, maior o dano e, vice versa para o caso da ndo ocorréncia de

danos (lesdes).

Figura 6 — Migragdo do material nuclear (DNA) do peixe Geophagus brasiliensis
utilizando o Ensaio do Cometa. O DNA migra da cabeca para a cauda em direcao ao
anodo (+). (a) células sem dano e (b) células com dano, formando cometas. Fonte:

LabTox / Vanessa Guimaraes Machado.

Este método ¢ altamente sensivel para detectar a degradacdo do DNA, onde cada
célula pode ser utilizada na analise estatistica do estudo. Seu custo ¢ relativamente baixo e
requer pouco tempo, (aproximadamente 3h) quando comparado a outros métodos para

detecgdo da genotoxicidade (McKELVEY-MARTIN et al, 1993; SINGH et al, 1988).
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4 MATERIAIS EMETODOS

4.1. ATERRO SANITARIO URBANO EM_ESTUDO

O aterro sanitario, onde foi realizada parte desta pesquisa, recebe lixo domiciliar
de 35 municipios catarinenses e, lixo hospitalar de 17 cidades do Estado. No total, recebe
cerca de 11.500 toneladas por més de residuos solidos na baixa temporada (periodo letivo)
e 14.500 toneladas por més durante a alta temporada (periodo de férias e verao), nos meses

de novembro a marco (IBGE, 2004).

4.1.1. TRATAMENTO ADOTADO PARA O CHORUME BRUTO
PROVENIENTE DO ATERRO SANITARIO URBANO.

O liquido percolado ou chorume, produzido no aterro sanitario de residuos solidos
urbano em questdo, recebe tratamento fisico-quimico e bioldgico. A seqiliéncia dos
processos do tratamento do liquido percolado estd demonstrado na Figura 7. A captacao
deste percolado no aterro ocorre através de drenos especificos para esta finalidade, através
do qual o chorume ¢ conduzido ao tanque de equalizacdo (pogo de captagdo), onde ocorre
um processo anaerobio com circulagdo for¢ada do tipo reator vertical, com o objetivo de
reter os metais pesados € homogeneizar os efluentes, para a proéxima etapa do tratamento

que ocorre num reator tipo RAFA/UASB (Reator Anaerobio de Fluxo Ascendente).

No reator RAFA/UASB, inicia-se o processo de biodegradacdo da matéria
organica, onde sdo entdo adicionados produtos quimicos como cal, polimeros e sulfato de
aluminio. Apos este pré-tratamento o efluente segue para a proxima etapa composta de um
conjunto de lagoas de estabilizag¢do ligadas em série (anaerdbia, facultativa, oxigenacdo e
polimento), que irdo tratar estes efluentes por processos aerdbios e anaerobios (FINKLER,

2002; LAITANO, 2003).

O tratamento bioldgico composto de lagoas de estabilizagdo (Figura 7) inicia-se

pela lagoa anaerdbia onde ocorre a fermentacdo acida (conversao da M.O.em 4cidos) e a
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fermentagdao metonica (conversdo dos acidos gerados em CO, metano em agua). E nesta

fase que as bactérias vao atacar a parte organica, provocando a biodegradagao.

Esquema da Estagdo de Tratamento do liquido percolado do
aterro sanitdrio

LOCAL DE REALIZACAO
DA PESQUISA

hegada do liquido
percolado bruto l

Tanque de  Reator | AgoAs DEESTABILIZACAO ~ Tanque em Corpo
Equalizagdo UASB LIGADAS EM SERIE circuito aberto  Receptor

Figura 7 — Esquema da Estagdo de Tratamento do liquido percolado proveniente do

Aterro Sanitario e a localizagdo dos aquarios in situ.

Em seguida o efluente da lagoa anaerdbia ¢ conduzido para a lagoa facultativa
onde, pela sua concepcdo, possui uma menor profundidade em relacdo a lagoa anterior,
existindo uma maior participacdo da luz solar na massa liquida, ocorrendo desta forma:
respiragdo aerdbia, fotossintese e respiracdo anaerdbia. O efluente da lagoa facultativa
segue entdo para a lagoa de oxigenagdo ou, mais comumente chamada lagoa aerada, onde
através da introdugdo artificial por meio de um aerador, ¢ fornecido O, para toda a massa
liquida. Finalizando a seqiiéncia de lagoas, o efluente ¢ entdo conduzido para a lagoa de
maturacdo, também conhecida como lagoa de polimento (CLARETO, 1997; DA LUZ,
1998; FINKLER, 2002).

Esta forma de lagoa ndo ¢ profunda e, possui a finalidade de através da irradiacao
solar e das altas concentragdes de O, destruir os organismos patogé€nicos € remover os

coliformes fecais, quando comparadas as lagoas anteriores. As Figuras 8a ¢ 8b mostram a
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localizagdo das lagoas de estabilizacao e, dos aquarios in situ (LIMA, 1991; CLARETO,

1997; LAITANO, 2003).

Apoés a finalizagdo do tratamento bioldgico através dos processos descritos, o

efluente, entdo ja tratado passa por uma desinfecgdo com hipoclorito de s6dio em um

tanque de aco, seguido de um canal de chincanas, para que haja um maior contato e

homogeneizagdo entre o percolado tratado e o desinfetante. Sendo entdo langado num

canal artificial, que desembocar no corrego chamado “inferninho” e, posteriormente na

orla maritima.

O tanque definitivo de ago, também denominado de AQUARIO DE ACO, onde se

processou o experimento in situ, possui sistema continuo de circulagio de efluente tratado,

ndo ficando com massa liquida estacionaria.

ﬁ“‘i

Lagoa facultativa

b

rmcemasr

Localizagdo dos aqudrios in situ

Lagoa de Polimento

(@)

(b)

Figura 8 — (a) Esquema da Estacdo de Tratamento de Chorume do Aterro Sanitario onde

foi realizada a pesquisa. (b) localizacdo dos aquarios in situ.Fonte: LabTox/ Vanessa

Guimardes Machado.
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4.2. PREPARACAO DOS AQUARIOS E_ACLIMATACAO DOS
PEIXES (Geophagus brasiliensis)

42.1. PREPARO DOS AQUARIOS NO ATERRO SANITARIO
(DETERMINACAO DA GENOTOXICIDADE CRONICA)

Na elaborag¢ao das etapas que se procederam nesta pesquisa, incluindo a preparacao
dos aquarios, aclimatagcdo dos peixes, transferéncia para o aquario final (tanque de ago) e,
demais processos, os procedimentos seguiram as normas descritas na ABNT e CETESB,
adaptadas as condi¢des e a realidade do local in situ e do LabTox (CETESB,1986;
CETESB,1987; CETESB,1988; CETESB,1992; ABNT, 2003b).

Outro item que deve ser explicitado, diz respeito as normas basicas de biosseguranga,
utilizadas durante a realizacdo desta pesquisa (DA COSTA, 2000; TEIXEIRA & VALLE,
1996; VALLE, 2002).

42.1.1 AQUARIOS CONTROLE

Foram instalados no local 2 aquarios de vidro com as seguinte dimensdes: 30 cm
x 30 cm x 30 cm. O volume 1til de 4gua utilizado foi de 21,6 1, correspondendo a uma

profundidade de 24 cm.

Os aquarios eram compostos de: (i) filtro de carvdo ativado (s6 no aquario de
controle), (ii) termdmetro, (ii1) aeradores, (iv) pedras lavadas para o fundo e (v) tampa. No
periodo em que foram realizados os testes, ndo houve necessidade de aquecedores para os
aquarios, pois as temperaturas (monitoradas duas vezes ao dia) permaneceram dentro das

permitidas para os animais.

Cada aquario ficou com uma camada de aproximadamente 5,0 cm de pedras

lavadas. Nao foi colocado filtro no aquario de aclimatacdo, pois a dgua era renovada
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diariamente conforme programacio. O 1° aquario chamado de AQUARIO-
ACLIMATACAO destinou-se a adaptagio dos peixes ao efluente das lagoas de

estabilizacdo, até a transferéncia para o aquario/tanque de aco inox definitivo (Figura 9.

Num primeiro momento, o aquario foi preenchido com agua limpa proveniente de
uma fonte natural, localizada no alto do morro nos arredores do aterro. Foram adicionados

10 peixes (Geophagus brasiliensis). O periodo de aclimatagdo durou 6 dias.

O 2° aquéario denominado AQUARIO CONTROLE destinado a utilizagio de
animais para controle dos testes, foi preenchido com a mesma agua da fonte, utilizada no
processo de enchimento do aquario de aclimatagdo. O aquario apresentado na figura 9 foi
utilizado como aquario controle, durante o periodo de aclimatagdo dos peixes e, a
realizacdo do teste de genotoxicidade cronica de 30 dias. Para a realizagdo dos demais
experimentos cronicos com exposicao de 60 e 90 dias e para os de genotoxicidade aguda,

utilizou-se os peixes mantidos no aquario controle da Figura 11a.

Toda a agua utilizada para a limpeza e manuten¢ao dos aquarios era oriunda desta

fonte. Foram entdo adicionados 10 peixes (Geophagus brasiliensis) em cada aquario.

Aclimatacio | LA . Controle

Figura 9 - Aquarios de Aclimatagéo e Controle respectivamente, localizados na area do
aterro sanitario, onde foi realizadao o trabalho de pesquisa.Fonte: LabTox / Vanessa

Guimardes Machado.
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4.2.1.2 AQUARIO DEFINITIVO (AQUARIO DE ACO)

O aquério definitivo utilizado durante a pesquisa, de propriedade da empresa
responsavel pelo aterro sanitario, constituia-se de um tanque de aco inox, com fundo de
grade removivel, instalado na saida do sistema de tratamento do chorume, recebendo
continuamente o efluente da Estacdo de Tratamento de Efluentes — ETE. As dimensdes do
aquario eram de: 104 cm x 140 cm x 9 cm, a partir da grade removivel, disponibilizando

um volume (para utilizacao dos peixes) de 138,321 (Figura 10).

Entrada do = Saida de
Efluente tratado

, Efluente

Figura 10 - Detalhe do Aquario de ago(Aquario definitivo), localizado na area do aterro

sanitario, onde foi realizada a pesquisa. Fonte: LabTox / Vanessa Guimardes Machado.

A limpeza do aqudrio era realizada semanalmente, com limpeza do gradeamento,
paredes e desobstrucdo das passagens, sem a utilizagdo de nenhum tipo de produto

quimico.
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4.2.2. PREPARO DOS AQUARIOS NO LABTOX (DETERMINACAO DA
GENOTOXICIDADE AGUDA E REPARO CELULAR)

Os procedimentos para o preparo do experimento seguiram as normas descritas na
ABNT e CETESB, adaptadas as condi¢des do local e do LabTox (CETESB,1987a;
CETESB, 1987b; CETESB, 1988; CETESB, 1992; ABNT, 2003b), associados a
procedimentos basicos de biosseguranca como uso de luvas descartaveis, sapatos fechados
de material impermedvel e dalcool 70° para assepsia das maos (DA COSTA, 2000;

FERNANDES, 2004).

Para detec¢ao de genotoxicidade aguda com exposi¢do de 24h, 48h, 72h, 96h,
120h, os animais foram mantidos em um aqudrio plastico, semi coberto, com volume qutil
de 60 litros (referente a 60 litros de efluente tratado de chorume trazido da ETE do aterro
sanitario). O LabTox cultiva os peixes Geophagus brasiliensis, (oriundos de uma criacao
particular de peixes na cidade de Criciima-SC), a fim de serem utilizados em pesquisas.

Os animais eram alimentados diariamente com rag¢do granular apropriada.

O aquario plastico foi equipado com 2 (dois) aeradores, 2 (dois) filtros de carvao
ativado, 1 (um) aquecedor ¢ 1 (um) termometro. A cada 24 h, eram retirados 4 (quatro)
animais deste aquario, sendo que 2 (dois) animais eram transferidos para o 2 (dois)
aquarios com 2 (dois) litros (cada) de dgua limpa desclorada e aerada, (Figura 11 b), a fim
de avaliar o papel desta transferéncia, nos mecanismos de reparo do DNA dos animais
apdés exposi¢ao ao efluente tratado. Os outros 2 (dois) animais eram utilizados para

avalia¢do de genotoxicidade aguda.

Para os testes de verificacdo do mecanismo de reparo de DNA utilizou-se aquarios
com estrutura de vidro, inclusive a tampa, possuindo um volume util de 2 (dois) litros
e,individualizados para cada animal. Cada aquario foi equipado com 1 (um) aerador, e a

temperatura era medida diariamente.
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Geophagus brasiliensis
ViR -

Aqudrios para teste de Reparo de DNA

, , p— 9 v
: I\ /P

() (b)

Figura 11 — Aquérios instalados no LabTox: (a) aquario controle onde sdo criados os
caras (Geophagus brasiliensis). (b) montagem dos aqudrios para avaliar se existe reparo

nas células com dano. Fonte: LabTox / Vanessa Guimardes Machado.

O teste de avaliagcdo do potencial de reparo de DNA obedeceu ao mesmo tempo
aplicado aos tempos de exposicao aguda, de forma que os animais expostos ao efluente por

24 h, ficaram 24 h em 4gua limpa, tratada e aerada.

Os animais expostos por 96 h ficaram 96 h em 4gua limpa, tratada e acrada e assim
sucessivamente, sendo que a correlagao entre o tempo de exposi¢cdo de reparo e o tempo de
exposi¢do aguda, foi estabelecida considerando uma igualdade de tempos, como mostra a

Tabela 1.
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Tabela 1 - Relagio entre o tempo de exposi¢do aguda dos animais no liquido percolado
do aterro sanitdrio e o tempo de exposi¢do dos animais na 4gua limpa, para verificagdo da

existéncia de reparo no DNA.

TEMPO DE EXPOSICAO NO| TEMPO DE EXPOSICAO NA
LEQuIbOo PERCOLADO (h) AGUA LIMPA (h)

24 24

48 48

72 72

96 96

120 120

4.2.3. ACLIMATACAO DOS PEIXES

A aclimatacao dos peixes iniciou em 12/03/2004 e foi concluida em 18/03/2004.
Durante todo o periodo de adaptacdo, a agua do aquario era trocada diariamente pelo

efluente tratado, proveniente do aqudrio de ago.

No primeiro dia foram substituidos 3 1 de agua, sem que houvesse alteragdo
comportamental dos animais, nos demais dias foram substituidos 4 1 de agua dos aquarios

diariamente, até o término da aclimatacao.

Simultaneamente ao inicio do periodo de aclimatacdo foi realizada um experimento
colocando 3 (trés) caras diretamente no tanque de ago definitivo sem terem qualquer tipo

de aclimatacao.
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BIOLOGICO, TOXICOLOGICO E GENOTOXICOLOGICO

No experimento foram realizadas analises envolvendo parametros fisico-quimicos,
biologicos, toxicoldgicos e genotoxicoldgicos. O fluxograma da Figura 12 descreve o

processo de realizacao das analises. O experimento ocorreu em duas etapas distintas:

1° Etapa: Avaliacdo do potencial de Genotoxicidade Crénica e

Toxicidade Aguda: Esta 1* etapa, envolveu o processo de aclimatagdo dos peixes em

aquario in situ ,e a realizacdo de analises fisico-quimica, biologica, toxicologica aguda

com Daphnias magna e genotoxicologica cronica com Geophagus brasiliensis.

2° FEtapa: Avaliacdo do potencial de Genotoxicidade Aguda e,

ocorréncia de Reparo celular do DNA : Nio houve aclimatagdo por se tratar de

avaliar a toxicidade aguda e o reparo dos danos no DNA. O experimento foi realizado no
Laboratorio de Toxicologia Ambiental- LabTox, em um tanque plastico com volume de

60 1, contendo 22 peixes para o teste agudo e, aquarios individuais de vidro (um peixe por

aquario) com volume util de 2,0 I, para o teste de reparo de DNA.




40

CHORUME TRATADO

( proveniente da lagoa de maturagdo/polimento)

v
AQUARIO DE ACO INOX

(com fluxo continuo de efluente )

v
v v v

Extragdo de sangue Amostra para Amostra para teste
bacteriologia com Daphnias magna
(realizada in situ) (teste realizado no LIMA) (teste realizado no LabTox)
teste do cometa coliformes fecais teste de toxicidade aguda
e totais

Figura 12 - Fluxograma demonstrando o procedimento da coleta de amostra para a

realizagao dos testes.

43.1.AVALIACAO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS E
BIOLOGICOS

Foram realizadas analises fisico-quimicas de Oxigénio Dissolvido (OD), pH,
condutividade, temperatura ambiente e dos aquarios, no proprio laboratorio instalado no
aterro sanitario (Figura 13a) e somente no periodo de aclimatagdo dos peixes. A
metodologia utilizada para determinagdo dos paradmetros fisico-quimicos, encontra-se
descrita no Standart Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA et al,
1995).
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Os métodos para determinagdo dos parametros fisico-quimico foram:

a)

b)

d)

pH: utilizado o método potenciométrico (pHmetro marca Orion — modelo 210 );

Oxigénio Dissolvido (OD) e Temperatura Ambiente (T°): medidos com

aparelhos de bancada portatil: ORION Model 835;

Condutividade:medida em aparelho de bancada portatil (marca Orion — modelo

115);

Temperatura da Amostra: utilizado um termometro de mercurio de leitura direta.

Segundo dados do CONAMA (Resolucao n° 020, de 18 de junho de 1986 — Art.

21) e CETESB (Decreto n° 39.551, de 11 de novembro de 1994 — Art. 18), os efluentes de

qualquer fonte poluidora somente poderdo ser lancados, direta ou indiretamente, nos

corpos hidricos, desde que obedegam alguns parametros tais como:

pHentre 5e 9;
T (temperatura): inferior a 40° C, sendo que a elevacdao de temperatura do corpo
receptor ndo deverd exceder a 3° C;

OD (oxigénio Dissolvido) em qualquer amostra, nao inferior a 6 mg/l O,

As analises biologicas verificaram a quantidade de coliformes fecais e totais

presentes na saida do sistema de tratamento por lagoas de estabilizagdo, antes do sistema

de desinfec¢do, mais especificamente no tanque de ago, onde se procedeu ao experimento.

Foi utilizado o método Colilert ® , para a realizagdo das analises. A coleta das amostras

procedeu de acordo com normas técnicas pré-estabelecidas (CETESB, 1987b).




42

Figura 13 — (a) Realizagdo de analises fisico-quimicas (pelo técnico laboratorista do

aterro sanitario) Fonte: http:/www.an.com.br/. (b) cartela do Kit colilert, indicando

presenca de coliformes totais — amarelo ouro, (c) cartela colilert indicando a presenca de

coliformes fecais (azul fluorescente). Fonte:www.wsl.com.au/.




43

4.3.2. AVALIACAO DA TOXICIDADE ATRAVES DO ENSAIO COM

Daphnia magna

Os testes de toxicidade, realizados com Daphnia magna Straus, 1820 (Crustécea,
Phylopoda), ocorreram seguindo critérios de normas nacionais e internacionais como a
ABNT, através da NBR 12713, CETESB L.5.018, ¢ a DIN 38412. Foram realizados 4
(quatro) testes de toxicidade simultaneamente a realizagdo dos testes cronicos de
genotoxicidade. Em estudos anteriores, o chorume tratado deste aterro sanitario ndo

apresentou toxicidade aguda para os tempos de 24 e 48h (FINKLER, 2002).

Os testes foram realizados utilizando copos plasticos descartaveis de 25 ml (figura
14a), com 1 (uma) duplicata para cada concentracio de liquido percolado tratado
proveniente do tanque de aco, além do controles negativos, preparados com meio testes. Em
cada copo foram colocados 5 (cinco) daphnideos jovens com 24 h de vida, que ndo foram
alimentados (com Scenedesmus subpicatus- figura 14b) durante as 48 h de duragao dos

testes de toxicidade aguda.

Os resultados obtidos utilizando Daphnia magna como organismo-teste,
observando a imobilidade dos mesmos, apds um periodo de exposicdo de 24 e 48 h, em
cada concentragdo de liquido percolado. Com estes dados obteve-se a CE 50. Desde modo
foi possivel avaliar o impacto das cargas toxicas, € propor um método para determinar o
grau de toxicidade de cada amostra. Em todas as amostras analisadas observou-se os
seguintes parametros:

o Numero de organismos imdveis em cada concentracao;

o Concentracdo minima onde os efeitos toxicos foram observados (expresso em Fator
de Diluicao);

o Concentragdo maxima onde os efeitos toxicos foram observados (expresso em

Fator de Diluigao);

o Concentracdo Letal (expresso em Fator de Dilui¢do);

o CE 50 (expresso em porcentagem).

As concentracoes testadas foram 100%, 50%, 33,33%, 25,0%, 16,66%, 12,5%, 8,33%,
6,25% e controle negativo (Figura 14a).
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(a) (b)

Figura 14 — (a) Teste de toxicidade aguda com Daphnia magna realizada no LabTox,
com as seguintes concentragdes: 100%, 50%, 33,33%, 25,0%, 16,66%, 12,5%, 8,33%,
6,25%. (b) Fermentador com o cultivo da alga Scenedesmus subpicatus. Fonte: LabTox /

Vanessa Guimaraes Machado.

43.2.1.CULTIVODE Daphnia magna NO LABTOX

O cultivo de Daphnia magna, e de Scenedesmus subpicatus (alimento da Daphnia —
Figura 14b) no Laboratério de Toxicologia Ambiental — LabTox- da Universidade Federal
de Santa Catarina, ¢ anterior a realizagdo desta pesquisa, pois 0 mesmo ja ocorre ha cerca
de 10 anos. Periodicamente sdo realizados, testes de sensibilidade com Dicromato de
Potassio (K,Cr,07), como prescreve a Norma Brasileira NBR 12.713 e DIN 38412, para
avaliar a sensibilidade destes bioindicadores (NBR 12.713, 2003a; DIN 38412, 1989)

Os testes vém demonstrando que os cultivos de Daphnia magna no laboratorio,
possui sensibilidade dentro dos valores descritos nas Normas (FINKLER, 2002; DA LUZ
1998; FRELLO, 1998; LAITANO, 2003)
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4.3.3. AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE ATRAVES DO
ENSAIODO COMETA

O Laboratério de Toxicologia Ambiental — LabTox- do Departamento de
Engenharia sanitdria e Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC,
possui mais de 10 anos em experiéncias com andlises de toxicidade ambiental e
mutagenicidade, utilizando microcrustaceos, animais marinhos invertebrados e peixes. O
Teste do Cometa ou SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis), proposto por Singht et al

(1988), foi utilizado nesta pesquisa com algumas adaptacoes.

43.3.1. PREPARACAO DA SUSPENSAO CELULAR

O potencial da atividade genotoxica do chorume tratado, foi avaliada in vivo,
utilizando-se o sangue coletado do peixe Geophagus brasiliensis, exposto a este efluente,
que era pesado ¢ medido conforme demonstra as figuras 15a e 15b. Da mesma forma se
procedeu para os animais utilizados no teste de avaliacdo do potencial de reparo do DNA

dos peixes.

(@) (b)

Figura 15- Dimensdes do peixe Geophagus brasiliensis: (a) medida (b) pesagem.

Fonte: LabTox / Vanessa Guimaraes Machado.
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43.3.1.1. RETIRADA DO SANGUE

Primeiramente o sangue do peixe foi coletado, através da inser¢do de uma agulha
descartavel com calibre 40x12 - 1,25mmx38mm (NIPRO) acoplada a uma seringa também
descartavel de volume 5 ml (INJEX) contendo cerca de 0,5 ml de anticoagulante heparina,
numa regido entre a cloaca e a nadadeira caudal. Para cada animal foi utilizado um
conjunto de agulha e seringa descartavel, a fim de que n3o houvesse contato e

conseqiientemente contaminagao do sangue de um animal com o do outro (Figura 16).

As laminas foram preparadas imediatamente apos a retirada do sangue para evitar
que houvesse alguma interferéncia nos resultados e fossem provocados danos de oxidacao
ao material. O restante do sangue foi estocado e codificado em tubos tipo “eppendorfs”,

com volumes de 1,7 ml no freezer a -20°c.

Figura 16 — Retirada de sangue do peixe Geophagus brasiliensis.Fonte: LabTox /

Vanessa Guimaraes Machado.
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4.3.3.1.2. PREPARO DOS CONTROLES POSITIVOS E NEGATIVOS

Para o controle positivo foi utilizado o agente quimico Peroxido de Hidrogénio
(H20,), que ¢ conhecido por causar danos no DNA através da geracao de radicais de
oxigénio (AMES, 1983; ANDERSON et al., 1994; FRONER, 2003; FERNANDES,
2004).

Segundo Dreher apud Froner (2003), uma das hipoteses sugeridas para explicar o
dano génico induzido pelo H,O,, ¢ a formacdo de radicais hidroxila (¢OH), através do
processo de catilise por metais de transi¢io tipicamente Fe'?, sendo esta reacdo
denominada reagdo de Fenton. Halliwell apud Froner (2003), levanta uma segunda
hipdtese, que refere-se a habilidade dos radicais (¢OH) e outras formas, de provocarem
estresse oxidativo e causar danos ao DNA, através da ativacdo de uma série de eventos
metabolicos celulares, permitindo a atividade de enzimas nucleases, as quais clivam a
cadeia de DNA. Ambos os mecanismos podem ocorrer simultaneamente (FRONER, 2003;

FERNANDES, 2004).

Os controles positivos (H,O;) foram preparados nas concentragdes de 100uM
(controle positivo 1), 200 uM (controle positivo 2), 500 uM (controle positivo 3), e 1000
UM (controle positivo 4), a partir de uma solugcdo “mae” a 30% de H,O, Todas as
solugdes foram preparadas no dia da realizacdo do teste, tendo em vista que a evaporacao

¢ muito elevada (MACKAY,1996; FERNANDES,2004 ).

Como medida de biosseguranga, a preparacdo destas solucdes foi realizada numa
capela de exaustdao, com os seguintes Equipamentos de Prote¢ao Individual (EPI’s): 6culos
para substancias corrosivas, respirador de carvao ativado, luvas descartaveis, jaleco de
manga longa e sapatos fechados de material impermeavel (TEIXEIRA & VALLE, 1996;
DA COSTA, 2000).

O controle negativo consistiu apenas em células sangiiineas (ndo tratadas), retiradas
do peixe denominado controle, que ndo entraram em contato com o liquido percolado do

aterro sanitario. O preparo das laminas seguiu o mesmo método ja descrito anteriormente.
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4.3.3.2. PREPARO DAS LAMINAS

As bibliografias consultadas recomendavam, quando possivel, fazer duas laminas
por amostra (duplicatas) e analisadas no minimo 50 células por lamina, totalizando 100
células por amostra (ALBERTINI et al., 2000; GONTIJO & TICE, 2003). Neste trabalho
padronizou-se a utilizacdo de 4 (quatro) laminas (quadruplicatas) por animal, totalizando

200 células analisadas por animal.

No teste de genotoxicidade cronico, foram utilizados 3 (trés) animais (triplicatas) por
vez e no teste agudo e teste de reparo, utilizou-se 2 (dois) animais (duplicatas), calculando
em termos de amostras: para cada amostra de teste cronico foram analisadas 600 células e
para os testes agudo e reparo, 400 células. Foram adotados duplicatas e triplicatas
respectivamente por animal, para se ter uma margem de seguranca maior, evitando

possiveis perdas por desprendimento de agarose.

43.3.2.1. PRE-COBERTURA

A etapa de pré-cobertura € o primeiro passo na preparacao das laminas para o teste.
As laminas de microscopio utilizadas sdo do tipo foscas em apenas uma das extremidades.
As mesmas foram mergulhadas numa solugio de agarose a 1,5% em PBS livre de Ca® e
Mg*" com ponto de fusdo normal (Normal Melting Point -NMP, SIGMA), preparada a
60° C.

Apo6s mergulhar a lamina na solucao de agarose NMP, o seu lado inferior era limpo
com papel-toalha, para retirada do excesso de agarose e colocada numa superficie limpa
com alcool 70° por 10 min a temperatura ambiente para solidificacdo da pré-camada de

agarose NMP. As laminas foram entdo codificadas na parte fosca.

A solugdo de agarose era preparada em forno de microondas, em poténcia maxima
por 2 min, até ficar homogénea, transparente e liquida. Durante o preparo da pré-cobertura
das laminas quando a solu¢do esfriava e iniciava o processo de polimerizagdo, a mesma

retornava ao microondas para voltar a forma liquida
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4.3.3.2.2. PRIMEIRA CAMADA

A primeira camada, contendo uma suspensao de sangue de peixe heparinizado e
agarose com baixo ponto de fusdo (Low Melting Point -LMP, SIGMA) a 0,5% em PBS
livre de Ca ** e Mg®", a 37°C, foi preparada utilizando 20uL do sangue dos peixes em 240
pL de agarose LMP a 0,5% , homogeneizado em um tubo tipo “eppendorf”’, com volume
de 1,7 ml,de capacidade com o auxilio de uma micropipeta, para homogeneiza¢do do

Sangue com a agarosc.

Em seguida esta suspensdo foi depositada sobre a pré-camada de 3 laminas
(triplicatas), e colocada uma laminula de 24x60mm sobre cada lamina, com as duas

camadas anteriores de agarose.

As laminas foram encaminhadas para o refrigerados e mantidas a 4°C, durante um
periodo de 15 min para a solidificagdo (polimerizagdo) da agarose (suspensao). A partir
deste momento, as laminas foram protegidas da luz, com papel aluminio, para prevengao
de danos adicionais ao DNA. Para cada tempo de exposicdo aguda, foram utilizados 2
peixes e, preparada 4 laminas por animal, totalizando 8 1aminas por tempo de exposi¢ao.
Foi adotado o preparo de quadruplicatas por animal, para se ter uma margem de seguranca

maior, evitando possiveis perdas desprendimento de agarose.

4.3.3.3. LISE CELULAR

Ap6s a solidificagdo das duas camadas de agarose, as laminas foram retiradas do
refrigerador e as laminula delicadamente removidas, deixando exposto o material. Em
seguida as laminas foram mergulhadas em cubas de vidro proprias, contendo 150mL da
solu¢do de lise gelada, composta por 2,5 M NaCl, 10 mM Tris, 0,1 M EDTA, 1%
sarcosinato de sodio, 1% Triton X-100 e 10% DMSO, pH 10, previamente preparada e

armazenada em vidro ambar a 4°C.
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Para que ocorra a lise celular, as 1aminas permanecem nesta solugdo a 4°C por um
periodo minimo de 2 h e méximo de 30 dias. Padronizou-se em 24 h, o periodo de contato

das laminas com a solugao de lise.

4.3.3.4. NEUTRALIZACAO

Depois da etapa de lise celular, as laminas foram neutralizadas, com pelo menos
trés lavagens de 5 min cada, em solugdo de neutralizacdo, que consiste em submersdo em

SmL de tampao de fosfato — PBS gelado (GONTIJO & TICE, 2003; LIMA, 2004).

4.3.3.5. TRATAMENTO ALCALINO

Durante o tratamento alcalino, ocorre o relaxamento e desespiralizacdo dos sitios
de rompimento da molécula de DNA, deixando as quebras mais evidentes (ROJAS et al.,
1999). A etapa de desespiralizacdo alcalina foi realizada na cuba de eletroforese, contendo
tampao de eletroforese alcalino gelado (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH> 13). A
solu¢do tampao de eletroforese foi preparada com antecedéncia e armazenada por um
periodo minimo de 2h no refrigerador, depois foi transferida para a cuba de eletroforese,

onde j& estavam depositadas as laminas.

A cuba de eletroforese foi entdo coberta com um plastico preto para evitar
interferéncias geradas pela luz e entdo mergulhada numa cuba de gelo (GONTIJO &

TICE, 2003; LIMA, 2004). O tempo de desnaturacao foi otimizado utilizando 10, 15, 20,

25 e 30 min a 4°C e padronizado para a realizagdao dos experimentos em 20 min.
4.3.3.6. ELETROFORESE

Apos a desespiralizacdo, as laminas foram submetidas a eletroforese nas seguintes
condi¢des: 300 mA, 25 V por periodos de tempo que também foram otimizados (10,15, 20,
25 e 30 min) a 4°C, e padronizado em 25 min, para a realizagdo dos testes do experimento.
A Figura 17a mostra o equipamento composto pela cuba de eletroforese ¢ a fonte de

energia.
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() (b)

Figura 17 — Detalhes de duas etapa do processo do testes. (a) Eletroforese: detalhe da

cuba e fonte de eletroforese. (b) Manipulagdo de brometo de etidio. Fonte: LabTox /

Vanessa Guimardes Machado.

43.3.7.NEUTRALIZACAO 1I

Depois das etapas de desespiralizagdo e eletroforese, as laminas foram
neutralizadas, com pelo menos trés lavagens de 5 min cada, em solucao de neutralizagdo,
que consiste em submersdo em SmL de tampao Tris-HCI (0,4 M. pH 7,5). Em seguida as
mesmas foram secas a temperatura ambiente (FERNANDES, 2004; GONTIJO & TICE,
2003; LIMA, 2004).

4.3.3.8. FIXACAO DOS COMETAS

Apos a neutralizagdo com Tris-HCI (0,4 M. pH 7,5), as 1aminas foram mergulhadas
uma a uma em alcool absoluto, para fixacdo dos cometas nas laminas, possibilitando o
armazenamento dos mesmos por até 5 anos em condigdes especiais, a fim de que as
laminas possam ser lidas diversas vezes por periodos aleatérios (GONTIJO & TICE, 2003;
LIMA, 2004; SINGH et al., 1988).
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4.3.3.9. COLORACAO

Ap0s a etapa de fixagdo, cada lamina foi corada com 20uL de brometo de etidio
(20pg/mL) e cobertas com laminulas. Por ser uma substancia quimica altamente toxica e
mutagénica, toda a sua manipulagdo foi realizada em uma capela de fluxo ascendente e
utilizando EPI’S (Figura 17b). O brometo de etidio ¢ um agente intercalante de DNA que
emite fluorescéncia quando exposto a radiacdo UV (FERNANDES, 2004; GONTIJO &
TICE, 2003; LIMA, 2004; OSTLING & JOHANSON, 1987; SINGH et al., 1988).

4.3.3.10. ANALISE AO MICROSCOPIO

As laminas foram analisadas no microscopio de fluorescéncia (Olympus BX 40)
com filtro de excitagao de 515 a 560nm (verde), filtro barreira de 590nm com um aumento
de 200, 400 e 1000 vezes. Foram analisadas 50 células em cada lamina, levando em conta

o tamanho da “cauda” do cometa em relacdo a “cabec¢a” (Figura 18).

Figura 18 — Detalhes de um “cometa” classe 5 de hemocitos do peixe Geophagus
brasiliensis, submetidos a técnica do “teste do cometa”. Fotografias retiradas com maquina
digital, acoplada ao microscopio Olympus de epifluorescéncia BX40 (aumento x1000),

com filme ASA 400-colorido Fonte: LabTox / Vanessa Guimardes Machado.
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43.3.11. ANALISE DOS COMETAS

A analise dos cometas foi realizada visualmente, conforme classificagdo proposta
por Kobayashi et al (1995), seguindo algumas modificagdes introduzidas por Miyamae et

al (1998).

No microscopio de epifluorescéncia foram examinadas, ao acaso, 50 células, na
parte central da lamina e os danos foram classificados em fungdo da forma e do
comprimento da cauda dos cometas: Classe 1, sem cauda; Classe 2, cometas com
pequenas caudas (caudas com comprimento < 25% do didmetro da cabeca); Classe 3,
cometas com caudas de tamanho médio (caudas com comprimento entre 25% e 100% do
diametro da cabeca); Classe 4, cometas com caudas longas (caudas com comprimento
maior que o didmetro da cabeca) e Classe 5, cometas mal definidos e com cabega pequena

(KOBAYASHI et al, 1995; FRONER, 2003; FERNANDES, 2004).

43.3.12. ANALISE ESTATISTICA

Em cada lamina, foram contadas 50 cé¢lulas para uma andlise estatistica detalhada,
segundo a classificacdo dos danos conforme descrito na Tabela 2. Para esta andlise
estatistica, foram atribuidos valores de 0-4, para os cometas classe 1- classe 5

respectivamente.

Multiplicando os valores atribuidos a cada classe de cometa, pela quantidade de
cada tipo de cometa obtém-se um escore final que pode variar de 0 — 200, por lamina, caso
sejam analisadas 50 células e utilizada a classificagdo de cinco categorias de 0 a 4

(MIYAMAE et al.,1998; COLLINS et al., 1994; LIMA, 2004, FERNANDES, 2004).

O escore final de dano que representa o somatdrio das porcentagens de danos de
cada classe multiplicados pelos respectivos escores foi comparado com o controle positivo
(tratado com H,0O; ) e com o controle negativo (ndo tratado) que representam os danos

maximos observados e danos minimos observados, respectivamente.




54

Tabela 2 — Classifica¢do dos Cometas baseados no tamanho da “Cauda” em relagdo a

“Cabeca”.
CLASSE DOS COMETAS DANO | GRAU | ESCORE
1 Ausente 0 0
2 Pequeno 1 1
3 Médio 2 2
4 6rande 3 3
5 Maximo 4 4

As diferencas, estatisticamente significativas ou ndo, dos tratamentos com relagao
aos controles negativos, positivos e reparos, entre cada experimento respectivamente,

foram avaliados através do teste 7-Student, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

O Efeito dos tratamentos nas diferentes células em relacdo a intensidade e
freqiiéncia da formacdo de cometas foi analisado utilizando a analise de varidncia, com

nivel de significancia de 5%.

4.3.3.13. OTIMIZACAO DO TESTE DO COMETA

Para a realizacdo deste ensaio, o sangue retirado dos peixes de acordo com descrito
em 4.3.3.1.1., foram transferidos para uma lamina de microscépio previamente preparada

de acordo com o item 4.3.3.3..

Foram realizados diversos experimentos buscando a padronizacdo e otimizagao dos

diferentes tempos de desespiralizagdio do DNA pelo tratamento com tampao alcalino
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(NaOH 10 M, EDTA 1 mM) e tempo de eletroforese (25V, 300 mA). Dependendo o tipo
de amostra celular eucariotica utilizada, bem como a espécie animal em estudo, o periodo
de descanso (desespiralizacdo de DNA) pode variar de 10 — 60 min, bem como o tempo de

eletroforese variando de 10-30 min (TICE et al, 2000).

A combinacio realizada neste trabalho levou em conta a diversidade de tempos de
desespiralizagdo do DNA e tempo de -eletroforese, descrito por diversos autores
pesquisados, utilizando sangue de peixe e outras tipos celulares, com e sem a adi¢do do

agente genotoxico Peréxido de Hidrogénio (H,0,).
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5.RESULTADOS e DISCUSSAO

Durante o periodo de aclimatacdo ndo houve alteragdes comportamentais dos
animais como mobilidade, alimentagdo e interagdo entre os mesmos. Durante o periodo de
aclimatag¢do os peixes foram alimentados diariamente com ragdo e apos a transferéncia
para o aquario definitivo (aquario de aco), a quantidade de ragdo foi sendo diminuida
gradativamente até a supressdo total, ocorrida ja no aquario de aco, onde existiam os
peixes da espécie Poecilia reticulata que se alimentavam com microorganismos presentes
no chorume tratado. Este fator foi fundamental para a decisdo de suspender o fornecimento

suplementar de alimentos.

Nao houve problemas de co-habitagdo entre os peixes das espécies, Geophagus
brasiliensis (utilizado em nossa pesquisa) e Poecilia reticulata (espécie ja adaptada ao

aquario de ago onde foi realizado o experimento).

5.2. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS E BIOLOGICOS

Os resultados dos pardmetros fisico-quimicos analisados do liquido percolado
tratado antes da cloragdo foram os seguintes:
= Ph: intervalo compreendido entre 5,61 ¢ 7,15;
= Condutividade: intervalo compreendido entre 0,13 ¢ 0,16 mS;
= Oxigénio Dissolvido: intervalo compreendido entre 4,5 ¢ 6,5 mg/l;
» Temperatura no Aquario de Ago: intervalo compreendido entre 22 e 29+C;

=  Temperatura no Aquario de Controle: intervalo compreendido entre 22 e 28+C;

A Tabela 3 demonstra os resultados obtidos entre as médias aritméticas dos
parametros analisados dos trés aquarios durante o periodo de aclimatagdo e, 7 (sete)
dias ap6s o término do mesmo. Os mesmos dados podem ser visualizados graficamente

através da Figura 19.
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Tabela 3 — Resultado da média aritmética entre os pardmetros fisico-quimicos analisados

simultaneamente nos trés aquarios durante 0 mesmo periodo.

Média entre os Parametros Fisico-Quimicos analisados

Condutiv 0D (mg/1)| Temp (°C) Temp. Ambiente
pH (mS) (°C)
AQ. DE ACO 6,23 0,15 4,98 25,10 25,78
AQ. DE ACLIMATACAO 6,60 0,17 5,75 24,78 25,00
AQ.CONTROLE 6,53 0,18 5,72 24,9 25,2
MEDIAS ENTRE OS AQ. 6,45 0,17 5,48 24,93 25,33

Resultados médios entre os parametros fisico-quimicos analisados dos 3
(trés) aquarios

)
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Condutiv (mS) OD (mgl/l) Temp. Ambiente
(°C)

Parametros fisico - quimicos

DAQ. DE ACO [AQ. DE ACLIMATAGAO EIAQ.CONTROLE EIMEDIAS ENTRE OS AQ. |

Figura 19 — Resultado grafico da média aritmética entre os pardmetros fisico-quimicos

analisados simultaneamente nos trés aqudrios durante o mesmo periodo.
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De acordo com os valores estabelecidos pelo CONAMA 020/86, Resolugao 357/2005 e
CETESB, os parametros fisico-quimicos, analisados durante a realizagdo desta pesquisa,

encontraram-se dentro dos valores permitidos exigidos.

As variagOes apresentadas referem-se a heterogeneidade do efluente tratado, que
oscila em funcao de diversos fatores, entre eles destacam-se as caracteristicas dos residuos
aterrados e as alteracdes climdticas de temperatura e chuvas, principalmente por se tratar
de um conjunto de lagoas de estabilizacdo expostas as intempéries, como ja descrito

anteriormente.

Tabela 4 — Resultados obtidos através de andlises biologicas do liquido percolado

tratado, durante os 4 meses de monitoramento.

1° Coleta em 2° Coleta em 3° Coleta em 4° Coleta em
20/04/2004 20/05/2004 20/06/2004 20/07/2004
PARAMETROS | com com com com

BIOLOGICOS cloro | sem cloro | cloro | sem cloro | cloro | sem cloro | cloro | Sem cloro

COLIFORMES *

FECAIS (NMP/100ml) 13,4 * 7.3 * 4.1 0,0 29.1
COLIFORMES * *
TOTAIS (NMP/100ml) >2419,2 * > 2419,2 >2419,2 | 0,0 > 2419,2

( * ) . Nao foi realizado teste

Durante o monitoramento, o chorume tratado (efluente), apresentou alta quantidade
de coliformes totais, antes da cloracao, em todas as coletas realizadas os valores foram

superiores a 2.419 NMP/100 ml (Tabela 4).

A quantidade de coliformes fecais presentes nas amostras antes da cloragao,
apresentou valores inferiores a 30,0 NMP/100 ml em cada uma das andlises, constatando a
eficiéncia do tratamento de efluentes na remog¢ao de coliformes, utilizado neste aterro. Para

fins de complementacdo e comparacdo entre os dados bioldgicos encontrados nas trés
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primeiras coletas, na quarta e Ultima coleta realizou-se o teste quantitativo de coliformes
fecais e totais também para o efluente clorado, revelando a eliminagdo tanto de coliformes

fecais, quanto totais (Tabela 4).

Neste trabalho foi desenvolvida a técnica do cometa, aplicada na avaliacdo da
mutagenicidade de liquido percolado (chorume), proveniente de aterramento sanitario
urbano. Com a implantacdo desta técnica no LabTox, poderdo ser analisados diversos
compostos quimicos em diferentes organismos, tornando-se mais uma ferramenta para

analise e avaliacdo de riscos genotoxicologicos

5.3.1. TESTES DE TOXICIDADE

Para o Chorume tratado analisado nesta pesquisa, os resultados ndo revelaram
toxicidade aguda em nenhuma das concentracdes testadas, nas 48 h do teste. A quantidade
de organismos imdveis encontrados nas 2° e 4° coletas respectivamente representa cerca de

10 % da totalidade de organismos testados.

Diversos fatores podem explicar este resultado, mas este valor apresenta-se dentro
da margem de seguranga. Trabalhos anteriores confirmam estes resultados como Da Luz
(1998), que em seus estudos constatou uma variagcdo na toxicidade deste efluente de nao
toxico a 74,44 mg. L' e, a eficiéncia de remocédo de toxicidade foi na ordem de 90 %.
Finkler (2002), constatou uma eficiéncia de 100 % no mesmo efluente, além de concluir

que o efluente nao apresentou toxicidade aguda (FINKLER, 2002)
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5.3.2. TESTE DE GENOTOXICIDADE UTILIZANDO O TESTE DO
COMETA

A sensibilidade do teste do cometa permite utiliza-lo como uma técnica para o
estudo da genotoxicidade, ja que aproximadamente 85 % dos estudos realizados nessa area
encontraram resultados positivos, apesar de que mais estudos sejam necessarios para a

investigacao da persisténcia e do reparo dos danos génicos observados.

E necessario ainda investigar sua possivel correlagio com aberracdes
cromossOmicas, mutagdes, indu¢cdo da formagdo de micronucleos, ¢ mais importante, a
determinagdo do significado biologico dos danos ao DNA provocados pelos materiais em

testes (ROJAS et al., 1999).

Estudos realizados, utilizando peixes como biomarcadores de contaminantes,
principalmente de origem organica, em rios de diversas partes do mundo, vem ratificar a
eficiéncia da utilizag¢do de testes genotoxicoldgicos para diagnostico e avaliagdo dos meios
naturais e os possiveis impactos causados por estes agentes externos introduzidos na biota
(AZEVEDO & CHASIN, 2003; DA SILVA et al, 2000; PROSPERI, 1993; De Flora et al;
1993)

Theodorakis et al. (1999) comprovaram através de seus estudos que organismos
aquaticos, respondem bem aos testes genotoxicos quando submetidos a situacdes
diferentes das suas naturais. Em outubro de 1993 durante a Conferéncia sobre
Ecotoxicologia Genética Molecular, realizada nos EUA, discutiu-se sobre os potenciais
efeitos deletéricos da poluigdo ambiental nos diversos niveis do ecossistema, em virtude de
ser um sistema de interacdes dindmicas, principalmente no que se refere a cadeia
alimentar, justificando a necessidade de utilizar animais aquaticos pertencentes a

diferentes niveis troficos para complementar as discussdes (KASAMATSU et al., 1996).

Os peixes sdo organismos aquaticos muito utilizados em pesquisas de
genotoxicidade. Um exemplo é a Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), comumente
utilizada em Testes do cometa, para determinac¢ao de contaminacgdo aquatica, De Flora et
al (1993) constataram que alteracdes em ambientes aquaticos naturais, podem provocar

danos (quebra) no DNA destes animais, até que estes sejam aclimatados com estas
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alteragdes. Durante a realizagdao da quantificagdo e qualificacdo dos “cometas” observados
no microscopio de epifluorescéncia, foram identificadas nas amostras de células tratadas
com peroxido de hidrogénio, todas as 5 (cinco) classes existentes, como demonstra a
Figura 20. Os “cometas” formados com os hemdcitos dos peixes, apresentaram claramente

a formacgao da “cabe¢a” e cauda”.

CLASSE 1 CLASSE 2 CLASSE 3

CLASSE 4 CLASSE 5 CLASSE 5§

Figura 20 — Representagdo do dano causado ao DNA de acordo com o tamanho das
caudas dos cometas, utilizando hemocitos de peixes Geophagus brasiliensis. Fotografias
retiradas com maquina digital, acoplada ao microscépio Olympus de epifluorescéncia
BX40 (aumentos: x1000 e x400 respectivamente), com filme ASA 400-colorido. Fonte:

LabTox / Vanessa Guimardes Machado.

5.3.2.1. OTIMIZACAO DOS TEMPOS DE DESESPIRALIZACAO DO
DNA E ELETROFORESE

As etapas do teste podem sofrer variacdes, conforme o objetivo do teste e o tipo de
célula a ser estudada. Diversos experimentos de padronizacdo dos respectivos tempos de
desespiralizagdo do DNA e eletroforese foram testados, até ser encontrada uma

combinagdo favoravel a estrutura em que foram realizados os experimentos e, o tipo de




62

organismo analisado. Todos os experimentos foram subseqiientemente realizados com a
combinagdo de tempos selecionada. Os tempos foram escolhidos seguindo a variabilidade

utilizada por alguns autores na literatura.

Diversos experimentos foram realizados buscando a otimizacdo dos tempos de
desespiralizagdo e eletroforese, que podem ser observados através da Tabela 5, mas para a
realizacdo destes estudos padronizou-se em 20 min o tempo de desespiralizagao do DNA e

25 min o tempo de eletroforese.

Tabela 5 — Otimizagdo dos tempos de desespiralizagéo alcalina do DNA (hemocitos)

dos peixes Geophagus brasiliensis e Eletroforese.

Tempo de desespiralizagdo
alcalina do DNA (min)

Tempo de Eletroforese (min)

10
15
20
25
30

10
15
20
25
30

10
15
20

25

30

10
15
20
25
30

10
15
20
25
30
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Como ja descrito anteriormente, para que ocorra a lise celular, as laminas devem
permanecer nesta solu¢do a 4°C por um periodo minimo de 2 h e maximo de 30 dias,
padronizou-se em 24 h este periodo de contato, baseado em testes preliminares onde nao

houve diferenca significativa entre os resultados obtidos com exposi¢ao 2h e 7 dias.

5.3.2.2. GENOTOXICIDADE CRONICA

Durante a realizagdo do teste do cometa para detec¢ao de genotoxicidade cronica
ap6s 30 dias de exposicdo dos peixes ao liquido percolado tratado, observou-se que o
controle negativo apresentou grandes danos no DNA semelhante aos valores obtidos nos
peixes expostos ao efluente, provavelmente devido ao fato dos peixes terem desenvolvido
fungos e, muitos terem morrido ao longo deste periodo. A média entre os escores obtidos
com os peixes expostos ao efluente e, os peixes utilizados no controle negativo, foram
muito semelhantes, j4 a média do controle positivo (Figura 21) foi superior. As hipdteses

levantadas para explicar o desenvolvimento dos fungos nos animais controle:

i.  Havia muitos animais no Aquéario, provocando stress entre eles;
ii. O aquario estava localizado ao lado dos tanques de hipoclorito de sdédio e, a
evaporagao deste produto pode ter provocado alteragdes metabdlicas nos peixes;
mi.  Os filtros de carvao ativado estavam saturados;

iv.  Producdo de aerossois das lagoas de estabilizagao.

Tendo em vista a distdncia do aterro sanitario que, dificultava a manuten¢do do
aquario controle, e para evitar que o experimento fosse prejudicado, pelos elevados valores
de genotoxicidade apresentados, “interferindo nos resultados reais”, o aquario controle do

aterro foi desativado e, utilizado o aquario de criacdo de peixes do LabTox.

Desta forma os controles negativos utilizados nos 2 (dois) meses subseqiientes foram
provenientes do aquario do laboratorio. Esta medida foi tomada como forma de garantir
uma maior integridade nos resultados. DE FLORA et al (1993), utilizou o peixe Rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss), como biomarcador de genotoxicidade, para realizagdo de

testes in situ em um rio poluido e, como para controle negativo utilizou a mesma espécie
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de peixe, mas mantida em um aquario no laboratério. Este mesmo procedimento foi

realizado no LabTox.

Comparativo entre os escores médios obtidos em cada teste

Controle Negativo (90 dias de

exposi¢ao) . 77’56

Controle Negativo (60 dias de :
€xposi¢ao) 33’ 67

Controle Negativo (30 dias de

exposi¢ao) 1 27’22

Controle Positivo (90 dias de :
€xposi¢ao) 1 46’ 67

Controle Positivo (60dias de
exposi¢ao)

Testes

152,44

Controle Positivo (30 dias de
exposi¢ao)

181,22

Teste cronico apds 90 dias de ; : :
exposicio 114,44;

Teste cronico apds 60 dias de : : ; :
exposicao 129,67 *

Teste cronico apds 30 dias de : : . y
exposicao ' 1 34, 67

15,00 45,00 75,00 105,00 135,00 165,00 195,00

Escores médios

X Dados que apresentaram varidncia significativa (p=sig<0,005) quando comparados ao

respectivo controle negativo.

Figura 21 — Resultado dos escores médios obtidos através do teste de genotoxicidade

cronica do peixe Geophagus brasiliensis

Apos exposicdo de 60 dias, observou uma reducdo nos danos provocados pelo efluente
aos peixes. Houve também um decréscimo de danos no material genético analisado dos
peixes “controle negativo”, apds a transferéncia do aquario controle do aterro sanitario
para o laboratdrio. Os controles positivos € negativos sdo necessarios em todos os ensaios
como forma de verificar se a técnica, os procedimentos e os reagentes estdo corretos. Além

de auxiliarem na verificacdo e monitoramento das condi¢cdes experimentais e, validarem os
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resultados, pois os controles positivos e negativos sao realizados simultaneamente com o
experimento, estabelecendo padrdes de classificagdo dos danos no DNA (RIBEIRO et
al.,2003; LIMA, 2004). Neste trabalho os resultados obtidos com o controle positivo
apresentaram pouca variacdo de escores quando comparadas as trés concentragcdes de

peroxido de hidrogénio, utilizadas.

Apobs 90 dias de exposicdo, os peixes apresentaram reducdo de danos no DNA,
quando comparados aos resultados obtidos nos meses anteriores. Os resultados
demonstraramm que a partir do 2 més de exposi¢ao ao efluente, os danos provocados no
DNA diminuiram, esta constatacdo pode ser explicada através do mecanismo de adaptacao
e reparagdo do DNA dos hemocitos do peixe Geophagus brasiliensis a um ambiente

diferente do seu habitat natural.

Os danos provocados pelo peroxido de hidrogénio, no controle positivo foram
significativamente maiores do que os danos causados ao DNA das células do controle
negativo, tendo em vista a utilizacdo do agente quimico perdxido de hidrogénio, na

indugdo de dano.

O efluente provocou danos significativos no material genético do Geophagus
brasiliensis, quando comparados aos respectivos controles negativos, apresentando uma
diminui¢do gradativa na ocorréncia de danos com o passar do tempo, como pode ser

constatado através dos resultados apresentados na Figura 21.

A adaptacdo dos animais ao novo ambiente ¢ um mecanismo biolodgico conhecido
em que o animal, por uma questdo de sobrevivéncia, necessita alterar seus habitos e,
adequar-se ao novo habitat, quando este novo ambiente oferece condi¢cdes minimas de
sobrevivéncia. O mecanismo de reparo do DNA atua na tentativa de recuperar a estrutura

celular, e minimizar os danos provocados provavelmente por um agente externo.
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5.3.2.3. GENOTOXICIDADE AGUDA E REPARO DO DNA

Os testes realizados no Laboratorio de Toxicologia Ambiental- LabTox, buscaram
quantificar e dimensionar os danos no DNA do Geophagus brasiliensis, bem como seu
mecanismo de reparo. Observou-se a eficiéncia da a¢gdo do mecanismo de reparo apds a 1°
divisdo celular, como pode ser constatado na Figura 22. Os danos provocados pelo
perdxido de hidrogénio, no controle positivo, foram significativamente maiores do que os

danos causados ao DNA das células do controle negativo.

Comparativo entre os escores médios obtidos em cada
teste

Controle Positivo 184,64
Controle Negativo 10511 ‘ ‘ ‘
Agudo 120 horas ;375
Agudo 96 horas j | 141,50 ‘ ‘
Agudo 72 horas j j j B 180,89
P15 o, ———————
Agudo 24 horas 159,71
Reparo 120 horas ‘ ‘ B 15638 **
Reparo 96 horas ‘ | | | ‘200,00 *x
Reparo 72 horas ‘ 2611t | |
Reparo 48 horas I I 1454 *x
Reparo 24 horas j 112578 ‘

75,00 10000 12500 15000 17500 20000 22500
Escores médios

Testes

* Dados que apresentaram variancia significativa (p=sig<0,005) quando comparados ao
respectivo controle negativo.. * % Dados que apresentaram variancia significativa (p=sig<0,005)

quando comparados os resultados obtidos na verificacdo do Reparo com seu respectivo teste cronico.

Figura 22 — Resultado dos escores médios obtidos no teste de genotoxicidade aguda e

mecanismo de reparo de DNA do peixe Geophagus brasiliensis.
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A figura 22 apresenta o comparativo sintetizado entre as médias aritméticas dos
testes de exposic¢do aguda e reparo. Observa-se que os danos provocados com exposicao de

24 horas foram menores do que a exposi¢ao de 48 e 72 horas.

O maior dano foi constatado com exposi¢ao de 48 h, e a partir desta o mesmo foi
regredindo, até a exposicdo 120 h em que o escore referente ao dano provocado aproxima-
se no escore obtido com o controle negativo, e, quando comparado ao testes de 24 h,

também apresenta menor dano.

Este fato pode ser explicado através da hipdtese de reparo e de adaptagdo dos
organismos as condigdes adversas. Através do grafico apresentado na Figura 22,
observam-se as médias entre os escores obtidos durante o teste de exposicdo dos peixes a
agua limpa, para verificar o potencial de reparo, até o periodo de exposi¢do de 72 h, o
mecanismo de reparo foi eficiente, tendo em vista que os danos diminuiram, quando
comparados aos respectivos danos provocados pelo teste agudo, apos a transferéncia dos

animais para aquarios com agua limpa, como ja descritos no item de metodologia.

Os danos dos testes de reparo referente ha 96 h e 120 h foram superiores aos
encontrados nos respectivos testes agudos. Na Figura 21, observa-se uma diminuicao
gradativa nos danos genéticos apos exposicao continua dos peixes no aquario de ago. Na
Figura 23 estdo fotografias retiradas com maquina digital, acoplada ao microscopio
Olympus de epifluorescéncia BX40, dos resultados obtidos através dos cometas formados

durante a realizag¢ao do trabalho utilizando o teste do cometa.
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Controle Negativo Controle Positivo Agudo 24 horas

Agudo 72 horas

Agudo 120 horas

Reparo 24 horas Reparo 48 horas Reparo 96 horas

Figura 23 — Hemocitos do peixe Geophagus brasiliensis, submetidos a técnica do “teste do cometa”, formando os “cometas” referentes aos testes

realizados na pesquisa. Fotografias retiradas com maquina digital, acoplada ao microscépio Olympus de epifluorescéncia BX40 (aumentos: x1000, x400

e x200), com filme ASA 400-colorido. Fonte: LABTOX / Vanessa Guimaraes Machado.
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Na Figura 23, pode-se verificar o reparo existente na estrutura do DNA, com
tempos de 24 e 48 h, quando comparados ao mesmo tempo relacionado do teste agudo,
apresentado na Figura 22. O dano encontrado no teste de reparo de 96 h foi visivelmente
superior ao encontrado no teste agudo de mesmo tempo, o material genético esta
totalmente disperso na agarose, ndo podendo ser quantificado (nesta regido da lamina
fotografada), pois devido ao excesso de lesdes gendmicas ¢ impossivel identificar a

“cabec¢a” da “cauda” do cometa.

Os resultados da analise estatistica mostraram que em quase todos os testes em
maior ou menor grau, quando comparados com os controle negativos, provocaram danos
significativos nas células dos peixes Geophagus brasiliensis. Quando realizada andlise
estatistica entre os teste agudo e seu respectivo tempo de reparo, verificou-se que o
mecanismo de reparo foi eficiente até 72 h, apresentando variagdes significativas na agao
do mecanismo de reparo dos peixes. A partir de 96 h de reparo, os danos provocados nas
células, foram superiores aos danos verificados nos testes agudos com equivalente tempo

de exposic¢do.

A analise estatistica do ensaio do cometa levou em consideracao a intensidade das
lesdes causadas no DNA pelo efluente apresentando as varidncias significativas (p <
0,005) que ocorreram nos testes realizados. Nos testes de reparo celular, observa-se que a
partir do reparo 96 h houve uma inversdo na tendéncia de resultados sobre as lesdes do
DNA. Nos testes de reparo de 24, 48 e 72 h, as lesdes foram significativamente menores
(p< 0,005) quando comparadas aos respectivos testes agudos, enquanto que nos reparos 96
h e 120 h as lesdes provocadas foram significativamente maiores do que em relacdo aos

testes agudos com o mesmo tempo de exposicao.

Nos testes de genotoxicidade aguda realizada por De Flora et al (1993), em que
foram utilizados além de sangue periférico (eritrocitos), tecidos de figado e a bile,
coletados em 7, 15 e 30 dias apds exposi¢do, os resultados encontrados apds 30 dias de
exposicdo indicaram alteragdes mutagénicas na bile dos animais e, a inducdo de
micronticleos no sangue periférico, mais evidenciado nas amostras coletadas em 15 e 30
dias (P<0.001), quando comparadas aos respectivos controles negativos. Comprovando

uma das rotas de entrada dos agentes genotdxicos e, através da rota digestiva, através de
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sua alimentagdo, além das rotas de absor¢do e respiratoria (WURGLER & KRAMERS,
1992)

Lesdes persistentes no DNA provocam um funcionamento celular incorreto e
possivelmente um aumento da mutagénese devido a uma maior probabilidade de
ocorrerem erros quando da replicagdo de um “molde” alterado. As células desenvolvem
um sistema natural para reparar os danos causados no DNA (GREGUS & KLAASSEN,
1996).

Este mecanismo existe a fim de manter a integridade do genoma, um dos meios de
fundamental importancia esta no reparo de erros de pareamento de bases (MMR, mismatch
repair) cuja fungdo principal ¢ eliminar bases equivocadamente selecionadas e insercdes
ou dele¢des que surgem pelo deslizamento de polimerase durante a replicagdo do DNA.
Originalmente idenficado em bactérias (long patch mismatch repair), sua importancia foi
claramente definida no inicio dos anos 90 na relagio com HNPCC (hereditary
nonpoliposis colorectal cdncer). Em seres humanos, pelo menos 7 (sete) diferentes
proteinas codificadas pelos genes MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, MLH3, PMS1 ¢ PMS2,
estdo envolvidas neste mecanismo de reparacao (DE ROBERTIS, 1993; PINTO &
FELZENSZWALRB, 2004).

O teste do Cometa traz informagdes importantes sobre a cinética e o tipo de lesdao
reparada, mas nao possibilita inferir a fidedignidade do processo de reparo (GONTIJO &
TICE, 2004). Nascimento et al (2001), avaliou a capacidade de reparo dos linfocitos de
pacientes com cancer, submetidos a radioterapia e, verificou que o mecanismo de reparo
era muito lento, em virtude da satde dos pacientes e, seu sistema imunologico estarem
debilitados, conclui, nestes casos que o sistema de reparo esta diretamente ligado a uma
série de mecanismos envolvendo habitos dos pacientes, rotinas etc. (NASCIMENTO et al,

2001).

Pode-se ampliar esta conclusdo para os animais, tendo em vista que os animais
sadios apresentam maior resisténcia a doengas e, rapida recuperacdo quando comparado, a

animais que estejam com a saude comprometida.
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6.CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir, que nas condig¢des

experimentais em que foram realizados os testes, quanto aos:

(i) Testes de toxicidade aguda com Daphnias magna:

v' Nio apontaram diferenga estatistica entre o tempo de exposi¢do de 24 e 48 h (ndo

sendo possivel calcular a CL50 para este tipo de efluente);

v Nio apontaram toxicidade aguda para 24 e 48 h de exposigéo.

(ii) Parametros fisico-quimicos (analisados nesta pesquisa):

v" Dentro dos valores permitidos exigidos pelo CONAMA (020/86 e Resolugio
357/2005) e CETESB.

(iii) Testes de genotoxicidade com geophagus brasiliensis:

v" Em ambos os testes (cronicos ¢ agudos), os hemocitos dos peixes apresentaram

danos (lesdes) em seu DNA;

v' A andlise estatistica referente aos testes cronicos de genotoxicidade provocou
danos significativos (p<0,005) ao DNA das células dos peixes, apenas no teste com
exposicdo de 60 dias, quando comparado ao controle negativo do mesmo, nos

demais tempos de exposi¢do, ndo houve dano significativo.

(iv) Testes de genotoxicidade com o peixe geophagus brasiliensis:

v' A andlise estatistica realizada com base nos dados dos testes agudos de

genotoxicidade, apenas com tempo de exposi¢do de 24, 48, e 72 h (quando
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comparado ao controle negativo), foram provocados danos significativos no

material genético (p<0,005);

v" Com exposi¢do de 96 e 120 horas, os danos provocados ndo foram significativos

(p>0,005);

(v) Testes de Reparo de DNA dos hemocitos do peixe geophagus

brasiliensis:

V" Os testes de reparo indicaram que as lesdes observadas no DNA, séo passiveis de

serem reparadas, demonstrando que as lesdes provavelmente sdo reversiveis;

v' A andlise estatistica nos testes de verificagdo de reparo celular foram significativas
(houve redugdo de lesdes no DNA quando comparadas aos respectivos testes

agudos de genotoxicidade (p<0,005));

v’ Praticamente todos os testes, com exce¢do dos Reparos 96 h e 120 h em que o dano

no DNA foi maior no reparo quando comparado ao teste agudo do mesmo tempo;
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7. RECOMENDACOES

Para uma efetiva protegdo ambiental ¢ manutencdo da vida em um corpo receptor, &

extremamente necessario a observagdo dos efeitos deletérios causados aos organismos

presentes no seu ecossistema, em conseqiiéncia do lancamento de efluentes liquidos,

através de testes de toxicidade e genotoxicidade, uma vez que, ndo ¢ verificado uma

correlacdo da toxicidade do composto com os pardmetros fisico-quimicos e biologicos.

Com base nos resultados obtidos, percebe-se a importancia de se utilizar

bioindicadores aquaticos, para avaliar os possiveis efeitos toxicos que o chorume mesmo

tratado, possa causar em organismos aquaticos e possivelmente em comunidades das

redondezas, que utilizam deste do corpo hidrico receptor do liquido percolado.

Para isto recomenda-se em proximos trabalhos:

Monitoramento mensal dos seguintes pardmetros: DBO, DQO, Nitrogénio Total,
Ambdnia, pH, Coliformes Fecais e Totais, Ferro Total, Zinco, testes de toxicidade
aguda com Daphnias magna e de genotoxicidade cronica e aguda com Geophagus
brasiliensis, e com invertebrados aquaticos como por exemplo ostras e mariscos
em sistema de fluxo continuo por um periodo de, no minimo 12 meses (lano), a
fim de identificar as possiveis correlagdes entre o grau de genotoxicidade com os

parametros fisico-quimico e biologico;

Realizacdo de estudos de reparo de DNA com diferentes tempos de exposicao,
utilizando animais aqudticos vertebrados e invertebrados, a fim de se estudar o

mecanismo de reparo de cada um desses organismos;

Instalar gaiolas de peixes, ao longo do corpo receptor e, realizar testes mensais de
genotoxicidade e mutagenicidade com estes animais, para verificar 0 mecanismo

de acdo dos efeitos toxicos sobre estes animais;
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Instalar dispositivos de medidores de vazdo na saida do tratamento de efluentes e

no corpo receptor e, monitorar diariamente;

Realizar testes de mutagenicidade, como por exemplo o teste do microntcleo,
paralelo aos testes de toxicidade e genotoxicidade com organismos aquaticos e

terrestres, para obter validacdo dos testes.

Realizar testes de exposi¢do cronica de genotoxicidade, com monitoramento em
intervalos semanais, durante o mesmo periodo em que foi realizado este estudo (90
dias), podendo observar a variagdo de dano semanalmente ¢ acompanhar o
processo de adaptacdo dos animais, verificando o tempo médio que estes animais

estdo totalmente adaptados ao novo ambiente;

Realizar testes de exposicdo aguda ao poluente com tempos de exposi¢do superior
a 120 horas, a fim de observar se existe realmente uma curva decrescente nos

escores relativos as lesoes;

Realizar testes de reparo de DNA, utilizando aquarios com volumes maiores de

agua e uma quantidade maior de animais por teste.
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APENDICE

A) RESULTADO DA ANALISE ESTATISTICA

&9

Tabela 6 — Analise de variancia dos escores médios de danos causados ao DNA, durante

cada testes respectivo.

Comparacoes

P= valor (sig)

Amostra cronico 30 dias X

Controle Negativo 30 dias

Amostra cronico 30 dias X

Controle Positivo 30 dias

Amostra cronico 60 dias X

Controle Negativo 60 dias

Amostra cronico 60 dias X

Controle Positivo 60 dias

Amostra cronico 90 dias X

Controle Negativo 90 dias

Amostra cronico 90 dias X

Controle Positivo 90 dias

Amostra Agudo 24 horas e

controle Positivo

Amostra Agudo 24 horas e

controle Negativo

Amostra Agudo 48 horas e

controle Positivo

Amostra Agudo 48 horas e

controle Negativo

Amostra Agudo 72 horas e

controle Positivo

Amostra Agudo 72 horas e

controle Negativo

Amostra Agudo 96 horas e

controle Positivo

P= sig <0,005 (5%)

Analise

0,608 > 0,005 Variancia ndo ¢
0,608 > 0,005 significativa
0,004 < 0,005 Variancia é
0,005 =0,005 significativa
0,000 < 0,005 Variincia é
0,000 < 0,005 significativa
0,104 > 0,005 Variancia ndo ¢
0,104 > 0,005 significativa
0,085 > 0,005 Variancia ndo ¢
0,096 > 0,005 significativa
0,000 < 0,005 Variancia é
0,000 < 0,005 significativa
0,036 > 0,005 Variancia nao ¢
0,020 > 0,005 significativa
0,000 < 0,005 Variincia é
0,000 < 0,005 significativa
0,030 > 0,005 Variancia ndao ¢
0,047 > 0,005 significativa
0,000 < 0,005 Variancia é
0,000 < 0,005 significativa
0,690 < 0,005 Variancia ndo ¢
0,678 <0,005 significativa
0,000 < 0,005 Variincia é
0,000 < 0,005 significativa
0,049 > 0,005 Variancia ndo ¢é
0,010 > 0,005 significativa
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Amostra Agudo 96 horas e

controle Negativo

Amostra Agudo 120 horas e

controle Positivo

Amostra Agudo 120 horas e

controle Negativo

Amostra Agudo 24 horas e
Reparo 24 horas

Amostra Agudo 48 horas e
Reparo 48 horas

Amostra Agudo 72 horas e
Reparo 72 horas

Amostra Agudo 96 horas e
Reparo 96 horas

Amostra Agudo 120 horas e
Reparo 120 horas

0,161 > 0,005

Variancia ndo ¢

0,107 > 0,005 significativa
0,000 < 0,005 Variincia é
0,000 < 0,005 significativa
0,089 > 0,005 Variancia ndo ¢
0,085 > 0,005 significativa
0,018 > 0,005 Variancia nédo ¢
0,016 > 0,005 significativa
0,000 < 0,005 Variancia é
0,000 < 0,005 significativa
0,000 < 0,005 Variincia é
0,000 < 0,005 significativa
0,004 < 0,005 Variincia é
0,017 < 0,005 significativa
0,002 < 0,005 Variancia é
0,004 < 0,005 significativa




