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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo,
analisar as condigdes toxicolégicas do Rio
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MONITORAMENTO ECOTOXICOLOGICO COM
BIOENSAIOS ALLIUM CEPA L NO RIO POUCA
SAUDE DURANTE DIFERENTES ESTACOES
LOCALIZADO NA REGIAO PORTUARIA DE

SANTOS/SP

Pouca Saude, localizado a margem direita
do Porto de Santos em Guaruja, SP. Foram
coletadas amostras de aguas superficiais
das margens deste rio no Ponto 1 (comu-
nidade ribeirinha) e no Ponto 2 (atividades
industriais) em diferentes estacbes do ano:
verao, inverno e primavera. Foi realizado o
bioensaio com Allium cepa L, onde as cebo-
las foram colocadas para germinar durante
72h nas amostras dos pontos 1 e 2, compa-
radas com amostras de agua potavel, con-
trole. Também foram realizadas a analise
macroscopica e o teste de citotoxicidade por
meio do calculo do indice mitético (IM) das
raizes das cebolas. Com relagdo ao Ponto
1, foi observado que as cebolas ndo germi-
naram no inverno, havendo necrose bulbar.
O crescimento das raizes foi maior no veréao
em relagdo a primavera. Ja no Ponto 2, as
raizes tanto no inverno como na primavera
diminuiram significativamente o comprimen-
to de suas raizes comparados com o verao
e apresentaram-se amarronzadas. Houve
reducao significante do IM em todas as es-
tacdes analisadas nas cebolas germinadas
em amostras de agua coletadas tanto no
Ponto 1 como no 2. Sabe-se que quanto me-
nor for o IM, maior é a toxicidade do rio, por-
tanto, como o Ponto 1 demonstra uma maior
redugao do IM comparado com a amostra
controle, sugere-se que esse ponto possua
maior toxicidade. Ao comparar os dois pon-
tos analisados, os resultados sugerem que
o Ponto 1 apresentou as piores condi¢gdes
em todas as estacdes estudadas, tanto nas
analises macroscopicas como nos testes
citotoxicos, podendo sugerir que a piora da
qualidade da agua pode estar associada ao
descarte direto de esgoto e lixo nessa regiao
do rio Pouca Saude.




PALAVRAS-CHAVE: Allium cepa L, citoxicidade, monitoramento ambiental, toxicidade am-
biental, Porto de Santos.

ABSTRACT: The study analyzes the toxicological conditions of the Pouca Saude River,
located on the right bank of the Port of Santos in Guaruja, SP. Cytotoxicity was evaluated by
the Allium cepa L bioassay. Onions were placed to germinate for 72 hours into water sam-
ples collected from the riverbanks of Point 1 (riverside community) and Point 2 (industrial ac-
tivities) and compared samples germinate into drinking water. The samples were collected
in different seasons: Summer, Winter and Spring. It was performed the macroscopic anal-
ysis; the cytotoxicity was identified by Allium cepa L test and by and the Mitotic Index (IM).
Regarding Point 1, it was observed that the onions did not germinate at Point 1 in winter,
with bulbar necrosis. The growth of the roots was greater in the summer than in the spring.
The roots significantly decreased their length in the spring compared to the summer at that
point. At Point 2, roots in both winter and spring decreased significantly in length compared
to summer. There was a significant reduction in Ml in all seasons analyzed in the onions
germinated in samples of water collected at both Point 1 and Point 2. It is known that the
lower the MI, the greater the toxicity of the river, therefore, as Point 1 demonstrates a greater
reduction in the Ml compared to the control sample, it is suggested that this point has greater
toxicity. When comparing the two points analyzed, the results suggest that Point 1 presented
the worst conditions in all the stations studied, both in macroscopic analyzes and cytotoxic
tests, which may suggest that the worsening of water quality may be associated with direct
sewage disposal and garbage discarded in the river in that region.

KEYWORDS: Allium cepa L, cytotoxic, environmental monitoring, environmental toxicity,
Port of Santos.

1. INTRODUGAO

O Rio Pouca Saude é designado uma gamboa, que se comunica com a margem
esquerda do Estuario do Porto de Santos, no bairro Porto em Guaruja medindo aproxima-
damente 2,02 Km (Figura 1). Gamboa é o nome dado a um brago de rio de mangue que
nao tem nascente e esta sempre sob influéncia da maré, quando esta baixa pode ficar com-
pletamente seca. Anteriormente, era denominado “Gamboa do Juca”, mas recebeu o0 nome
“‘Rio Pouca Saude” da populagao decorrente de muitos interferentes ambientais ao longo
do seu percurso (HISTORIAS E LENDAS).
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Figura 1 — Rio Pouca Saude.
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Na entrada do Rio, apés 500 m ja se encontra a comunidade em palafitas conhecida
como prainha (Figura 2), onde todo o esgoto e lixo organico sao desprezados no rio (HIS-
TORIAS E LENDAS).

Figura 2 — Rio Pouca Saude (HISTORIAS E LENDAS).

Ao longo do rio diversas industrias e postos de armazenamento coexistem com a
comunidade incluindo uma unidade basica de saude da familia — USAFA Sitio Conceicéo-
zinha. Na parte inicial do rio localiza-se o Armazém verde que dentre os produtos que sao
armazenados no novo espago estdo surfactantes (usados em produtos de limpeza, por
exemplo), polidis (usados em espumas para colchdes e estofados) e biocidas (solugdes
para controle microbiano). Seguindo o percurso, no Km 1 do lado direito encontra-se o ter-
minal portuario que transporta graos e agucares. Do lado esquerdo da margem estao duas
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industrias que trabalham com solventes, resinas, aminas, polimeros, epoxi e cloro alcalino,
e logo na sequéncia uma industria fabricante de sucos e 6leos (CETESB, 2001).

Passando a ponte da Avenida Santos Dumont, no Km 1,5 do lado direito, encontra-
-se o Hospital Guaruja e do outro lado da margem o Canil S&o Lazaro. E importante frisar
que existem alguns moradores de rua que habitam a parte inferior da ponte da Avenida
Santos Dumont (Figura 3) (HISTORIAS E LENDAS).

Figura 3: Hospital Guaruja e Ponte Avenida Santos Dumont (HISTORIAS E LENDAS).
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No Km 2 ao lado direito encontra-se um albergue Municipal e na margem esquerda
do rio a populacdo conta com outra unidade de saude da familia —-USAFA Jardim Concei-
¢aozinha. O Rio Pouca Saude, possivelmente, pode também acumular aguas vindas do rio
Perequé, onde recebe efluentes da USIMINAS que desaguam direto no estuario de Santos,
passando pela ilha Barnabé em Santos, onde existe um complexo de terminais portuarios
e industrias (CETESB, 2001).

E importante ressaltar que o Rio se situa na regido portuaria de Santos. O Porto de
Santos € o maior complexo portuario da América Latina, administrado pela antiga Compa-
nhia Docas do Estado de Sao Paulo (CODESP), atualmente Santos Port Authority. O Porto
de Santos localiza-se a 70 Km de Cubat&o, a area mais industrializada do hemisfério sul.
Além da dragagem, que suspende os sedimentos finos, o turbilhonamento da agua causa-
do pelas hélices das embarcagdes afeta a coluna d’agua impedindo a deposigdo desses
sedimentos no fundo do mar. Outros fatores potencialmente impactantes, também contri-
buem para a redugéo da qualidade da agua na regido, tais como: emissarios de esgotos e
efluentes domésticos, ocupacgdes irregulares, canais que desaguam no estuario, afluxo de
turistas no ver&o, a atividade industrial de Cubat&o, dentre outras (CODESP, 2018).

Além disso, a contaminag¢ao do Rio Pouca Saude também pode ser devido a conta-
minacao antropogénica de alguns setores da area estuarina, como resultado de residuos
petroquimico e metalurgico derivados do distrito industrial de Cubatao, das atividades side-
rurgicas do Estado de Sao Paulo, COSIPA, -atualmente USIMINAS-, do Porto de Santos e,
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finalmente, das descargas dos efluentes do emissario submarino dentro da baia de Santos.
O municipio de Cubatdao assume um ponto estratégico nessa regido, pois abriga um dos
mais importantes polos industriais do Brasil, contendo mais de uma centena de fabricas,
incluindo industrias quimicas, petroquimicas e de fertilizantes, as quais sao as principais
fontes de contaminagao do sistema local (LUIZ-SILVA, 2002). A figura 4 representa a loca-
lizagao das industrias terminais no estuario de Santos (CETESB, 2001).

Figura 4. Industrias e terminais do estuario de Santos (CETESB,2001).
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Area marcada com circulo vermelho localiza-se o Rio Pouca Saude

Deste modo, o estuario de Santos engloba todos os canais estuarinos e trechos de
rios sob influéncia direta do regime de marés e que recebem a drenagem dos municipios
de Cubatdo, Santos e Guaruja. Esta zona engloba integralmente os canais portuarios da
COSIPA e do Porto de Santos e o trecho ocidental do canal de Bertioga, cujas aguas dre-
nam para o canal de Santos. Estas aguas sendo salobras, sdo enquadradas na Classe 7 da
Resolu¢do do Conselho Nacional do Meio Ambiente- CONAMA (2005). Sendo assim, esta
zona recebe a influéncia direta dos efluentes das industrias USIMINAS, Ultrafértil e Dow
Quimica, dos terminais portuarios, além dos esgotos domésticos e do chorume do Lixao da
Alemoa (CETESB, 2001).

Portanto, de acordo com a avaliagdo e monitoramento realizado pela Companhia
Ambiental do Estado de S&do Paulo, Centro Tecnoldgico de Saneamento Basico (CETESB)
em 2001, o Rio Pouca Saude fica préximo a uma area industrial com solos contaminados
Figura 5 (CETESB, 2001).
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Figura 5: Areas contaminadas no Estuario de Santos (CETESB, 2001).
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Area marcada com circulo vermelho localiza-se o Rio Pouca Saude.

Sabe-se que a agua constitui uma necessidade fundamental para a manutengéo da
vida. Portanto, a possibilidade de presenca de patégenos e contaminantes quimicos, oriun-
dos de fontes naturais, areas agricolas, efluentes domésticos e industriais e drenagem ur-
bana pode representar um risco potencial para a satde da populagéo ribeirinha (JORDAO
E PESSOA, 2011). Diante disso, determinar a concentragado das substancias presentes na
agua do Rio Pouca Saude e comparar com valores de referéncia sao de suma importancia
para avaliar o risco para a saude humana, a animal e do ambiente (KIM et al, 2013).

Sabe-se que citotoxicidade € a capacidade de compostos em promover alteracao
metabdlica nas células, podendo culminar ou ndo em morte celular (FRESHNEY,2012). Va-
rias estratégias podem ser utilizadas para monitorar a influéncia de poluentes presentes na
agua sobre a fungao celular. Atécnica de analise citotéxica realizada a partir da germinagao
da raiz da cebola Allium cepa L. tem sido recomendada, em efluentes, como bioindicador
genotodxico, devido a sua elevada sensibilidade, ao baixo custo, a rapidez de execugéo, a
facilidade de manipulacao e a utilizacdo de amostras sem tratamento prévio, determinan-
do-se a diminuigéo do indice mitético e a formacgao de aberragdes cromossdmicas (LEME E
MARIN, 2019). O método Allium cepa L. é utilizado rotineiramente em todo o mundo em la-
boratérios que trabalham com testes de genética toxicoldgica, considerado uma ferramenta
valiosa quanto a determinagcdo da contaminagcdo ambiental, havendo extenso banco de
dados de substancias quimicas ja testadas (CARMO et al,2011). Em geral, os metais indu-
zem sintomas mais severos nas raizes do que nas folhas, uma vez que as raizes estdo em
contato direto com o solo e geralmente com o contaminante tdxico. Bioensaios em plantas
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levam em conta diferengas relevantes, como a presencga de uma parede celular rigida nas
células vegetais, as presencas localizadas em regides meristematicas caracteristicas (por
exemplo, a concentragédo de células altamente divididas no apice radicular) e o fato de a
raiz ser normalmente o 6rgao diretamente em contato com solo e agua contaminados (SA-
LAROLLI, 2013). Outros fatores a serem considerados sao devido a sua eficacia em mensu-
rar a toxicidade de diferentes classes de compostos quimicos e sua correlagdo com outros
sistemas de teste, como de linfécitos humanos e de camundongos (LEME E MARIN, 2019).

Diante do exposto acima, fica evidente que realizar a analise citotoxica das aguas do
Rio Pouca Saude é necessaria para um adequado monitoramento toxicologico da regiéo.
Assim, este estudo teve como objetivo avaliar as condigdes toxicolégicas do Rio Pouca
Saude por meio de analise citotéxica da agua coletada em diversos pontos do rio bem como
em diferentes estacdes do ano.

2. MATERIAIS E METODOS

A coleta de amostras foi realizada em dois pontos distintos do Rio Pouca Saude
(Figura 6) em aguas superficiais proximas a margem durante 3 esta¢des do ano (verao,
inverno e primavera) de 2020.

Figura 6: Pontos de coleta (Googlemaps)
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O Ponto 1 (Figura 7) fica proximo da saida do canal do estuario de Santos, uma
regido chamada de “Prainha”, com muitas palafitas ao redor, muito lixo, onde o esgoto &
excretado diretamente no Rio, e com muito lixo. O Ponto 2 (Figura 7) fica proximo a Aveni-
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da Santos Dumont, uma regido mais afastada, com descarte de efluentes industriais e com
muitos moradores de baixa ou nenhuma renda, que fazem uso direto da agua do Rio e dos
pescados. As amostras de agua foram coletadas utilizando-se um recipiente de aluminio
adaptado com corda de algodao, sendo amostra, imediatamente, transferida para diferen-
tes frascos de polipropileno (1L) com tampa, devidamente limpos, secos e identificados
para evitar erros (FUNASA, 2014). As amostras foram armazenadas em refrigerador a tem-
peratura de 4° C, até serem analisadas.

Os testes Allium cepa L foram realizados com cebolas do tipo pirulito, com tamanho
e peso previamente padronizados. Foram cultivadas trés cebolas para cada amostra, em
béquer contendo as amostras de agua coletadas dos diferentes pontos do rio e periodos
do ano. As amostras foram utilizadas em sua forma pura nao diluida. Foi utilizado um gru-
po controle para comparagao dos resultados, constituido de cebolas crescidas em agua
potavel. O crescimento das raizes foi monitorado a cada 24 horas durante 72h (Figura 8).
Apds esse periodo, as raizes foram coletadas e fixadas em uma solugéo de Etanol e Acido
Acético (3:1) em temperatura ambiente por 24h, em seguida transferidas para alcool 70%
e colocadas na geladeira até o momento da analise. Para preparacéo das laminas, os me-
ristemas radiculares de cada amostra foram cuidadosamente submergidos por 5 min em
agua destilada, em seguida colocadas em solugéo de HCI 5 N, por 20 min, e recolocadas
em agua destilada por 5 min. O material a ser analisado foi colocado em lamina e com au-
xilio de um bisturi foi seccionada a regidao meristematica apical. Apds esse procedimento,
foi adicionada solugdo de 10uL Giemsa 20% por 5 min na lamina, retirada com agua des-
tilada. Posteriormente, foi adicionada uma gota de balsamo do Canada, cobrindo com uma
laminula, realizando a técnica de esmagamento (FISKESJO, 1993).
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Figura 8: Imersao por 72h em contato direto com a amostra (Arquivo pessoal)

Para avaliacdo dos aspectos macroscopicos foram analisadas alteracbes de cor,
formato e tamanho das raizes (Figura 9). Qualquer alteragéo nos aspectos fisicos pode ser
indicio de substéancias toxicas na agua (FISKESJO, 1993).

Figura 9: Analise macroscépica bulbo necrosado (A), Raiz grupo controle (B), Raiz agua do Rio (C)
(Arquivo pessoal)

Para determinagéo do indice Mitético (IM%) foram analisadas 400 células em mi-
croscopio optico ZIESS, observando a lamina da esquerda para direita e contabilizando
todas as células em mitose (Figura 10). Em seguida, foi calculado o indice mitético consi-
derando IM% = N° de células em mitose / N° de células analisadas x 1

Figura 10: Células de Allium Cepa em divisdo celular. (A) Profase (B) Metafase (C) Anafase (D) Telofase
(Arquivo pessoal).
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As diferencgas entre os grupos foram analisadas pelo teste de andlise de variancia
(one way ANOVA seguida, pelo teste de Tukey), utilizando GraphPrism 9.0. Sé foram con-
siderados estatisticamente significantes valores de p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo ao peso médio das cebolas, foi verificado que as cebolas em contato
com a amostra de agua coletadas no verao e no inverno apresentaram um peso significati-
vo menor em relagao as cebolas da primavera em todas as amostras analisadas, conforme
observado nas Tabelas 1, 2 e 3.

O comprimento das raizes das cebolas germinadas nas amostras controles durante
o inverno foi significativamente maior ao comparar com as outras estagdes (Tabela 1). En-
tretanto, no Ponto 1, as cebolas nao germinaram no inverno, havendo necrose bulbar como
visualizado na Figura 9A. E as raizes diminuiram significativamente seu comprimento na
primavera em relagao ao verao (Tabela 2). Ja no Ponto 2, as raizes, tanto no inverno, como
na primavera diminuiram significativamente de comprimento, quando comparadas com as
do veréao (Tabela 3).

Em relacio a qualidade das raizes, foi observado que em ambos, nos Pontos 1 e 2,
as raizes cresceram finas, porém bem rigidas e com pontas levemente amarronzadas no
verao, demonstrando caracteristicas opostas observadas nas amostras controles. Ja no
inverno, a raiz do Ponto 1 ndo germinou (Tabela 2) e no Ponto 2 cresceu fina, fraca e le-
vemente amarronzada (Tabela 3). Na primavera, ambos os pontos mostraram raizes finas,
fracas e com pontas marrons. Segundo FISKESJO pontas com coloragéo marrom indicam
toxicos na agua. (FISKESJO, 1993).

Tabela 1: Resultados macroscépicos do teste Allium cepa na amostra controle.

CONTROLE Verao Inverno Primavera
Peso da cebola 30,99 £ 0,3* 32,3g+0,7F 37,00 +1,3
Comprimento da Raiz 25cm+0,3 40cm+0,2* 25cm+1,0
Qualidade da raiz Forte Forte Forte
Coloracao da ponta da raiz Branca Branca Branca
Numero de raizes 40+ 10,0 16+1,1* 13 + 3,5*

Os valores de peso e comprimento foram expressos em Média + Desvio padrao. *P<0,05 vs Pri-
mavera/*P<0,05 vs Verao.
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Tabela 2: Resultados macroscopicos do teste Allium cepa no Ponto 1.

PONTO 1 Verao Inverno Primavera
Peso da cebola 32,8g £ 0,6% 32,2g +1,2* 40,149 +0,9
Comprimento da Raiz 25cm+04 NG 0,5cm+0,1*
Qualidade da raiz Fina NG Fina e fraca
Coloracao da ponta da raiz JAEEIE NG Marrom
amarronzada
Numero de raizes 18+1,1 NG 22+2,6

Os valores de peso e comprimento foram expressos em Média + Desvio padréo. *P<0,05 vs Primavera /
*P<0,05 vs Verdo. NG: Nao houve germinacao.

Tabela 3: Resultados macroscopicos do teste Allium cepa no Ponto 2.

PONTO 2 Verao Inverno Primavera
Peso da cebola 32,69 £ 0,9% 35,8g+0,4 36,59 +2,0
Comprimento da Raiz 3,2cm+0,3 06cm+0,1* 04cm=+0,1*
Qualidade da raiz Fina Fina e fraca Fina e fraca
Coloracao da ponta da raiz SEEEE JEIEE Marrom
amarronzada amarronzada
Numero de raizes 17 +£1,5 18+1,5 23+3,5

Os valores de peso e comprimento foram expressos em Média + Desvio padrao. *P<0,05 vs Primavera / *
P<0,05 vs Verao.

A Tabela 4 expressa a citotoxicidade segundo os resultados do indice Mitético (IM)
para cada ponto de amostragem e estagéo do ano.

A partir dos resultados encontrados foi possivel verificar queda do IM em todas as
estacOes analisadas. Sabe-se que quanto menor for o IM, maior é a toxicidade do rio, por-
tanto, como o Ponto 1 demonstra uma maior redugao do IM comparado com a amostra
controle, sugere-se que esse ponto apresente maior toxicidade. O teste do Allium cepa
€ muito utilizado para avaliar danos no DNA como os disturbios no ciclo mitético, pois o
IM representa o numero total de divisdo de células no ciclo celular (LEME & MARIN-MO-
RALES, 2007 e 2009). Portanto, tanto a reducdo como o aumento do IM s&o indicadores
importantes no monitoramento da poluicdo ambiental, especialmente para a avaliagdo de
contaminantes que apresentam potencial citotoxico.

Tabela 4: Valores de indice mitético (IM) obtidos no teste de Allium cepa para avaliagdo da citotoxicidade
nas amostras de agua controle, do ponto 1 e ponto 2 durante as trés estagoes.

Verao Inverno Primavera
Controle 95% 95% 100%
Ponto 1 20% NG 8%
Ponto 2 35% 23% 14%

NG: ndo houve germinagéao
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Deste modo, podemos inferir que a indicagcédo de toxicidade é observada tanto pela
inibicdo do crescimento das raizes e como pelos efeitos adversos causados aos cromosso-
mos (FISKESJO, 1993).

Adicionalmente, ao comparar os dois pontos analisados, os resultados sugerem que
o Ponto 1 apresentou as piores condicbes em todas as estacdes estudadas, tanto nas
analises macroscépicas como nos testes citotoxicos, podendo sugerir que a piora da qua-
lidade da agua pode estar associado ao descarte direto de esgoto e lixo nessa regiao do
Rio Pouca Saude.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Estudos adicionais estao previstos para analisar os parametros selecionados duran-
te o outono, além da realizagdo de analises fisico-quimicas e de metais toxicos, potencial-
mente poluentes da regido durante todas as estagdes. Entretanto, com base nos resultados
encontrados até o momento, evidencia-se a importancia de realizar agdes publicas que
visam a melhoria da qualidade da agua dessa regiao e agdes de conscientizagao da po-
pulagado a respeito do descarte de lixo no rio. Campanha de orientagdo a populagéo para
que criangas e adultos evitem tomar banho e ingerir pescados dessa regido do Rio Pouca
Saude, alertando quanto aos riscos para a saude, também sao muito importantes.
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