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RESUMO

A desinfeccdo da dgua € um processo milenar, apesar disso, ha poucos estudos sobre a seguranga do
uso de compostos quimicos para a populacdo consumidora. Sabe-se que o cloro, reagindo com a
matéria organica presente na &gua, pode formar trihalometanos (TAMS). A exposicdo as aguas
cloradas como alimento, banho, recreacéo ou outros usos tém sido causa de preocupacdo devido aos
danos a salide, sendo o cancer de bexiga o mais preocupante. Visando avaliar a formagdo de danos
no material genético, como quebras cromossomicas, pontes, e outros que causam perda de material
genético durante a divisdo celular, foram realizados testes de genotoxicidade e mutagenicidade em
agua para consumo humano, utilizando Allium cepa. Para os testes foram coletadas amostras de
&gua bruta e tratada em quatro diferentes estacdes de tratamento de agua (ETA) do municipio de
Piracicaba, SP. As freguiéncias de aberragdes cromossomicas (AC) e de micronucleo (MN) foram
analisadas apds exposicdo das sementes, em trés periodos, no ano de 2008. Valores significativos
foram encontrados para amostras de agua bruta e tratada, quando comparado ao controle. Nas
amostras de &guas oriundas de regido predominantemente agricola, ocorreu maior toxicidade apos o
tratamento. Sugere-se que esses valores foram, provavelmente, decorrentes dos produtos utilizados
na agricultura e transportados para os corpos hidricos. Isto contribui para 0 aumento da carga
organica e a possibilidade de formacdo de TAMSs, devido a0 uso do cloro nas amostras de agua
tratada. Esses resultados devem servir de aerta para a possibilidade de estar ocorrendo a formagéo
de compostos cancerigenos durante o tratamento das aguas.
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ABSTRACT
Water disinfection is a millenarian process; nevertheless, there are few studies about the safe use of
chemicals for the consumer population. It is known that chlorine can react with the organic matter
present in the water and form trihalomethanes (TAMSs). Exposure to chlorinated water, which
occurs by food, bathing, recreation or other uses have been the cause for concern due the damage
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caused to health, being bladder cancer the most worrisome. To evaluate the formation of genetic
material damage, such as chromosome breaks, bridges, and others that cause loss of genetic
material during cell division, genotoxicity and mutagenicity tests was performed using Allium cepa
in samples of chlorinated drinking water. For the tests, samples of natural and treated water on four
different water treatment stations from the city of Piracicaba, SP were used. The frequencies of
chromosomal aberrations (AC) and micronucleus (MN) were analyzed after exposure of seeds, in
three periods of 2008. Significant values of toxicity were found for samples of untreated and treated
water compared to control. In water samples from aregion that is predominantly agricultural, there
was greater toxicity after treatment. It is suggested that these values are probably derived from
products used in agriculture, transported to water bodies, increasing the organic load and the
possibility of formation of TAMs, due to the use of chlorine in treated water samples. These results
emphasize the possibility of formation of carcinogenic compounds during water treatment.
Keywords: Disinfection. Allium cepa. Human health. Chromosome aberrations.

1. INTRODUCAO

O impacto da carga total de doencas que poderiam ser evitadas por melhorias relacionadas a
agua potavel, saneamento, higiene e gerenciamento de recursos hidricos é bastante conhecido
(GROSS et d., 1989; RICHARDSON et d., 2007). Ainda é visivel, entretanto, a entrada de
material organico poluente nos corpos hidricos oriundo do saneamento urbano, ou devido ao
transporte pelas aguas de chuva, necessitando de maneira crescente do tratamento da dgua para sua
utilizacdo. No tratamento da agua a ser distribuida para a populacdo, sdo utilizados produtos
guimicos, entre os quais o cloro na forma de gés, €/ou hipoclorito na forma liquida, adicionados
logo no inicio do processo como forte oxidante. Este auxilia a degradacdo de compostos
contaminantes presentes e na desinfec¢cdo no final do tratamento (MEY ER, 1994). Entre os métodos
de tratamento da égua, como ozonizacao, luz ultravioleta e outros, 0 uso do cloro se destaca pela
sua eficiéncia, praticidade e custo (PASCOLATO et al., 2008; RICHARDSON et a., 2007).

No tratamento da agua, o cloro pode reagir com compostos organicos disponiveis e formar
subprodutos téxicos, sendo os mais conhecidos os trihalometanos (TAM), como: cloroférmio ou
triclorometano (CHCI3), bromodiclorometano (CHBrCly), dibromoclorometano (CHBr.Cl), entre
outros (PLEWA et a., 2003). A presenca de TAM e outros subprodutos, formados no tratamento e
na rede de distribuicdo das éguas, é preocupacdo para a saude publica, sendo monitorados com
bases na Portaria 2.914/2011 do Ministério da Salide, onde o padréo méaximo para agua de consumo
humano éde 0,1 mg.L™ (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Estudos epidemiol 6gicos mostraram associagtes entre a presenca de TAM e o cancer de
bexiga (VILLANUEVA et a., 2001). O contato direto com a égua, como banho ou recreacéo, que
leva a uma exposicéo maior pelas vias de inalacéo e absor¢cdo dermal, apresenta maiores riscos do
gue a ingestdo ou preparo dos alimentos, principalmente para individuos possuidores do gene
GSTT1 (VILLANUEVA, 2007).

Estudos com ratos mostraram que existe uma alta probabilidade da relagdo entre o cancer de
bexiga, colon e reto com a exposicdo a TAM (RICHARDSON et a, 2007). Além disso, Santos e
Gouveia (2011) mostraram associagfes entre a presenca de trihalometanos na agua de
abastecimento, fornecida aos municipios da regido metropolitana de S0 Paulo, aos aspectos
relacionados com recém-nascidos, como baixo peso ao nascer, prematuridade, malformacéo
congénita, malformagdo no tubo neural e do sistema nervoso central.

Ensaios de mutagenicidade e genotoxicidade sdo capazes de detectar efeitos sinérgicos
devido a agdo complexa de todos os compostos quimicos presentes na agua, permitindo uma
avaliacdo global das amostras quando analisadas. Monitoramentos de aguas tratadas, aguas
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superficiais e efluentes com teste utilizando Allium cepa foram realizados por diversos autores
(SMAKA-KINCLL et a., 1996; MATSUMOTO et a., 2006, BARBERIO et a., 2009; FERETTI et
al., 2012). Outras plantas superiores tém sido também utilizadas para monitoramento do ambiente
como Tradescantia spp, Vicia faba, Crepis capillaris, Hordeum vulgare, Pisum sativum e Zea
mays (GRANT, 1999; MONARCA et al., 2005, DUQUESNOY et a., 2010; FERETTI et al.,
2012). RANK e NIELSEN (1994) observaram uma correlacéo de 82% entre os testes com A. cepa e
ensaios de carcinogenicidade em roedores. Outros estudos também mostraram haver concordancia
entre os testes em sistemas vegetais e de mamiferos (VICENTINI et al., 2001; TEIXEIRA et dl.,
2003; FACHINETTO et a., 2007; RAY et d., 2013).

Aberracbes cromossomicas (AC) sdo reconhecidas como importantes consequéncias de
acOes genotoxicas resultantes da exposicdo a agentes quimicos (NATARAJAN, 2002). Estudos
epidemiol 6gicos tém mostrado que pessoas com €elevadas frequéncias de AC apresentam maiores
riscos de desenvolvimento de céancer (OBE et a., 2002). O Teste do Micronucleo (MN) detecta
danos causados no material genético, como quebra cromossdmica ou perdas de cromossomos
inteiros, que sdo visualizados nas células filhas como estruturas similares a nucleos, porém de
tamanho reduzido (VALENTIN-SEVERIN et a., 2003). A técnica de microntcleos representa uma
maneira simples e precisa de se estimar dano genético induzido, devido ao grande nimero de
células que pode ser andlisada (EL-SHAHABY et a., 2003). Como a divisdo celular é essencial
para a avaliacdo de MN, pois 0s mesmos sdo resultantes da progresséo de algumas AC, a
quantificac@o deste endpoint em células da geracéo F; (regido ndo meristematica) tem sido utilizada
por alguns autores (MA et al., 1995; LEME e MARIN-MORALES, 2009).

Muitos estudos indicaram que os compostos utilizados para a desinfeccdo podem causar
danos genéticos em células (MONARCA et a., 2005; FERETTI et a., 2008). Neste estudo foi
avaliada a frequéncia de AC e MN em raizes de A.cepa, tratadas com amostras de aguas
subterraneas e superficiais, antes e apos o tratamento com gés cloro e com hipoclorito, visando
avaliar aseguranca e eficiéncia do tratamento de &gua.

2. MATERIAL E METODOS

Testes de genotoxicidade com A. cepa, foram feitos de acordo com Fiskegd (1993) e
aplicados para comparar &guas coletadas, antes e apos o tratamento, em trés Estagoes de Tratamento
(ETAS) do municipio de Piracicaba, SP. Amostras de um litro de agua foram coletadas em frascos
plasticos, com tampa de rosca, previamente lavados com detergente livre de fosforo, enxaguados
em &gua destilada e secos em estufa. As coletas das amostras foram realizadas em sete pontos das
estacOes de tratamento de Piracicaba: ETA |: agua do rio Piracicaba tratada com hipoclorito; ETA
Il: &gua do rio Piracicaba tratada com gas cloro; Pira: agua bruta do rio Piracicaba, coletada na
estacdo de tratamento; ETA |11 &gua do rio Corumbatai tratada com gés cloro; Cor: agua bruta do
rio Corumbatai, coletada na estacio de tratamento; ETA 1V: Agua de poco tratada com hipoclorito e
Poco: &gua bruta de poco coletada na estagdo de tratamento.

As coletas foram realizadas nos periodos de chuva, intermediario e seca, nos oitos pontos no
mesmo dia, em margo, agosto e novembro de 2008, com média mensa de precipitacdo de 132,4,
68,7 e 24,3 mm, respectivamente, ou ainda cinco dias antes da amostragem: 0,0, 18,9 e 2,8 mm.
Amostras de &gua destilada serviram como control e negativo.

As sementes de A. cepa foram colocadas para germinar em papel filtro gustados em placas
de Petri e umedecidos com as amostras de &gua coletadas. Quando as raizes atingiram 2,0 cm de
comprimento, aproximadamente sete dias ap0s 0 inicio do ensaio, elas foram coletadas e fixadas em
acool-4cido acético (3:1, v/v), por 24 h. Asraizes fixadas foram submetidas a coloragdo em reativo
de Schiff e as laminas, tanto da regido meristematica como da regido F;, foram confeccionadas
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segundo o procedimento descrito por Leme e Marin-Morales (2008). Foram analisadas 5000 células
randomicamente em um total de 10 Iaminas (500 cdlulas/lamina). Para a andlise das AC, diferentes
anormalidades como fragmentos, perdas, atrasos e aderéncias cromossomicas foram contabilizados
em diferentes fases da divisdo celular.

A andlise de MN naregido F; foi considerada como outra variavel de avaliagdo, ndo sendo
agrupada junto as AC. Os resultados obtidos no sistema-teste com A. cepa foram divididos em
efeito genotoxico, avaliado pela freqiéncia de AC, e efeito mutagénico, avaliado pelafreqiéncia de
MN, pelos programas GraphPad InStat e pelo teste estatistico Kruska -Wallis, afim de determinar a
correlacdo de significancia entre as diferentes amostras. As frequiéncias de células alteradas foram
calculadas pela relagdo entre as células portadoras de AC, ou presenca de MN, e o total de células
observadas, multiplicado por 100.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

No que diz respeito a andlise temporal dos dados obtidos para mutagenicidade e
genotoxicidade, ndo houve diferenca estatisticamente significativa quanto a época da coleta. Houve
um ato indice de genotoxicidade na &gua coletada pela ETA I, antes e apds o tratamento, e
também na agua de poco, tratada e ndo tratada, em comparacéo com o controle (Figura 1). No que
se refere aos testes de mutagenicidade, houve significancia estatisticamente significativa quando
comparados com o controle, em todos os pontos em pelo menos um periodo de coleta (Figura 2).

A &guatratada com gas cloro (ETA Il e ETA I1l) apresentou maior formacdo de AC e MN
do que as amostras tratadas com hipoclorito, exceto no caso da ETA IV que também teve um ato
indice de AC e MN. Também foi observado alto indice de genotoxicidade e mutagenicidade na
agua bruta (Pira, Cor, Poco).

Genotoxicidade
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Figura 1. Média e desvio padréo de aberragdes cromossdmicas (AC) daregido meristeméticadaraiz de A.
cepa em trés épocas de coleta. *** = P<0,001; ** = P<0,01; * = P<0,05 (teste de Kruskal-Wallis)



HOLOS Environment, v.13 n.1, 2013 - P. 68
I SSN: 1519-8634 (ON-LINE)

Mutagenicidade da regido F;
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Figura 2. Média e desvio padréo de microntcleo (MN) naregido F, daraiz de A. cepa em trés épocas de
coleta. *** = P<0,001; ** = P<0Q,01; * = P<0,05 (teste de Kruskal-Wallis)

Quando comparadas a agua tratada e ndo tratada quanto ao teste de mutagenicidade, apenas
na coleta na ETA |1l (agua antes e apds tratamento), em agosto, houve resultado positivo (Tabela
1), mostrando formag&o de compostos mutagénicos apos o tratamento da agua. E para o teste de
genotoxicidade houve resultado positivo, em novembro, na comparacdo entre agua tratada e néo
tratada da ETA | e da ETA 1V (Tabela 1). Na ETA | houve uma diminuicéo significativa nos
compostos genotéxicos existentes na agua antes do tratamento, ja na ETA 1V foi observada
formagdo de compostos genotdxicos, apos o tratamento da agua.

Diversos estudos demonstraram grande potencial genotoxico e mutagénico dos diferentes
produtos utilizados na desinfeccdo da agua (ROMERO et al., 1992; KOIVUSALO et al., 1994;
MONARCA et a., 2003, 2005; FERETTI et al., 2008). A ocorréncia de mutagenicidade e
genotoxicidade nos meses de coleta ndo apresentou grandes diferencas, provavelmente, devido a
maior toxicidade vir de efluentes domésticos e/ou industriais, ou, no caso da amostra do poco, vir
por lixiviacdo, além do carreamento de materiais pelas chuvas nos meses de marco e agosto.

Tabela 1 - Comparagdo entre &gua antes e apGs o tratamento, nas andlises de mutagenicidade e
genotoxicidade para A. cepa.

Mutagenicidade

Marco Agosto Novembro

MédiatDesvio  Valor MédiatDesvio  Valor M édiatDesvio Valor
Padrao deP Padrdo deP Padrao deP

ETAI VS PIRA 23#0,8vs. 22+1,0 NS 16+09vs 28+09 NS  3*14vs 3,715 NS

Compar acdo

ETAIl vs. PIRA 33%+1,1vs. 22+10 NS 44+12vs 28+09 NS 49+12vs 3,7+15 NS
CORVs. ETAIIl 52+16vs. 41+16 NS 28+12vs 6,3+25 *** 20+12vs 14+08 NS

Pogcovs. ETA IV ~ 3,9+1vs. 3,2+1,2 NS 2+10vs 1,9+08 NS 24+12vs 52+16 NS
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Genotoxicidade

Marco Agosto Novembro

MédiatDesvio  Valor MédiatDesvio  Valor M édiatDesvio Valor
Padrao deP Padrao deP Padr &o deP

ETAI VS PIRA 04+0,7vs. 0,204 NS 0,3t04vs. 2,3+09 NS 0,1+03vs. 1,1+0,7 **

Compar acdo

ETAIl vs.PIRA 09%+1,1vs. 0,204 NS 1+06vs. 2,3+09 NS 1,8+12vs 1,1+0,7 NS
CORvs ETAIIlI 18+06vs 31+1,2 NS 51+12vs 3,7408 NS  2,6+12vs 3+14 NS

Pocovs ETA IV 1,7+0,8vs. 1,840,7 NS 25+1,1vs 24409 NS  13+11vs 4+15 *

*** = P<0,001; ** = P<0,01; * = P<0,05 (teste de Kruskal-Wallis); NS = N&o Significativo

Além da matéria organica, sabe-se que fertilizantes e pesticidas a cancam os corpos de agua
transportados pelo escoamento de enxurradas ou lixiviagdo (poluicdo difusa). ARMAS (2007)
detectou que no inicio as chuvas ha um nimero maior de moléculas de atrazina, ametrina, simazina,
glifosato e clomazona e em niveis mais elevados no rio Corumbatai. A importéncia da
contaminacdo das &eas agricolas e da toxicidade pode ser demonstrada pelos resultados
significativos de AC e MN, obtidos naregido do rio Corumbatai e nas amostras da égua de Poco.

Em contato com o cloro, 0s compostos orgéanicos nas estactes de tratamento de agua podem
ser transformados em compostos menos ou mais toxicos, e estes, se ndo forem eliminados durante o
processo podem induzir aformacédo de MN e de AC. Sugere-se que os valores significativos de AC
e MN observados nas células de A. cepa, sgjam, provavelmente, decorrentes do escoamento de
matéria orgénica para 0s rios, trazendo produtos utilizados na agricultura, e também da
possibilidade de formacéo de TAMSs, devido ao uso do cloro nas amostras de agua tratada. Muitos
desses podem mostram efeitos genotoxicos e mutagénicos sobre 0s organismos expostos.
MONARCA et a. (2005) e FERETTI et a. (2008) avaliaram a genotoxicidade dos diversos
desinfetantes utilizados no tratamento da agua e encontraram valores significativos. Foi visto
também que a agua tratada com gas cloro apresentou maior potencial genotdxico e mutagénico do
gue a agua tratada com hipoclorito. Nos estudos de Monarca et a. (2005) o hipoclorito também
apresentou menor genotoxicidade, demonstrando a importancia do cloro livre para a formagdo dos
trihalometanos.

Apesar do teste de A. cepa ter grande aceitacdo como teste de monitoramento ambiental,
alguns autores apresentam certa restri¢éo quanto a utilizacao de sistemas-teste vegetais na avaliagéo
de certas classes de carcindgenos (UHL et a., 2003). Tal fato € devido ao complexo sistema de
metabolizacdo, presente nos mamiferos, necessario para ativagdo do potencial genotdxico dessas
substéncias. Estudos de sistemas de ativagdo metabdlica em plantas, no entanto, vém sendo
realizados ha anos, e a capacidade de vegetais superiores ativarem promutadgenos em mutagenos ja
foi comprovada por varios pesquisadores (PLEWA et al, 2003). Os resultados gerados pelo teste de
A. cepa, portanto, devem ser considerados como alarme, aertando para a possibilidade de acdo
semel hante em outros organismos.

4. CONCLUSOES

Esta pesquisa confirma que o tratamento da agua ainda ndo € 100% eficiente e pode causar
riscos a populacéo. Novas técnicas para o tratamento da agua e novos compostos para desinfeccéo
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ja estdo sendo desenvolvidos para que essas novas técnicas venham a ser seguras. O teste de
aberragdes cromossomicas com A. cepa pode ser utilizado para avaliar a seguranga do uso de novos
compostos, pois € um teste sensivel, rgpido, podendo detectar efeitos genotoxicos e mutagénicos de
compostos em baixas concentragoes.
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