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Resumo

Buscou-se determinar a presenca de agentes potencialmente toxicos e mutagé€nicos em area pré
e pos industrial na cidade de Salto, interior do estado de Sdo Paulo, tendo como objeto de
pesquisa os Rios Jundiai e Tieté, e comparar a qualidade da agua pré e pos regido industrial.
Para tal foi utilizado o método Trad-MCN, que consiste na avaliagdo da integridade dos
Cromossomos apos exposi¢ao as substincias experimentais. Para a avaliacdo foram utilizadas
aproximadamente 100 inflorescéncias de Tradescantia pallida purpurea, que passaram por
processos quimicos e posterior leitura microscopica dos resultados. O Rio Jundiai apresentou
diferenga significativa quando comparado aos controles positivo, branco e negativo (p<0,05). O
Rio Tieté ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa apenas no controle positivo
(p>0,05) e nos demais controles foram encontradas diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05). Com este bioensaio foi possivel atestar que a qualidade da agua, que ja se apresenta
toxica antes da regido industrial de Salto, sofre expressiva deterioracdo ao passar pela regido
industrial, resultando em maior atividade mutagénica. Recentes estudos feitos pela Prefeitura do
Municipio de Salto reclassificam o Rio Jundiai para classe 3, onde o mesmo pertencia a classe 4
de acordo com a Resolugdo CONAMA 357/2005. Apoés a conclusdo deste bioensaio,
recomenda-se uma criteriosa analise desta reclassifica¢do por parte dos 6rgaos publicos.
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Bioassay with waters of the Jundiai and Tieté rivers in the city of
Salto- SP, using the Trad-MCN method

Abstract

The aim of this study was to determine the presence of potentially toxic and mutagenic
agents in the pre and post industrial area in the city of Salto, in the state of Sao Paulo,
with the objective of researching the Jundiai and Tieté Rivers, and comparing the water
quality before and after industrial region discharges. The Trad-MCN method was used,
which consists on evaluating the integrity of plant chromosomes after exposure to the
experimental substances. For the evaluation, approximately 100 inflorescences of
Tradescantia pallida purpurea were used, which passed through chemical processes
and subsequent microscopic reading of the results. The Jundiai river presented a
significant difference when compared with both controls (p <0.05). The Tieté River did
not present a statistically significant difference only in the positive control (p> 0.05) and
in the other control statistically significant differences were found (p <0.05). With this
bioassay it was possible to attest that the water quality, which already presents toxic
before the industrial region of Salto, suffers significant deterioration when passing
through the industrial region, resulting in greater mutagenic activity. Recent studies
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done by the City Hall of Salto reclassify the Jundiai River to class 3, former belonged to
class 4 according to Resolution CONAMA 357/2005. After the conclusion of this
bioassay, it is recommended a careful reanalysis of this reclassification by the public

agencies.

Keywords: pollution, mutation, environmental sanitation, 7radescantia, toxicology

Introducio

Organismos vivos, em geral,
precisam de  4dgua para  sua
sobrevivéncia e a disponibilidade de
agua ¢ um fator muito importante para
composicdo dos ecossistemas. A agua
deve apresentar condicdes fisico-
quimicas apropriadas, bem como conter
elementos primordiais a vida e ndo
possuir efeitos nocivos aos organismos.
Agua disponivel, entdo, significa estar
efetiva em qualidade e quantidade para
preencher a necessidade da biota’.

A agua ¢ utilizada para diversas
finalidades, dentre elas o abastecimento
humano, que ¢ tido como o seu uso
mais nobre. E utilizada também para o
abastecimento  industrial, irrigagdo,
geracdo de energia elétrica, navegacao,
preservacdo da flora e fauna,
agricultura, dentre outros usos'.

Em todo o mundo existe uma
emergente preocupagdo com relagdo ao
meio ambiente e a saude humana, dado
que a evolucdo acelerada da tecnologia
e o crescimento industrial geram
problemas ambientais que acometem a
saide humana e ambiental’. A

Organiza¢dao Mundial da Satide (OMS)

calcula que 25 milhdes de pessoas
morrem por ano, em todo o mundo,
devido a doengas relacionadas a agua.

A poluicdo da agua ¢ entendida
como uma variante das altera¢des de
suas caracteristicas, sejam elas naturais
ou causadas pelo homem e ¢ originada
principalmente de quatro tipos de
fontes: poluigdo natural, industrial,
urbana e agropastoril'”. Uma das
maiores fontes de poluentes ¢ a
industrial, devido a emissao de produtos
toxicos como  Oleos, compostos
quimicos e diversos materiais em
suspensﬁo4.

Existe diferencga entre poluigdo e
contaminagdo. Contaminagdo entende-
se como a transmissdo de elementos ou
micro-organismos que possam  ser
prejudiciais ao organismo através da
agua; j& a poluicdio nao causa,
obrigatoriamente, problemas no
organismo’. Os varios fatores que levam
a degradacdo das caracteristicas da
agua, a auséncia de variabilidade
bioldgica e o desperdicio dos recursos
hidricos trazem riscos a saude

ambiental’.
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O primeiro objeto de estudo, o
Rio Jundiai, possui aproximadamente
123 km de extensdo e é composto pela
confluéncia do Rio Jundiaizinho com o
Ribeirdo das Taipas. Suas nascentes
mais distantes estdo na Serra da Pedra
Vermelho, no municipio de Mairipora.
Este estende sua foz ao municipio de
Salto, desaguando no Rio Tiet®’.

O Rio Jundiai, que hoje ¢
utilizado para abastecimento humano
em algumas cidades, recebe despejos
industriais, lixos residenciais, esgotos e
diversos contaminantes. Devido a esse
fator, mostrou-se interessante para o
presente  estudo. Os  problemas
primarios relacionados a polui¢do do
Rio Jundiai vieram inicialmente com a
industrializagdo, com o consequente
aumento populacional e posterior
despejo de esgoto no rio®.

O indice de qualidade das aguas
fluviais varia de 1 a 4, onde 1 é a
melhor qualidade e 4 a pior, de acordo
com a Resolucao 357/2005 CONAMA
¢ alteragdes posteriores®. As 4aguas
superficiais da bacia do Rio Jundiai sdo
de classe 3 e se destinam principalmente
ao abastecimento da cidade. Em outros
pontos, devido a poluicio e
contaminag¢do, o Rio Jundiai passa a ser
classe 4%,

Recentemente, em dezembro de

2016, na Reunido Plenaria dos Comités

PCJ (Rios Piracicaba, Capivari e
Jundiai) na cidade de Jaguariiina-SP,
mostrou-se a  possibilidade  de
reclassificar o Rio Jundiai e foi
aprovada a mudancga de classe, sendo o
rio reclassificado para classe 3, até
entdo, classe 4 em determinados pontos.
A decisdo foi tomada para que as aguas
possam ser captadas para abastecimento
humano. O primeiro trecho que foi
reclassificado fica proximo a Salto, que
se inicia na foz do Rio Barnabé, no
municipio de Indaiatuba, segue até a
confluéncia com o Rio Tieté, ja na
cidade de Salto. O segundo trecho tem
uma distancia maior do municipio, fica
nas cidades de Varzea Paulista, Jundiai
e Itupeva, que faz confluéncia com
Ribeirdo de Sio José™*.

O segundo objeto de estudo, o
Rio Tieté, tem sua nascente em uma
altitude de 1030m da Serra do Mar, na
cidade de Salesopolis, a 22 km do
Oceano Atlantico e 96 km da capital.
Diferente de muitos outros rios, seu
curso ndo ¢ rumo ao litoral: o Tieté
cruza a capital e segue para o interior do
estado. A ultima cidade que o Tieté
banha ¢ Itapura, posteriormente
desaguando no Rio Parand. Seu curso
todo se aproxima dos 1100 km de

extensdo. Este rio banha 62 municipios

ribeirinhos, nasce limpo e morre limpo’.
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Este rio ¢ de suma importante
para o estado, ja que teve papel crucial
na colonizacdo do Brasil e atualmente ¢é
conhecido pelo seu alto nivel de
poluentes. No século XVII, durante a
exploragdo do ouro, muitos problemas
surgiram com ©0s processos de
industrializagdo. Em meados dos anos
40 e 50, o Prefeito Adhemar de Barros
interligou as redes de esgoto do
municipio de Sdo Paulo ao Rio Tieté.
Na década de 80, o Rio Tieté ja tinha se
tornado sujo, com odor desagradavel e
até hoje ¢ utilizado como deposito de
varios tipos de materiais e recebe
ininterruptamente esgotos residenciais,
industriais e efluentes em geral’.

Atualmente o rio ¢ poluido na
maior parte do seu curso, ndo podendo
ser utilizado para  abastecimento
publico. Os esgotos comegam a poluir o
Rio Tieté no Km 45 de seu curso inicial,
no municipio de Mogi das Cruzes. No
ano de 2014, regides do interior do
estado passaram por uma estiagem
longa e severa. As cidades de Salto e
Itu, que sdo banhadas pelo Rio Tieté,
sofreram com a falta de agua potavel.
Na cidade de Aracatuba,
aproximadamente a 400 km de Itu, o rio
¢ utilizado para captagdo de agua,
pratica de pesca, dentre outras

atividades fluviais”'®

O rio Tieté também passa pelo
municipio de Salto, que possui uma
populacdo estimada em 114.171
habitantes (2015) e wuma area de
133,057 Km2. Em Salto, na década de
1950 houve isen¢do de impostos,
atraindo empresas de médio e grande
porte para a regido. Algumas empresas
como FEucatex, Emas, Picchi e Sivat
empregaram mais de 3500 pessoas,
consolidando a regido um perfil
industrial'.

Existem resolugoes que
regulamentam a emissdo de efluentes,
como a Resolugigo CONAMA N°
430/2011, complementagdo e alteragao
da Resolugdo CONAMA N° 357/2005,
que classifica os corpos de agua e seu
tracado ambiental para enquadramento,
bem como uniformiza as condi¢des da
emissdao de efluentes. Porém, muitas
industrias desrespeitam essa
normaliza¢do, causando um impacto
ambiental negativo '%. Pelo exposto, da-
se a importdncia no monitoramento e
analise constante das aguas, visando
projetos e obras na despolui¢do'® ' 1°.

Muitos bioensaios usam vegetais
alternativos para realizar 0
monitoramento e avaliar o grau de
toxicidade de agentes genotoxicos; estes
sao considerados de alta confiancga,

sendo capazes de detectar agentes

toxicos até em baixas concentragoes.
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Dentre os bioensaios existentes estd o
Trad-MCN, que foi uniformizado para
ser utilizado com diversos clones de
Tradescantia (Familia Commelinacae),
ja que plantas deste grupo possuem alta
sensibilidade a  agentes  toxicos,
exibindo aberracdes cromossdmicas
simples de serem identificadas. Os
bioensaios sdo utilizados para uma
abordagem inicial, pois sdo muito
sensiveis, porém pouco especificos em
relacdo a biotoxicidade'®,

Testes com Tradescantia pallida
iniciaram-se em 1999 no
monitoramento de poluentes
atmosféricos e avaliacdo de potencial
mutagénico. O primeiro teste foi no
Brasil, feito por  Batalha e
colaboradores'’. Sucessivamente outros
pesquisadores  também  utilizaram
Tradescantia pallida no Brasil e no
exterior, ja que essa planta tem facil
adaptacio em quase todo o mundo'™ "’

O bioensaio Trad-MCN ¢ feito
com inflorescéncias jovens expostas ao
possivel agente mutagénico, presente
em meio solido, liquido ou gasoso. Este
bioensaio constitui-se em contar o0s
microntcleos, que sdo partes de
cromossomos rompidos por mutagdo e
excretados do nucleo ndo reparado no
decurso da meiose, gerados ao lado de
tétrades jovens, quando expostas a

agentes mutagénicos. O aumento na

repeticdo da formacdo de microntcleos
¢ um indicativo seguro de que um
agente mutagénico entrou em contato
com a inflorescéncia'’.

Assim, este bioensaio avaliou a
integridade de cromossomos através da
utilizagdo de Tradescantia pallida
(Trad-MCN), que ¢ um bioindicador
para deteccdo de genotoxicidade
provocado por agentes quimicos,
poluentes atmosféricos, drogas,
radiacdo e pesticidas, nao indiciando
potencial cancerigeno em humanos, ja
que metabolismo de flores ¢ diferente
do metabolismo humano'”.

Este trabalho teve como objetivo
determinar a presenga de agentes
potencialmente mutagénicos em aguas
dos Rios Jundiai e Tieté€, no interior de
Sdo Paulo, proximo as industrias do
municipio de Salto-SP e comparar a
qualidade da &4gua pré e pds regido
industrial, utilizando o método Trad-

MCN.

Materias e métodos

Neste bioensaio, escolheu-se
utilizar a Tradescantia pallida e agua
coletada nos Rios Jundiai e Tieté. A
metodologia utilizada ¢ a Trad-MCN,
que visa a avaliar a integridade dos
cromossomos na préfase I da meiose,
onde o cromossomo estd em fase de

maxima condensacgao 20
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1. Coleta

As amostras de d4gua foram
coletadas no més de outubro de 2016 na
cidade de Salto-SP. Foram escolhidos
pontos  estratégicos  para  coleta,

conforme mapa a seguir, antes da regido

industrial onde as aguas ainda sdo
pertencentes ao Rio Jundiai (ponto 1:
coordenadas decimais -23.201421, -
47.274653) e apos as industrias, onde o
rio Jundiai desagua no rio Tieté (ponto

2: coordenadas decimais -23. 2094460,

Figura 1 — Mapa dos pontos de coleta

Fonte: Google maps

Figura 2 — Coleta da 4gua do Rio Jundiai e do Rio Tieté, respectivamente

Fonte: Do autor
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As plantas foram coletadas em
area urbana da cidade de Jundiai,
antecedendo o dia da coleta da agua. A
coleta foi realizada mediante
autorizag¢ao verbal de comerciantes que

cuidam do jardim. A coleta foi de

aproximadamente 100 hastes com
medida aproximada de 10 a 15 cm.
Todas as hastes foram coletadas na fase
jovem, quando ainda apresentam um

botao pré-inflorescente.

i1

Figura 3 — Coleta das plantas na regido urbana de Jundiai.

Fonte: Do autor.

2. Intoxicacao

As inflorescéncias coletadas
apresentavam botdes nos quais as
células que formam o grdo de podlen
estavam na profase I da meiose, que
forma micronucleos apo6s 24 horas,
aproximadamente, dada a continuidade
a meiose ¢ a formagdo de tétrades nas

células-mae. A profase 1 meiodtica,

exclusivamente durante o paquiteno e o

diploteno é o estdgio mais apto a
recep¢do de agentes genotoxicos,
devido ao alto nivel de condensacdo
cromossomica, € 0S Cromossomos em
meidtica

divisao quebram  mais

facilmente que os cromossomos em
divisdo mitética'"'®,

O processo quimico, de acordo
com metodologia amplamente utilizada,

constitui-se nas seguintes fases:
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L Adaptacgao: as hastes
foram colocadas em &agua de torneira
por 24 horas;

II. Intoxicacido: as hastes

foram fracionadas em partes iguais
entre o controle positivo (formol),
controle negativo (4dgua de torneira),
controle branco (dgua destilada), agua
experimental pré regido industrial (agua
do Rio Jundiai) e 4gua experimental pds

regido industrial (dgua do Rio Tieté);

V.

permanecendo nas solugdes por um
periodo de 8 horas.

II1. Recuperacio: por mais
24 horas todas as hastes foram
colocadas em agua de torneira;

IV. Fixacao: as
inflorescéncias foram fixadas sem as
folhas em uma mistura composta por
uma parte de acido acético para trés de
alcool etilico (98%). As hastes foram
fixadas por um periodo maior que 48

horas para inicializagdo das analises.

Figura 4 — Processo de intoxicagdo. Controles experimental, branco, positivo e
negativo.
Fonte: Do autor.

3. Preparo de laminas
Durante o bioensaio foram
confeccionadas aproximadamente 95

laminas. Foram escolhidos botdes de

tamanho médio a grande, que foram
macerados juntamente com os corantes
Carmin e Orceina acética sob a lamina

com o bisturi. Em seguida foram
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retirados os residuos de pétalas e
pedagos de botdes. Foi adicionada uma
laminula sob o liquido restante, ¢ a
lamina montada foi aquecida na
espiriteira para fixacdo da amostra.
Feito o procedimento, seguiu-se para

. . L 171
leitura microscopica'”'®.

4. Analise microscopica

A leitura foi realizada em
microscopio de luz Leica Galen III, com
aumento de 1000 vezes com imersao
para possibilitar a varredura em busca
de tétrades e possiveis micronucleos.
Foram contadas 300 tétrades em cada
um dos controles, totalizando 1500

células.

Figura 5 — Tétrades visualizadas no controle negativo.

Fonte: Do autor.

5. Analise estatistica

Os dados obtidos foram
analisados estatisticamente através do
teste qui-quadrado (X?), que é um teste
de probabilidade que se destina a

identificar um valor de dispersdo para

duas variantes nominais, verificando a
associagdo existente entre variantes
quantitativas, levando-se em conta
diferengas superiores a 95% entre as

amostras (P<0,05)*".
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Resultados

Na avaliacdo das 300 tétrades
para  cada  controle  analisado,
totalizando 1500 tétrades, foram
identificados 20 micronacleos no
controle positivo (formol), 2 no controle
negativo (dgua de torneira), 1 no
controle branco (agua destilada), 9 na
amostra experimental pré industrial (Rio
Jundiai) e 20 na amostra experimental
p6s industrial (Rio Tieté).

Na analise estatistica, foram
detectadas diferencas estatisticamente
significativas na  quantidade de
micronicleos entre a  amostra

experimental do Rio Jundiai e os

controles positivo, negativo e branco.

Nao foi detectada diferenga

estatisticamente significativa na
quantidade de micronucleos entre a
amostra experimental do Rio Tieté e o
controle positivo, e foi detectada
diferenga estatisticamente significativa
na quantidade de microntcleos entre a
amostra experimental do Rio Tieté e os
controles negativo e branco. Também
houve diferenca estatisticamente
significativa  na  quantidade  de
micronucleos entre a  amostra
experimental do Rio Tiet€é e do Rio

Jundiai (Tabela D).

AMOSTRA Rio Jundiai Rio Tieté
positivo 0,036 (< 0,05) 1 (>0,05)
negativo 0,033 (<0,05) 9,237 (<0,05)
branco 0,010 (<0,05) 2,447 (<0,05)
Rio Jundiai x Rio Tieté 0,036 (< 0,05)

Tabela I — Valores de P ¢ significancia do teste X~

Discussao

A andlise estatistica demonstrou
haver diferencas estatisticamente
significativas entre o Rio Jundiai e
todos os controles, demonstrando que o
Rio Jundiai ndo apresenta os elevados
niveis de mutagénese do controle
positivo, porém nao € tdo indcuo quanto

a agua de torneira ou destilada.

Quanto ao Rio Tieté, nao foi
detectada diferenca estatisticamente
significativa na comparagdo com o
controle positivo, demonstrando que a
agua do Rio Tieté coletada no ponto
experimental apresenta 0s mesmos
niveis de mutagénese do que a solugdo
de formol 1:1000, classificada pela

ANVISA como cancerigena.
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Na comparacdo da amostra do
Rio Tiet€ com os controles negativo e
branco, foi obtida diferenca
estatisticamente significativa,
reforgando que o Tieté apresenta maior
mutagenicidade do que estes controles®

Na comparagdo das amostras
experimentais do Rio Jundiai e Tieté,
houve diferenca estatisticamente
significativa, o que pode ser
interpretado como uma maior taxa de
mutagenicidade das dguas do Rio Tieté
quando comparado ao Jundiai. Entre as
amostras pré e pos-industrial, ¢ possivel
observar claramente a deterioracdo na
qualidade da 4gua.

Sant” Anna (2003) analisou
danos da poluicdo atmosférica na cidade
de Sao Paulo, incluindo bioindicadores
vegetais da espécie Tradescantia
pallida®™, e Souza e colaboradores
(2007) inspecionaram a variabilidade de
graos de poélen invio na Tradescantia
pallida pés exposicdo a diversos tipos
de  substincias  radioativas  para
expressar diferenga no desenvolvimento
de  micronucleos e  encontraram
correlagdo positiva entre os niveis de
radiacdo e as muta¢des®’, demonstrando
que a metodologia ¢ eficaz na deteccao
de mutagénese apOs exposicdo a
substancias toxicas.

Aratijo e colaboradores (2014),

assim como o presente trabalho,

analisaram o potencial mutagénico das
aguas do Rio Tieté na cidade de Barra
Bonita-SP utilizando a metodologia
Trad-MCN e os resultados foram
estatisticamente significativos® (<0,05),
reforcando os resultados obtidos no
presente estudo e sugerindo a
necessidade de uma avaliacdo mais
criteriosa do Rio Tieté, ja que no
municipio de Barra Bonita-SP, as dguas
do Tiet¢ sdo utilizadas  para

abastecimento doméstico.

CONCLUSAO

Através das andlises realizadas
na produgao deste bioensaio, ¢ notoria a
sensibilidade da Tradescantia pallida e
a eficiéncia do método Trad-MCN nas
analises de agua. O método empregado
foi efetivo, 4agil e acessivel para
identificagdo e  quantificacdo  de
micronucleos, evidenciando a presenca
de agentes toxicos e substincias que
possam causar mutagao genética.

Os nuimeros da presente andlise
foram matematicamente significativos,
possuindo relevancia no ponto de vista
estatistico. Com base nestes dados, foi
possivel  fazer  afirmacdes  bem
fundamentadas.

Os dados aqui  contidos
pressupdoem que a agua dos Rios Jundiai
e Tieté na regido de Salto-SP contém

agentes  toxicos em  quantidades
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relevantes. O  presente estudo
recomenda uma criteriosa avaliagao
desses corpos d’dgua por parte da
iniciativa publica, j& que o Rio Jundiai
recentemente foi reclassificado para
classe 3, de modo que suas dguas serdo
utilizadas para o  abastecimento
humano.

E altamente expressivo que a

deterioragdo das aguas provém dos

efluentes residenciais e de industrias
locais. A diminuig¢do destes efluentes
favoreceria a populacdo com a captacao
de agua em toda sua extensao, tendo em
vista que ha poucos anos atrds a regiao
sofreu com a estiagem e

consequentemente, com a falta de dgua

potavel.
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