2° COLOQUIO ULBRA DE EXTENSAO, PESQUISA E ENSINO
2° ENCONTRO ULBRA DE BOLSISTAS CNPq E FAPERGS

INVESTIGACAO DA CITOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE DE
AGUAS SUPERFICIAIS EM REGIAO DE EXPLORACAO E QUEIMA DO CARVAO

Bruno Johann Savedra da Silva®
Cynthia Silva Porta’

Mauricio Lehmann®

Juliana da Silva*

Rafael Rodrigues Dihl®

Resumo

A mineracdo do carvdo, apesar de ser a mais abundante fonte de energia ndo renovavel do
pais, também é responsavel pelo langamento de diversos contaminantes no ambiente, como 0s
rejeitos piritosos que sdo os principais geradores das drenagens acidas de mina, que se
caracterizam pela elevagdo da acidez e concentracdo de metais pesados como o cédmio,
chumbo, cobre, ferro, aluminio e zinco. Sendo assim, a extracdo e a utilizacdo de carvéo
mineral sdo atividades potencialmente poluidoras e podem causar sérios impactos nos
recursos hidricos. Diante disto, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial mutagénico e
citotoxico associado a amostras de aguas superficiais impactadas pela mineracdo do carvao na
cidade de Candiota-RS, por meio do Teste de Micronlcleos com Bloqueio da Citocinese
(CBMN) na linhagem celular HepG2. Foram escolhidos quatro pontos de coleta de &guas
superficiais do Arroio Candiota, proximo a Usina Termelétrica Presidente Médici, nos
periodos de inverno e verdo. Apos 20h de cultivo as células foram tratadas com as diferentes
amostras de dagua, oriundas dos pontos de coleta. Nos resultados obtidos ndo foram
observados aumentos significativos de micronucleos, células apoptdticas e necroticas em
relacdo ao controle negativo para os quatro pontos de coleta nos periodos de inverno e verao.
Somado a isso, ndo foram observadas diminui¢des no indice de divisdo nuclear entre 0s
tratamentos e o controle negativo.
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INTRODUCAO

Dentre os contaminantes provenientes da atividade mineradora encontram-se 0s
rejeitos piritosos que sdo 0s principais geradores das drenagens acidas de mina (DAM)
(AKCIL; KOLDAS, 2006) caracterizadas pela elevada acidez e expressiva concentracdo de
metais pesados (BENASSI et al., 2006; LAUS et al., 2006). No Rio Grande do Sul, no
municipio de Candiota, onde também se localiza a usina Termelétrica Presidente Médici, esta
inserida a maior jazida de carvdo mineral do Brasil.
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Apesar de ser um importante recurso energético, a extracdo, o beneficiamento e a
utilizacdo de carvdo mineral sdo atividades potencialmente poluidoras (GAIVIZZO et al.,
2002). Essas atividades causam impacto ao meio fisico, como nos recursos hidricos, solo,
subsolo, na qualidade atmosférica e bidtica, como o desaparecimento da fauna e flora,
emissdes de gases toxicos e de material particulado que causam danos aos seres Vivos
(BORTOT; ZIMALEXANDRE,1995; POMPEO et al., 2004).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos mutagénicos
ocasionados por aguas superficiais impactadas pela queima e extracdo do carvao na cidade de
Candiota — RS, atraves do Teste de micronucleos com bloqueio da citocinese (CBMN).

METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no municipio de Candiota no Estado do Rio Grande do Sul.
Os pontos de coleta foram escolhidos nas proximidades da Usina Termelétrica Presidente
Meédici, no curso do Arroio de Candiota, sendo 0 ponto n° 1 - antes da Usina; ponto n° 2 - em
frente a Usina; n° 3 - aproximadamente 200 m apos a Usina; ponto n° 4 - aproximadamente 5
Km apds a Usina e proximo de uma antiga mina de carvao a céu-aberto.

As amostras de aguas superficiais foram coletadas em dois periodos, verdo e inverno,
nos quatro pontos de coleta. De cada ponto foram coletados 2000 mL de agua que foram
armazenados em frascos apropriados, de acordo com EATON et al. (2005).

O teste de micronucleos se baseia na identificacdo de fragmentos cromossdémicos ou
cromossomos inteiros que ndo estdo integrados ao conjunto de cromossomos de uma célula,
formando, assim, um pequeno nucleo individual, chamado microndcleo (MN). O CBMN
baseia-se no uso da citocalasina B (CIT-B) que é um agente inibidor da citocinese. O emprego
da CIT-B resulta em um acumulo de células binucleadas que passaram por apenas um ciclo de
divisdo. Havendo a formagdo de microndcleos, eles também ficardo contidos no citoplasma.
Desta forma, a analise dos microndcleos em células binucleadas permite uma medida mais
precisa da frequéncia de células micronucleadas, considerando que seria necessario analisar o
dobro de mononucleadas para observar o mesmo nivel de lesdes detectadas em binucleadas
(FENECH, 1997).

As células utilizadas foram as da linhagem HepG2 (hepatocarcinoma humano)
oriundas do banco de células do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em frascos de
cultura de 75 cm2 (TPP), contendo meio DMEM (Gibco) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Cultilab) e antibidtico (combinado de estreptomicina e penicilina a 1% e
gentamicina a 0,1%, ambos obtidos da Gibco) a 37°C em uma incubadora (Thermo Scientific)
com 5% de CO2.

Para a realizacdo dos experimentos as células foram semeadas em placas para cultura
celular com 24 pocos (TPP), sendo adicionadas em cada pogo aproximadamente 100.000
células. Desta maneira, apds 20 h de cultivo, as células foram tratadas com meio DMEM, sem
soro fetal bovino, contendo as amostras de agua de cada ponto de coleta, além dos controles
negativo (4gua destilada) e positivo (Benzo[a]Pireno). Apds 24h em tratamento, as células
foram lavadas com solucdo salina-fosfato (PBS), em seguida foi adicionado novo meio de
cultura contendo CIT — B por mais 28h, totalizando 72h de incubacdo. Apds este periodo, as
células foram tripsinizadas, coletadas por citocentrifugacdo e fixadas em laminas de vidro,
coradas e analisadas em microscépio 6ptico com um aumento de 1000x.

Foram realizados dois experimentos independentes em duplicata, sendo analisadas
1000 células por tratamento. O critério de selecdo, assim como o de contagem de células
binucleadas com micronucleos foi definido de acordo com FENECH, 2007. O parametro
utilizado para a avaliagio da cinética celular foi o indice de Divisdo Nuclear (IDN), usando a



sequinte formula: IDN = M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4) / NT. Onde M1 - M4 representam 0
namero de células com 1 - 4 nlcleos e NT corresponde ao nimero total de células analisadas.
Somado a isso, a contagem do numero de células necréticas e apoptaticas foi realizada através
da andlise de um total de 500 células. A avaliacdo da acdo mutagénica e citotdxica dos
tratamentos ocorreu atraves da comparacdo dos diferentes pontos de coleta com o controle
negativo e a comparacdo estatistica foi feita através da analise da variancia (one-way
ANOVA) com teste post hoc de Dunnett para uma significancia estatistica a=0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que ndo houve diferencas significativas quanto a inducao
de micronucleos em células HepG2, para os quatro pontos de coleta nos periodos de inverno e
verdo, quando comparados com o controle negativo. Somado a isso, ndo foram verificados
aumentos significativos nas frequéncias de células apoptoticas e necréticas. Os valores de
IDN dos tratamentos com as aguas dos pontos de coleta ndo foram significativamente
diferentes daqueles observados no controle negativo (Tabela 1).

Com base nestas informacdes, as amostras de agua superficial avaliadas neste estudo
ndo promoveram aumentos nas frequéncias de micronicleos, apoptose e necrose no teste
CBMN, na linhagem celular HepG2, ap6s um tempo de exposi¢do de 24 h nos dois periodos
de amostragem, inverno e verdo. O teste CBMN tem sido o método preferido para avaliar a
inducdo de micronucleos, que é um evento associado a quebras cromossdmicas e/ou perda de
cromossomos inteiros em cultura de células humanas. Somado a isso, a citotoxicidade pode
ser representada pelo indice de divisdo nuclear (IDN), que avalia os efeitos citostaticos
induzidos pelas amostras de agua, e pela analise das células apoptdticas e necroticas, que sdo
indicativos de morte celular (FENECH, 2007).

Tabela 1: Média e desvio padrdo obtidos por meio das analises mutagénica e citotoxica de amostras de
agua de superficie de quatro pontos de coleta (P1-P4) em células HepG2 no ensaio CBMN.

Controles MN BNMN IDN AP NEC
CN 3,441,2 3,4+1,2 1,6+0,1 10,8+4,7 8,1+7,9
B[a]P 12,1+3,1*** 12,1+3,1*** 1,3+0,0* 16,1+3,6* 15,1+4,0*
(100uM)

Amostras
Inverno

P1 4,3+3,9 4,339 1,6+0,1 12,6+4,9 8,7+3,5
P2 4,7+1,6 4,3+1,7 1,7+0,3 12,0+1,5 9,5+3,8
P3 48+1,9 4,8+1,9 1,7+0,2 10,5+2,3 8,9+4,1
P4 47424 4,742 .4 1,7+0,1 11,0+4,2 8,5+2,9
Verdo
P1 3,2+1,8 3,2+1,8 1,6+0,2 11,2+3,9 7,8+3,4
P2 4,6+1,5 4,615 1,7+0,1 11,3+2,7 8,0+4,0
P3 3,8+1,8 3,8+1,8 1,7+0,1 11,0+3,1 7,6+3,8
P4 4,3+3,6 4,3+3,6 1,7+0,2 10,9427 8,2+4,7

CN: controle negativo. B[a]P: controle positivo. MN: microntcleos. BNMN: células binucleadas micronucleadas. IDN: indice de divisdo nuclear.
AP: apoptdticas. NEC: necréticas. *Significativamente diferente do CN (P<0,05). ***Significativamente diferente do CN (P<0,001).



Células HepG2 tém mostrado grande sensibilidade para a deteccdo de efeitos
genotdxicos e citotdxicos de elementos organicos, em especial os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPS) e aminas aromaticas e heterociclicas (KNASMUELLER et al., 2004). Por
outro lado, células HepG2 sdo pouco sensiveis & exposi¢do a compostos inorganicos, sendo
que apenas 0 cadmio e o arsénio tiveram seus efeitos genotdxicos e citotoxicos demonstrados
nesta linhagem celular (KNASMUELLER et al., 1998). De fato, a analise quimica das
amostras de agua apontou para a auséncia de HAPs e presenca de elementos inorganicos
(dados ndo mostrados). Neste sentido, os resultados negativos observados neste estudo podem
estar associados a presenca de elementos inorganicos nas amostras de agua e a baixa
sensibilidade desta linhagem celular na deteccéo destes poluentes.

CONSIDERACOES FINAIS

Ainda que o carvao e os subprodutos da sua queima estejam associados a inducgédo de
eventos mutagénicos, a maioria dos estudos foi realizada em mineradores (ROHR et al.,
2013). Neste trabalho, amostras de agua superficial coletadas em pontos proximos a UTPM
em Candiota, regido impactada pela exploracdo e queima do carvdo, ndo foram capazes de
induzir alteracdes cromossdmicas e/ou citotoxicidade em células HepG2.
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