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A importéncia da industria petrolifera, dentro de toda a cadeia produtiva do petréleo, ndo se resume apenas ao
ponto de vista estratégico de producdo de derivados, mas também do de assegurar a qualidade do meio ambiente,
uma vez que suas atividades podem gerar impactos desde a extracdo até o refino de seus produtos. Dentre os
mel os bidticos, 0 meio aquéatico € um dos mais preocupantes em relagdo aos impactos sofridos por este setor em
decorréncia de vazamentos acidentais de dleos e aos efluentes das refinarias de petréleo. Sabe-se que
vazamentos de 6leo podem levar a um sério comprometimento da qualidade dos recursos hidricos, bem como
conferir sérios riscos a vida dos organismos expostos. Sabe-se ainda que um dos mais sérios riscos conferidos
aos organismos expostos € aguele que compromete o material genético dos mesmos, pois tais alteragBes podem
causar inimeros efeitos adversos a salde. Portanto, devido a necessidade de assegurar a quaidade dos
ecossistemas aquadticos, o presente trabalho teve como objetivo avaliar, pelo sistema-teste de Allium cepa, 0s
potenciais genotdxico e mutagénico de &guas do rio Guaecd, Sd0 Sebastido-SP, impactadas por vazamento de
oleoduto em fevereiro de 2004. As amostras de aguas foram coletadas em dois periodos sazonais, julho de 2005
(estacdo seca) e fevereiro de 2006 (estacdo chuvosa), em 4 pontos do rio Guaeca. Andlises quimicas de
hidrocarbonetos totais de petréleo (TPHs) e hidrocarbonetos paliciclicos arométicos (PAHSs) foram realizadas
para as amostras coletadas, com a finalidade de dar suporte as investigagdes bioldgicas. Sementes de A. cepa
foram submetidas a germinagdo nas amostras coletadas e nos tratamentos controles negativo (agua ultra pura) e
positivo (metil metanosulfonato). Dos resultados obtidos, foi detectado potencial genotoxico e mutagénico
somente para a amostra de agua coletada na estag8o seca na nascente do rio, a qual corresponde ao local de
afloramento do dleo vazado para o rio e a Unica amostra a apresentar, segundo a andise quimica,
hidrocarbonetos de petréleo. Tais resultados levaram a conclusio de que as &guas impactadas por
hidrocarbonetos de petréleo podem comprometer a biota associada a este recurso, devido a inducdo de efeitos
genotdxicos e mutagénicos sobre organismos expostos. Sugere-se ainda que os efeitos observados no presente
trabaho sgjam, provavelmente, decorrentes da presenca dos PAHs quantificados pelas andlises quimicas, uma
vez que tais xenobidticos sdo reconhecidos pela sua agdo como potentes carcindgenos ambientais. Concluiu-se
também que vazamentos de oleodutos em rios, se gerenciados corretamente, com a realizagdo de planos
adequados de contingéncias do acidente pela empresa poluidora, como a remogéo e contengédo do 6leo vazado,
podem levar a uma recuperacdo da qualidade das &guas, como foi observado no caso do rio Guaecd, onde, apos
operacoes de limpeza do rio, hidrocarbonetos de petréleo ndo foram mais detectados pelas andlises quimicas e,
consequentemente, auséncia de efeitos danosos, como o observado pelo teste de Allium cepa para as amostras
coletadas em fevereiro de 2006.

Palavras-chave: Allium cepa, efeitos genotoxicos, efeitos mutagénicos, aguas poluidas, hidrocarbonetos de
petréleo.

1. INTRODUCAO

Ao longo dos anos, a industria petrolifera vem sendo considerada como uma atividade humana de risco ao
meio ambiente, pois pode promover impactos desde o processo de extragdo até o refino de seus produtos.
Entretanto, dentre os riscos conferidos aos diferentes ambientes, os mais preocupantes sdo aquel es relacionados
com o comprometimento dos recursos hidricos, os quais podem ser gerados por todas as etapas de produgéo
deste setor industrial.

Em relacdo aos impactos gerados pela etapa de transporte da industria petrolifera, a CETESB (Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de S&o Paulo) vem registrando, desde 1980, acidentes
ambientais por vazamentos de dutos e de navios petroleiros. Embora as ocorréncias desses acidentes ndo sejam
téo constantes, quando comparadas a outros acidentes, eles apresentam conseqiliéncias sérias para 0 meio
ambiente como um todo, bem como para a populagdo exposta.

Sabe-se que o petrdleo apresenta uma composi¢ao quimica complexa, varidvel e influenciada pelas condigdes
fisico-quimicas, bioldgicas e geoldgicas do ambiente em que ele foi formado. Entretanto, independentemente de
sua composicdo, 0 petroleo apresenta diversos efeitos deletérios aos organismos expostos, podendo causar,
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mesmo em concentragBes muito baixas, desde efeitos toxicos crénicos, como diminuigdo ou inibicdo da
capacidade reprodutiva, até efeitos genotdxicos e mutagénicos. Desta maneira, impactos causados por derrames
de 6leo ndo estdo apenas associados ao volume derramado, pois pequenos vazamentos podem causar Sseveros
danos as éreas atingidas e aos organi smos expostos.

Dentre as &reas mais atingidas por estes tipos de acidentes no Brasil, o Litoral Norte do Estado de Séo Paulo
vem se destacando, devido a presenca do Terminal Maritimo Almirante Barroso (TEBAR), o qua &, atualmente,
considerado o maior porto da PETROBRAS, sendo responsavel por cerca de 60% do fluxo de carga no Brasil
(CETESB, 2005). Adicionalmente, dentre os acidentes do Litoral Norte, temos como destaque 0s rompimentos
de oleodutos localizados no Parque Estadua da Serra do Mar, devido a se tratar de uma area de Unidade de
Conservagao, com alta biodiversidade e inlmeros corpos d’ guas.

Considerando a problemética exposta acima e a necessidade de assegurar a qualidade das aguas, tém sido
desenvolvidas metodologias de avaiacdo e monitoramento de ecossistemas aquéticos utilizando-se de
organismos vivos, como a espécie Allium cepa (Asparaginales, Alliaceae). Esta espécie tem se mostrado
eficiente na avaliago de efeitos genotdxicos e mutagénicos induzidos pela poluicdo ambiental em geral e,
principalmente, para estudos de aguas impactadas.

2. REVISAO DA LITERATURA

Muitos problemas de salide humana, incluindo aguns tipos de cancer, atualmente, sdo atribuidos a presenca
de diversos contaminantes presentes no meio ambiente e na &gua, em particular (FATIMA e AHMAD, 2006).
Dentre todos os hidrocarbonetos descritos, a classe dos hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAHS), também
presentes no petroleo, tem sido indicado como um dos mais perigosos contaminantes ambientais, devido aos seus
efeitos tdxicos, mutagénicos e carcinogénicos (AINA et al., 2006).

O aumento significativo da poluicdo ambiental e a crescente preocupagdo com o bem-estar social tém levado
pesquisadores a desenvolverem testes bioldgicos eficientes, pois estes so indispensaveis para a avaliacdo de
reacdes de organismos vivos frente a contaminagdo ambiental complexa, bem como para indicar os efeitos
sinergisticos potenciais de vérios poluentes presentes no meio ambiente. Desta forma, a garantia e manutencéo
de ambientes seguros reguerem testes padrfes para avaliagdo de agentes genotdxicos €/ou mutagénicos de facil
execucao e de rapida obtencfo de resultados, além de serem facilmente reprodutiveis (FISK ESJO, 1985).

Considerando as necessidades mencionadas acima, sistemas-teste vegetais vém se destacando como
excelentes modelos genéticos para triagem e monitoramento de poluentes ambientais (FISKESJO, 1985;
GRANT, 1994). Ta destague ndo se deve apenas a sensibilidade de deteccdo de mutégenos em diferentes
ambientes, mas também pela possibilidade de avaiagdo de diversos “endpoints’ genéticos, os quais abrangem
desde mutagdes pontuais até aberragdes cromossdmicas em células e/lou em 6rgdos como folhas, polens e
endospermas (GRANT, 1994).

Dentre os vegetai s superiores utilizados como model os-teste, a espécie de Allium cepa vem se mostrando um
eficiente modelo genético de monitoramento ambiental. Desde a introdugdo desta espécie como sistema-teste
(LEVAN, 1938), adaptacdes na metodologia do teste de A. cepa tém sido realizadas a fim de possibilitar uma
melhor avaliacio da contaminacio ambiental complexa (FISKESJIO, 1985; RANK e NIELSEN, 1993; MA et al.,
1995). Tais adaptacdes possibilitaram uma maior abrangéncia de utilizagdo deste teste, além de destacar a sua
sensibilidade, para a deteccdo de danos genéticos induzidos por poluentes ambientais presentes em diversos
ambientes e em especia na agua (RANK e NIELSEN, 1994; SMAKA-KINCL et a., 1996; COTELLE et a.,
1999; MATSUMOTO et d., 2006; LEME e MARIN-MORALES, 2006; FATIMA e AHMAD, 2006; MIGDI et
al., 2007).

A espécie de A. cepa tem sido indicada pela sua alta sensibilidade e boa correlagdo com outros sistemas-teste,
principalmente com os de mamiferos. Sabe-se que tais fatores sdo fundamentais para avaliacdo mais precisa de
riscos ambientais, bem como para a extrapolagéo de dados para outros organismos avos, como, por exemplo, 0
homem (FISKESJIO, 1985; GRANT, 1982). Desta maneira, Fiskesj¢ (1985) constatou para o teste de A. cepa,
praticamente a mesma sensibilidade que sistemas-teste de algas e de linfocitos humanos. Rank e Nielsen (1994)
mostraram, além da maior sensibilidade do teste de A. cepa em relagdo aos testes de Ames e Microscreen, uma
correlagdo de 82% deste teste com o de carcinogenicidade em roedores. Além disso, estudos de sensibilidades
entre vegetai s superiores tém mostrado maior sensibilidade da espécie A. cepa em relagdo a outros organismos-
teste, como, por exemplo, o de Vicia faba (MA et d., 1995; MIGID et a., 2007).

A partir do conhecimento de que a contaminag&o ambiental por hidrocarbonetos, principa mente pelos PAHSs,
pode causar diversos danos a salide humana, e que uma das importantes fontes de contaminagdo sdo as
atividades da indUstria petrolifera, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos genotoxicos e
mutagénicos induzidos por &guas impactadas por petréleo, usando Allium cepa como sistema-teste.

3. MATERIAISE METODOS
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3.1. Caracterizacio da Area de Estudo e Procedimento de Coleta das Amostras de Aguas

O rio Guaecd, locaizado no Parque Estadua da Serra do Mar, S8o0 Sebastido-SP, Brasil, foi usado no
presente trabalho como éarea de estudo (Figura 1). Este rio, situado em uma &rea de preservagdo permanente, a
qual é caracterizada pela ata biodiversidade e pela proximidade da estacdo de capitacdo de agua para
abastecimento, foi impactado por vazamento de petréleo em fevereiro de 2004, devido a0 rompimento do
oleoduto da regido. Por se tratar de um duto subterréneo, o 6leo vazado atingiu, primeiramente, as aguas
subterraneas, sendo, posteriormente, aflorado na nascente do rio Guaecd, afetando todo o curso desterio.

As coletas foram realizadas em julho de 2005 (estag@o de seca) e fevereiro de 2006 (estacdo de chuva). As
amostras foram coletadas em 4 pontos distintos, ao longo dos 8 Km do rio Guaecd, como descrito a seguir: ponto
1 (P1), nascente do rio e local de afloramento do éleo vazado; ponto 2 (P2), principa ponto de contengéo e
remocao de 6leo do rio, estabelecido pela CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do
Estado de Sao Paulo — Brasil), empresa responsavel pela fiscalizacdo da area; ponto 3 (P3), ponto de menor
declividade do rio e ponto 4 (P4), foz do rio (Figura 1).

S0 Paulo

Figura 1. Localizagdo do Municipio de Sdo Sebastido, dos pontos de coleta no rio Guaeca e do oleoduto (linha
tracejada) responsavel pelo impacto de éleo no referido rio (linha cheia). P1: nascente do rio e local de
afloramento do 6leo vazado; P2: principal ponto de contengéo e remocao de éleo do rio; P3: ponto de menor
declividade do rio; P4: foz dorio.

O procedimento de coletas das amostras de égua foi realizado segundo a metodologia de coleta de &guas
superficiais, descrita pela CETESB (1987). Gal6es plasticos novos, com capacidade de 20L, foram utilizados
para a coleta das amostras destinadas aos testes com Allium cepa. Para as coletas das amostras destinadas as
analises quimicas de hidrocarbonetos, utilizou-se frascos de vidro, com capacidade de 2L, previamente tratados
com HCI 50%. Os recipientes foram, primeiramente, submergidos nas &guas do loca de coleta, para uma
lavagem previa do mesmo com a &gua do ponto a ser coletado. Apés este procedimento, os recipientes foram,
novamente, submergidos nas aguas dos respectivos pontos, porém, em locais correspondentes aos pontos médios
da largura do rio, até o completo preenchimento de seu volume. Apds a coleta das amostras de aguas, 0s
recipientesforam, imediatamente, lacrados e refrigerados a 4 + 2°C, para o transporte e, conseguinte, realizacéo
das andlises.

Dados metereol6gicos referentes aos periodos das coletas realizadas no rio Guaeca foram obtidos junto a
Estacdo Metereolégica do Centro de Biologia Marinha (CEBIMar) da Universidade de So Paulo (USP), Brasil
(Tabela 1). De acordo com estes dados, julho de 2005 apresentou o menor indice de chuvas deste ano,
caracterizando a estac8o de seca, enquanto que fevereiro de 2006 representou a estacdo chuvosa por apresentar
um alto indice pluviométrico.
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Tabela 1. Dados metereol 6gicos referentes aos periodos de coletas das amostras no rio de Guaeca, Sdo Sebastido

- SP.

Més Médiade Médiade Umidade indice de
temperatura temperatura Relativado Ar Chuva (mm)
maxima (°C) minima (°C) (%)

Julho 2005 33,14 15,39 85,43 0,008
Fevereiro 2006 35,9 21,06 89,43 0,043

3.2. Organismo-teste

Sementes da espécie de Allium cepa (variedade baia periforme) foram utilizadas como organismo-teste por
caracterizar-se em um material de andlise mais homogéneo, tanto genética como fisiologicamente, acessivel
durante o0 ano inteiro, 0 que proporcionou umamaior confiabilidade para os ensaios realizados.

3.3. Metodologia

Os ensaios de aberraces cromossdmicas (AC) e microntcleos (MN) em células meristematicas de radiculas
de Allium cepa, foram realizados de acordo com o protocolo estabelecido por Grant (1982), com algumas
modificagdes, descritas abaixo. Sementes de cebola, dispostas em placas de Petri forradas com papel filtro,
foram submetidas a germinacdo nas diferentes amostras de &guas coletadas, sendo utilizada uma placa de Petri
para cada ensaio. Devido a grande quantidade de fragdes visivels de 6leo presentes na amostra do ponto 1,
coletada em julho de 2005, também foi realizado um ensaio com esta amostra filtrada em papel filtro de celulose.
Quando as radiculas atingiram cerca de 2.0 cm de comprimento, elas foram coletadas e fixadas em écido &l cool-
acético (3:1-v/v) por 24 h. Ap6s a fixacdo, as raizes foram submetidas a colorag@o em reativo de Schiff. Para o
preparo das |&minas, os meristemas foram recobertos com laminulas e, suavemente, esmagados em uma gota de
carmim acético (2%). As laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e as |aminas montadas com resina
sintética, para serem, posteriormente, analisadas. Agua ultrapura foi usada para o teste controle negativo, e 4 x
10* M de metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3) para o controle positivo.

Para a andlise de AC, varios tipos de aberracfes foram considerados - fragmentos cromossdmicos, perdas de
Cromossomos, pontes, atrasos, aderéncias, entre outros - nas diferentes fases de divisdo celular (metéfase,
anafase e tel6fase), sendo todos os registros reunidos em uma sO categoria para possibilitar a avaliagcdo das AC
como um Unico endpoint. A incidénciade MN em células meristematicas de A. cepa foi considerada como outro
pardmetro de avaiacio, nd sendo agrupada junto com as AC. O indice Mitético (IM), que corresponde &
relacdo do nimero de células em divisdo, constituiu um terceiro pardmetro de avaliagdo. A andlise de todos estes
parametros se deu pela contagem de cerca de 5000 células por tratamento, sendo 500 células por [amina paraum
total de 10 I&minas. Andlise estatisticafoi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, o qual possibilita a comparagéo
dos tratamentos com controle negativo, bem como dos tratamentos entre si, em nivel de significancia de 0,05.

3.4. Analises Quimicas

Andlises quimicas de Hidrocarbonetos Totais de Petrédleo (TPHs) e de Hidrocarbonetos Policiclicos
Arométicos (PAHSs) de amostras de &gua coletadas no rio Guaeca e Ribeirdo SABESP foram realizadas pela
empresa Analytical Technology, S8o Paulo-SP.

Para a andlise de TPHs, foi seguido o método USEPA 8015, o qual utiliza a técnica de cromatografia gasosa
com detector de ionizagdo de chama (Gcfid). A andlise de PAHs seguiu o0 método USEPA 8270, com a
utilizacdo da técnica de cromatografia gasosa com detector de massas (Gems), a qual € capaz de detectar os
PAHSs listados a seguir: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(123-cd)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno.

4. RESULTADOS
Dentre as amostras submetidas a andlise quimica, apenas a amostra de agua do ponto 1, coletada em julho de

2005, apresentou valores de TPHs e PAHSs acimas dos limites de detecgdo do método adotado para esta andlise
(Tabela2 e3).
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Tabela 2. Hidrocarbonetos totais de petréleo (TPHs) detectados pela analise quimica na amostra de agua do ponto
1 do rio Guaecd, coletada em junho de 2005 (inverno).

Amostra Ponto de coleta TPHs Concentragéo (pg/l) Limite Detecgdo
(Lg/h)
C12 148.34 50,00
C13 148.34 50,00
Cl4 310.40 50,00
C15 271.53 50,00
Julho 2005 ponto 1 C16 261.53 50,00
C17 966.30 50,00
C18 509.27 50,00
Total de n-alcanos 2615.71
MCNR 79896.62

MCNR: Mistura complexa ndo-resolvida

Tabela 3. Hidrocarbonetos paliciclicos arométicos (PAHS) detectados pela andlise quimica na amostra de &gua
do ponto 1 do rio Guaecd, coletada em junho de 2005 (inverno).

Amostra Ponto de coleta PAHs Concentraggo (ug/l) Limite Deteccéo
(ug/h)
naftaleno 7.08 0,25
acenaftileno 4.56 0,25
acenafteno 1.91 0,25
fluoreno 15.12 0,25
Julho 2005 ponto 1 fenantreno 78.78 0,25
pireno 9.43 0,25
benzo(a)antraceno 3.82 0,25
criseno 18.88 0,25
Total of PAHs 139.58

Os resultados obtidos para os testes de AC e MN, usando o sistema-teste de Allium cepa, estéo apresentados
naTabela 4.

Tabela 4. Comparacéo das Fregiiéncias de indice Mitdtico, Aberracies Cromossdmicas e Micronlicleos em
células meristeméticas de A. cepa, ap0s exposi¢ao as amostras de guas do rio Guaeca.

Amostra Pontos de coleta NUmero de indice Mitético Aberracoes Micronucleos
células Cromossdmicas
analisadas

controle negativo 5000 17.32+16.26 0.86+2.02 0.125+0.87

controle positivo 5000 18.46+13.71 4.00+8.00% 0.54+2.17

ponto 1 5000 15.00+8.00 7.5+21.73° 2.72+8.27°
Julho 2005 pon';pltla;égua 5000 19.57+17.40 8.20+25.55° 3.86+22.46°

iltrada

ponto 2 5000 15.10+8.76 3.36+3.73 0.26+1.37°

ponto 3 5000 18.55+11.06 4.16+5.00* 0,52+3.37°

ponto 4 5000 15.88+16.81 3.41+5.57 0.25+1.10°

controle negativo 5000 29.20+10.96 1.34+2.32 0.14+1.06

controle positivo 5000 32.26+11.87 1.45+2.72 2.10+7.20°

. ponto 1 5000 31.21+£16.46 1.10+2.64 0.84+4.00

Fevereiro 2006 ponto 2 5000 31.34+11.35 15251 0.78+2.86

ponto 3 5000 30.62+14.12 1.33+£3.77 1.28+8.48

ponto 4 5000 31.28+21.07 1.86+3.63 1.62+5.34

médiatD

& diferenca significativa em relagdo ao controle negativo (p<0.05), de acordo com o teste de Kruskal-Wallis
® diferenca significativa em relagéo & amostra de dgua do ponto 1 de Julho de 2005 (p<0.05), de acordo com o teste de Kruskal-Wallis.

Para os IM, foram observadas diferencas de valores entre os ensaios realizados para as duas coletas, sendo
obtidos valores mais baixos para os tratamentos da primeira coleta (julho de 2005), em relagdo a segunda

Copyright © 2007 ABPG



4° PDPETRO, Campinas, SP 6.2.0086-1-6
21-24 de Outubro de 2007

(fevereiro de 2006). No entanto, ndo foram observadas diferengas significativas entre os IM dos tratamentos,
quando comparados com o controle negativo, para nenhum dos ensai os realizados.

As freqiéncias de AC observadas nas células meristeméticas de A. cepa, apds exposi¢ao nas aguas coletadas
no rio Guaecd, em geral, se mostraram superiores as encontradas para o controle negativo, embora nem todas as
diferencas foram significativas estatisticamente. Somente as freqiiéncias de AC observadas para as amostras dos
pontos 1 e 3, da coleta de julho de 2005, apresentaram val ores significativos em relagdo ao controle negativo. No
entanto, quando analisadas as fregiiéncias de MN das células meristeméti cas expostas a amostra de dgua coletada
no ponto 1 (estagdo seca), observamos um valor significativamente maior do que o obtido para o controle
negativo. Esta andlise, quando comparada com as fregquiéncias de MN, obtidas para as demais amostras do rio
Guaeca (estagdo seca), também se mostrou significativamente maior. Para os ensaios realizados com a amostra
filtrada do ponto 1, coletada em julho de 2005, ndo observamos diferencas significativas das freqiiénciade AC e
MN, em relagdo a mesma amostra néo filtrada. Porém, como descrito para a amostra néo filtrada, valores
significativos foram obtidos em relagédo ao controle negativo.

5. DISCUSSOES

O indice Mitético (IM) tem se mostrado um importante parametro para a avaliaggo dos efeitos de agentes
quimicos sobre o ciclo celular (SMAKA-KINCL et al., 1996; KURAS et al., 2006; TURKOGLU, 2007). As
diferencas observadas para os valores de IM nos dois experimentos realizados no presente estudo, ndo parecem
estar relacionadas com as caracteristicas particulares de cada amostra testada, mas sim aos fatores climaticos,
uma vez que os ensaios foram realizados em diferentes estagdes do ano. Desta maneira, observou-se que no
inverno, o IM se mostrou menor, devido a uma diminuicéo da divisdo celular, decorrente das temperaturas mais
baixas deste periodo, enquanto que no verdo, este indice exibiu valores maiores para todos os testes realizados.

Aberragdes cromossdmicas (AC) sdo reconhecidas como importantes conseqiiéncias de agfes genotoxicas de
agentes quimicos (NATARAJAN, 2002), aos quais muitos organismos, inclusive o homem, estdo expostos.
Estudos epidemiol 6gicos tém mostrado que pessoas com elevadas freqiiéncias de AC apresentam maiores riscos
de desenvolvimento de cancer (OBE et al., 2002). Por estas razfes, testes biol 6gicos para avaliagdo de AC como
endpoint de agentes quimicos tém sido desenvolvidos com a finalidade de garantir um ambiente seguro. Dentre
estes sistemas-teste, o teste de Allium cepa tem se caracterizado como um modelo répido e eficiente na avaliagéo
da genotoxicidade causada por poluentes ambientais (FISKESJO, 1985; GRANT, 1994; FISKESIO, 1988;
FISKESIO e LEVAN, 1993; FISKESIO, 1993; NIELSEN e RANK, 1994), bem como para a avaliacio de
qualidades de dguas (FATIMA e AHMAD, 2006; MATSUMOTO et al., 2006).

De acordo com o presente estudo, as andlises dos dados obtidos para as células meristeméaticas mostraram
gue a andise individua da categoria AC ndo foi totalmente eficiente para a avaliagdo de genotoxicidade das
aguas do rio Guaeca, apos impacto por petréleo, pois observou-se resultados significativos de AC tanto para a
amostra mais impactada por 6leo (ponto 1), como paraaamostra ndo impactada (ponto 3), segundo os resultados
das andlises quimicas. No entanto, a avaliagcdo da inducdo de MN em células meristeméticas de Allium cepa,
junto com o teste de AC, possibilitou uma analise precisa da contaminacdo por hidrocarbonetos de petréleo, uma
Vez que apenas para a amostra do ponto 1, de julho 2005, foi observada fregiiéncia significativa, ndo s em
relagdo ao controle negativo, como também em relacdo aos demais pontos de coleta do rio Guaecd. Tal amostra
corresponde ao local de afloramento do 6leo vazado para o rio, sendo a Unica amostra para a qual foi detectada a
presenca de TPHs e PAHs pelas andlises quimicas.

Devido a grande presenca de 6leo na amostra do ponto 1, referente a coleta de julho de 2005, foi realizado
teste com a amostra submetida a filtragdo para compreender a relag@o entre os possiveis danos causados pelas
fracdes dispersas e aparentemente ndo visivels e visivels do dleo vazado. Os vaores de AC e MN ndo foram
significativos entre estas amostras (filtrada e ndo filtrada), indicando que a indugdo de AC e MN nas céulas
meristeméticas de Allium cepa, apls exposicdo a agua coletada no ponto 1, deve estar relacionadas com a
presenca das fragOes dispersas do 6leo presentes na amostra, conforme constatado nas andlises quimicas pela
deteccdo de TPHs e PAHSs.

Apesar do teste de A. cepa ter grande aceitagdo como teste de monitoramento ambiental, alguns autores
apresentam certa restricdo quanto a utilizagdo de sistemas-teste vegetais na avaliagdo de certas classes de
carcinogenos, como a dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHS), das nitrosaminas e de algumas outras
(UHL et a., 2003; RANK e NIELSEN, 1998). Ta fato € devido a0 complexo sistema de metabolizagéo,
necessério para ativagdo do potencia genotoxico destas substancias, e que estdo presentes em mamiferos e no
homem. No entanto, estudos de sistemas de ativagdo metabdlica em plantas vém sendo realizados, ha anos, e a
capacidade de vegetais superiores ativarem promutégenos em mutagenos ja foi comprovada por varios
pesquisadores (HIGASHI, 1988; PLEWA et ., 1996; PLEWA et a., 2003). Contudo, sabe-se que alguns dos
metabdlitos produzidos por esta via diferem dagueles gerados pela via de metabolizacdo de mamiferos (RUEFF
et a., 1996).
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Apesar da controvérsia exposta acima, a importancia do sistema-teste de Allium cepa, para avaliagdo da
genotoxicidade de PAHSs, foi mostrada por Fiskegj6é em 1985 com a utilizacdo de benzo[a]pireno. Segundo o
autor, as células de Allium cepa apresentam um sistema de enzimas oxidases capazes de metabolizar
hidrocarbonetos policiclicos e, apesar de outros sistemas-teste se mostrarem mais sensiveis, os resultados
gerados pelo teste de Allium cepa devem ser considerados como alarme, aertando para a possibilidade de agéo
semelhante em outros organismos. Nossos dados corroboram com a afirmag@o de Fiskego (1985), pela ata
sensibilidade observada no teste de Allium cepa redlizado com as &guas do rio Guaeca, impactadas pelo
vazamento de dleo, uma vez que mutagenicidade foi observada, apenas, para a amostra na qual foi detectada
presenca de TPHs e PAHs pelas andlises quimicas .

6. CONCLUSAO

Concluiu-se que, aguas impactadas por hidrocarbonetos de petréleo podem apresentar efeitos genotoxicos e
mutagénicos sobre organismos expostos, como mostrou claramente o caso do rio Guaecd, pela mutagenicidade
observada apenas para a amostra na qual foi detectada a presenca de TPHs e PAHs pela andlise quimica. Além
disso, sugere-se que os valores significativos de AC e MN, observados nas células de Allium cepa sgam,
provavelmente, decorrente da agdo dos PAHs presentes na amostra contaminada, uma vez que é sabido que
PAHSs s80 perigosos carcindgenos ambientais.

Concluiu-se também que vazamentos de oleodutos em rios, se gerenciados de maneira correta, com a
realizacdo de planos adequados de contingéncias do acidente pela empresa poluidora (CETESB, 2005), com a
remogdo e contencdo de dleo vazado, podem levar a uma recuperacdo da qualidade das &guas, como foi
observado para o rio Guaeca, uma vez que ndo foram detectados impactos por hidrocarbonetos nem nas andlises
guimicas, nem nos testes de AC e MN para as amostras col etadas em fevereiro de 2006.

Por fim, concluiu-se ainda que o sistema-teste de A. cepa foi sensivel para a andlise proposta, se mostrando
um modelo eficiente na detecgéo de contaminagéo por hidrocarbonetos de petréleo.
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EVALUATION OF THE WATER QUALITY POLLUTED BY PETROLEUM USING
BIOASSAY (Allium cepa) —A CASE STUDY

The petroleum industry, beyond concerning with the production of petroleum-derived material, must take care
with the environment quality, since its activities, from the oil extraction to the refinement, can cause severe
impacts. Among the ecosystems, the aguatic is one of most vulnerable due to accidentals oil leakages and the
refinery effluents dischargers. The presence of ail, frequently, compromise the water quality, exposing the living
organisms to serious risks. Among them, the most serious risks are those ones that damage the genetic material,
hence causing several health problems. Thus, due to the need of assure the aquatic systems quality, the present
study aimed at analyzing the genotoxic and mutagenic effects induced by petroleum polluted waters, using
Allium cepa root tips as test system. Guaeca river, located in the city of Sdo Sebastido-SP, Brazil, was chosen as
study area because had its waters affected by an il pipeline leakage on February 18", 2004. The water sampling
were performed in July 2005 (dry season) and February 2006 (rain season), in four sites of Guaeca river.
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Chemical analyses of Total Petroleum Hydrocarbons (TPHs) and Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHS)
were also carried out to complement the bioassay data. Onion seeds were grown in the waters samples, in ultra
pure water (negative control) and in aqueous solution of methyl methanesulfonate (positive control). Genotoxic
and mutagenic effects were detected only to the sample collected during the dry season at the river spring - the
place where the oil surfaced- and just where petroleum hydrocarbon were detected by chemical analyses. On the
ground of the present data, we concluded that waters impacted by petroleum hydrocarbons can damage the DNA
of exposed organisms. Moreover, we believe that the observed damages are, probably, due to the PAHSs -
dangerous carcinogens - dispersed in the polluted water. It is aso concluded that rivers affected by oil pipelines
leakage in rivers, when correctly managed, can have its waters quality recovered, as we observed for the Guaeca

river.

Keywords: Allium cepa, genotoxic effects, mutagenic effects, water pollution, petroleum hydrocarbons.
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