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Resumo

O presente trabalho objetivou analisar a toxicidade de amostras de dgua coletadas na
Cachoeira do Vale de Guaxinduva da cidade de Cabretiva-SP em relagao aos controles
branco, positivo e negativo, utilizando o vegetal da espécie Tradescantia pallida
purpurea como bioindicador da qualidade de 4gua. Para isso, foram coletadas
aproximadamente 80 a 100 hastes da espécie Tradescantia pallida purpurea (Trad-
MCN), que passaram por etapas do processo de intoxicacdo com a amostra da agua
coletada; posteriormente realizou-se a confec¢do de laminas extraindo e macerando os
botdes de hastes jovens que foram coradas, apds este processo foi realizado a leitura
microscopica de 300 tétrades para cada amostra. Houve média prevaléncia de
microntcleos na amostragem das aguas coletadas para o estudo em relagdo ao controle
positivo, e ainda que moderado o nlimero ¢ superior ao controle negativo. Entende-se
que a média prevaléncia de micronucleos encontrados na amostra experimental indica
valores intermedidrios de substancias toxicas na dgua analisada, de maneira que esta nao
deve ser considerada indcua a recreacao de contato.

Palavras-chave: Mutagénese, bioindicador, Trad-MCN, monitoramento ambiental,
toxicologia.

Analysis of recreation of primary contact water (Guaxinduva
waterfall) using Tradescantia pallida as a genotoxicity bioindicator.

Abstract

The objective of the present work was to analyze the toxicity of water samples collected
at the Caburava Valley waterfall in the city of Cabretva in relation to white, positive
and negative controls using the plant of Tradescantia pallida purpurea as a bioindicator
of water quality. For this, approximately 80 to 100 stems of the species Tradescantia
pallida purpurea (Trad-MCN) were collected, which went through stages of the
intoxication process with the collected water sample; afterwards the preparation of
slides was extracted and macerated the buds of young stems that were stained, after this
process was performed the microscopic reading of 300 tetrad for each sample. There
was a mean prevalence of micronuclei in the sampling of the waters collected for the
study in relation to the positive control, and although moderate the number is higher
than the negative control. It is understood that the average prevalence of micronuclei
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found in the experimental sample indicates intermediate values of toxic substances in
the analyzed water, so that it should not be considered innocuous to recreation of

contact.

Keywords: Mutagenesis, bioindicator,

toxicology.

Introducio

Nota-se que a procura por
atividades de lazer ao ar livre em
cenarios naturais, como parques €
destinos hidricos como cachoeiras e
praias, tem crescido cada vez mais. Isto
se deve principalmente a caréncia que
se evidencia hoje em dia de atividades
em contato com a natureza, em
consequéncia do cotidiano da vida
urbana, cada vez mais moderna e
tecnologica'.

A cidade de Cabreuva, interior
de Sao Paulo, ¢ conhecida por sua
riqueza em  recursos hidricos,
oferecendo condicdes ¢ atividades
propicias para recreagdo aquatica em
meios naturais como rios, lagos e
cachoeiras, assim como a cachoeira do
Vale Guaxinduva, foco do estudo
presente. Este contato primario com a
agua requer aten¢do quanto a sua
qualidade devido ao risco a saude
humana através do contato direto com
possiveis  agentes causadores de
patogenias, além de Oleos, graxas e
metais pesados’.

Em contrapartida aos grandes
centros urbanos, ocupando uma area de
um pouco mais de 1500 hectares, o Vale
do Guaxinduva — foco do presente
estudo — ¢ rota do ecoturismo da regido
por suas cachoeiras. O Vale faz parte do
complexo da Serra do Japi e conta com
75% da sua darea preservada. Sua
extensdo em grande maioria encontra-se
em propriedade particular, aberta ao
publico sob uma taxa de entrada para os
usudrios, resguardando a preservacao do
local, porém ha trechos que abrangem
sua extensdo, mas que sao de acesso em
via publica, portanto ndo se paga

Trad-MCN, environmental monitoring,

nenhuma taxa nesses trechos, sendo
utilizada por banhistas de forma livre e
constante’.

Entretanto, o desenvolvimento
dessas atividades turisticas, somado aos
demais fatores urbanos de poluicao
industrial e doméstica, aumentam
progressivamente o impacto ambiental e
por sua vez, a qualidade da agua ¢
comprometida, o que ressalta a
importancia de acoes de
biomonitoramento' .

A Organizagdo Mundial da
Satde (OMS) calcula que 25 milhdes de
pessoas morrem por ano, em todo o
mundo devido a doengas relacionadas a
agua’. As grandes concentracdes de
poluentes tornam-se um risco eminente
para a saude humana e para a vida
aquatica, dentre outros organismos
presentes’.

A 4gua pode ter suas
caracteristicas alteradas de diversas
formas, entre elas: alteracoes de forma
biologica, contendo agentes patogénicos
como bactérias, dentre elas as mais
importantes pertencentes a familia
Enterobacteriaceae e os cocos Gram—
negativos responsaveis por infecgoes
intestinais; alteragdes de forma quimica
por agentes ndo biodegraddveis como
detergentes, petréleo, etc. e alteragdes
de forma fisica através de residuos
solidos’.

Os niveis determinados pelo
indice de Qualidade da Agua (IQA)
foram estabelecidos aqui no Brasil pela
Resolucao 357/2005 do CONAMA
(Conselho Nacional do Meio Ambiente)
e leva em consideragdo a temperatura, o
odor, turbidez, presenca de espumas,
lixo, peixes, larvas e vermes brancos ou
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vermelhos, coliformes totais, oxigénio,

potencial hidrogenidnico, niveis de

nitrato e niveis de fosfato™®.

A agua utilizada para recreagdo
¢ classificada através do tipo de contato
que o usudrio faz com a mesma.
Atividades classificadas de contato
primario s3o aquelas em que o usuario
pode ingerir eventualmente uma grande
quantidade de agua, como no mergulho,
natacdo, surfe, windsurfe, esqui-
aquatico, canoagem entre outras, o que
exige que estas aguas sejam de boa
qualidade e balneabilidade para nado ser
uma amea¢a a saude humana. Ja no
contato  secunddrio s3o listadas
atividades como pesca e navegagcdo em
que o risco de ingestdo volumoso de
agua ¢ baixo’.

A 4gua qualificada como
balneavel ¢ aquela propicia para
atividades esportivas ou banho, ou seja,
balneabilidade refere-se a qualidade das
aguas de contato primario'’.

O Conselho Nacional do Meio
Ambiente — CONAMA determina que
as aguas de classe II sdo destinadas as
atividades de recreagdo de contato
primario, entre outras finalidades, e
estabelece que nesta classe ndo seja
permitido a presenga de corantes
artificiais ndo removiveis por processos
convencionais; a cor deve ser até 75mg
Pt/l, a turbidez de até 100 UNT, e terdao
sua  condicdo  classificadas em
categorias: excelente, muito boa,
satisfatoria e impropria, sendo:

e Excelente: quando em 80% ou mais
de um conjunto de amostras
coletadas no mesmo local, obtiver
no maximo 1.250 coliformes totais
por 100 mililitros;

e Muito boas: quando em 80% ou
mais de um conjunto de amostras
coletadas no mesmo local, obtiver
no maximo 2.500 coliformes totais
por 100 mililitros;

e Satisfatérias: quando em 80% ou
mais de um conjunto de amostras
coletadas no mesmo local, obtiver

no méaximo 5.000 coliformes totais
por 100 mililitros;

e Impréprias: quando as condig¢des
ndo se enquadrarem em nenhuma
das categorias anteriores, presenca
de despejo de residuos ou sinais de
poluicao por esgoto, enfermidade na
regido transmitida por via hidrica,
pH maior que 8,5 ¢ menor que 5 e
qualquer outro fator que preconiza o
a atividade recreagdo de contato
primario'".

O Biomonitoramento ¢ um
recurso Util, seguro e vantajoso para
analisar o equilibrio das comunidades
bidticas e fatores abiodticos que atingem
essas comunidades. No
Biomonitoramento faz-se o uso da
resposta do organismo, o indicador
biologico®. O tipo do bioindicador é
definido por sua caracteristica de
sensibilidade a varios fatores de
interesse do determinado estudo, como
poluicdo por exemplo'?.

Para o estudo da qualidade da
agua, existem diversos tipos de analises
que podem ser realizadas empregando
vegetais como  bioindicadores de
substincias toxicas, como por exemplo,
a Tradescantia pallida purpurea
(método Trad-MCN). O bioindicador de
uma forma geral ¢ um organismo vivo
que sofre uma alteragao como forma de
resposta & desordem que algum
elemento causa no ambiente. Portanto a
andlise ¢ feita através de como esse
organismo vai reagir € no decorrer do
processo ¢ possivel identificar mutacdes
de forma molecular, bioquimica,
fisiologica e morfologica’. A vantagem
desse método de analise consiste
basicamente por ter baixo custo,
confiabilidade no resultado e técnica
facil®.

A Tradescantia pallida
purpurea, chamada popularmente de
coragdo-roxo, trata-se de uma planta de
coloragdo arroxeada e de porte pequeno
que se desenvolve facilmente em
qualquer ambiente durante qualquer
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periodo do ano em qualquer regido,
tornando a viabilidade de seu uso ainda
maior.  Possui  seis  pares de
cromossomos, € no caso de espécie
diploide possui 24, dois conjuntos de
pares de cromossomos; € apenas um
cotilédone (folha que se forma no
embrido essencial para 0
desenvolvimento e nutricdo da planta)>.

Durante o processo € manuseio
da Trad-MCN para o estudo, ela ¢
intoxicada em certo momento com a
agua de amostragem coletada do local
de interesse a fim de avaliar sua
genotoxicidade, ou seja, a alteracdo na

base genética por elementos

toxicoldgicos, alterando 0s
. , 11.

micronucleos

A andlise dos micronucleos da
Tradescantia pallida é apontada como
uma das mais sensiveis para detectar
agentes toxicoldgicos na agua; esses
micronucleos se formam em células-
mae do grdo de polen que constituem os
botdes florais jovens da planta, e ndo
completam a migracdo anafasica da
divisdo celular se houver a presencga de
toxicos por terem sofrido a lesdo pelo
agente mutagénico, € ndo conseguirem
se reparar na meiose'*

—

Figilra 1-Co

Desta forma, a quantidade de
micronucleos que sdo encontrados na
analise microscopica no final do
processo, denota  diretamente a
genotoxicidade da agua do local que foi
realizado a coletada da amostra'>

Materias e métodos

A analise da agua foi realizada
através da utilizagdo de vegetais
bioindicadores genotoxicos
Tradescantia pallida purpurea,
coletados no municipio de Jundiai-SP.
Utilizando-se o método da Trad-MCN
ou ensaio do micronicleo, como
também ¢ chamado, que permite
detectar se houve variagoes
cromossOmicas durante a meiose.

1. Coleta

A amostra de agua foi coletada
no mé de abril de 2017
aproximadamente as 10 horas da
manha, em um ponto da Cachoeira do
Vale Guaxinduva conhecido por receber
inumeros banhistas, localizado no
municipio de Cabretva-SP, proximo as
coordenadas do mapa: -23.295281, -
47.009644.

N

eta de agua no ponto escolhido na extensao da cachoeira do vale
Guaxinduva — Cabretva-SP

Fonte: Do Autor.
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As hastes da espécie
Tradescantia pallida purpurea foram
coletadas na redondeza do parque
ecoldgico Jardim Botanico de Jundiai-
SP (Av. Navarro de Andrade, 120 - Vila
Hortolandia, Jundiai - SP, 13214-010
proximo as coordenadas -23.170926, -
46.901461). Foram coletadas cerca de

stes da T) raes

n Iy
A

ca

nti

80 a 100 hastes com medidas variando
de 10 a 15 cm. Para o sucesso do
bioensaio as hastes foram colhidas em
sua fase pubere, desta forma as mesmas
compdoem-se de um botdo pré-

inflorescente em fase de tétrade (quatro
células circundadas em uma mesma
membrana).

Jardim Botanico- Jundiai-SP
Fonte: Do autor.

Figura das ha
2. Intoxicacao
As hastes foram submetidas a
uma série de etapas conforme

estabelecido o protocolo da metodologia
da Trad-MCN, necessario para o &xito
deste ensaio, sendo:

1. Fase de Adaptacio:
Inicialmente as hastes foram colocadas
em agua de torneira por 24 horas para a
fase adaptativa;

2. Fase Intoxicacao:
Posteriormente, as  hastes foram
distribuidas entre os controles positivo
(formol), negativo (dgua da torneira),
branco (agua destilada) e na amostra de
agua coletada (Cachoeira Guaxinduva),
e permaneceram por 8 horas em cada
recipiente para sofrerem a intoxicacao.

3. Fase de Recuperacio:
Apods este periodo, foram deslocadas
novamente para agua de torneira e

de

permaneceram por mais 24 horas, sendo
este o periodo de recuperagao;

4. Fase de Fixacdo: Apos o
procedimento  acima  citado, as
inflorescéncias foram colocadas no

denominado fixador, que consiste em 1
parte de acido acético para 3 de alcool
etilico a 98°, e permaneceram por 48
horas. Por fim, foram retiradas e deu-se
o inicio a confec¢do das laminas para
leitura'”.

3. Preparo de laminas

Foram preparadas cerca de 80
laminas, nas quais se utilizou botdes de
tamanho médio a grande, que apos
serem picados com bisturi estéril e
amassados, foram corados com Carmin
e Orceina acética nesta ordem, ja na
lamina. Logo apd6s a adi¢do dos
corantes, foram recolhidos com uma
pinga os detritos dos botdes amassados
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(debris), acrescentando uma laminula
no liquido residual, que em seguida foi
aquecido com um fogareiro na
temperatura de morno a quente para
selar este liquido, e entdo se realizou a
leitura microscopica'®"”"

4. Analise microscopica

A analise microscopica foi
realizada em lentes de aumento de 40 e
100 vezes a fim de observar tétrades
com ou sem micronucleos nas laminas
preparadas. Foi realizada a leitura de
300 tétrades em cada amostra analisada
(somando o total de 1200 tétrades) e foi

feita a contagem dos micronucleos
presentes em cada amostra.

Resultados

No controle positivo em formol
foram encontrados 18 micronucleos; no
controle negativo com agua de torneira
foram encontrados 3 micronucleos; no
controle branco com agua destilada
apenas 1 micronucleo foi localizado, e
na amostra coletada na cachoeira
Guaxinduva foram encontrados 8
micronucleos, indicando assim um valor
intermediario de substancias toxicas na
agua analisada, como demonstra na
tabela I e no grafico I:

Tabela I - Resultados amostrais absolutos e em percentual
Fonte: Do autor

Resultados amostrais

Controle Valor absoluto % de microntcleos
Amostra- cachoeira Guaxinduva 8 2, 7%
Positivo- formol 18 6,0%
Negativo- agua de torneira 1,0%
Branca- agua destilada 1 0,3%

RESULTADO DAS AMOSTRAGENS

/
7% -
6% /
5% -

B Quantidade de
4% 1 micronucleos
3% encontrados em
300 tétrades

2% -
1% - :

/

O% T T T 1
POSITIVO NEGATIVO BRANCO AMOSTRA NO
PONTO
COLETADO

Quantidade de Micronucleos (%)

Grafico 1 — Quantificagdo dos micronucleos existentes nas tétrades analisadas.
Fonte: Do Autor.
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Discussao

A quantidade de micronucleos
encontrados na amostra experimental
indica um grau de toxicidade
intermediario das aguas da cachoeira
coletada, de maneira que esta ndo pode
ser considerada indcua, embora
apresente caracteristicas visuais de boa
balneabilidade.

Elementos fisicos e quimicos sdo
capazes de gerar mutagdes nas células
de um organismo e a planta utilizada
neste estudo - Tradescantia pallida
purpurea - desempenha atualmente o
papel de bioindicador mais aplicado em
pesquisas de  monitoramento  de
qualidade do meio, como o ar, solo ¢
agua'®. Estudos como este tém sido
cada vez mais conduzidos com enorme
importancia, uma vez que as atividades
urbanas e industriais tém aumentado
extensivamente, refletindo de modo
direto na qualidade das 4guas em
consequéncia ao deposito incorreto de
residuos no meio ambiente™.

O descarte de lixos e residuos
em meio ambiente configura-se crime
ambiental, pratica prevista em lei como
crime  inafiancavel’’.  Autoridades
registraram em 2015 um boletim de
ocorréncia ao se depararem com uma
grande quantidade de lixo que foi
descartada em uma area de protecdo
ambiental proximo ao rio Pirai,
localizado na cidade de Cabretiva-SP,
responsavel por abastecer o municipio e

cidades vizinhas. Foram encontrados
diversos copos plasticos, banco de
carro, pneus, entre outros tipos de
residuos. Nao se trata de um evento
isolado, dado que na regido ja4 foram
flagrados outros casos de crime
ambiental®.

Um  estudo realizado na
Faculdade de Tecnologia-FATEC, de
Sorocaba  avaliou o  potencial
genotoxico da agua de um riacho
localizado no proprio campus, bastante
visitado. O estudo também utilizou o
método Trad-MCN e o resultado obtido

mostrou valores da amostra igualados
ao controle positivo e superiores ao
controle negativo, o que evidencia a
genotoxicidade, provavelmente devido a
residuos  originarios de industrias

. .. 2
circunvizinha ao campus®.

Conclusao

O presente estudo obteve éxito
em evidenciar a sensibilidade do
método Trad-MCN na andlise de
alteragdes do ambiente capazes de
causar mutagénese. Torna-se soélido
através deste, a precisao e competéncia
da espécie Tradescantia pallida
purpurea atuando como bioindicador de
genotoxicidade nas andlises de agua
realizada neste contexto.

A média prevaléncia de
micronucleos obtida no presente estudo
indica a presenca de agentes tdxicos
encontrados nas aguas da cachoeira do
Vale Guaxinduva, frequentemente
visitada por turistas que a adentram, de
maneira que esta ndo deve ser
considerada indcua a recreacdo de
contato.

Deste modo, a quantidade de
micronucleos encontrados na amostra
experimental presume uma qualidade
intermediéria da 4gua a um ideal para a
recreacdo de contato, provavelmente
devido a pratica de descarte irregular de
lixos e residuos de industrias da regido
que fazem uso dessas areas afastadas
dos centros urbanos para esse crime
ambiental, nas proximidades de
nascentes,  riachos,  corregos e
cachoeiras, contaminando assim as
aguas; porém andlises complementares
se fazem necessarias a fim de reforcar
os resultados aqui obtidos.
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