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RESUMO

A extragdo de combustiveis fosseis, como o carvao, foi muito explorada na regido sul de
Santa Catarina, representando um grande marco na economia, principalmente na regidao
proxima ao municipio de Cricitima. Porém devido a exploracdo do carvao ocorreram também
muitos problemas ambientais. O objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia de danos
genotoxicos e mutagénicos no DNA de células do sangue periférico, figado e cortex de
camundongos expostos a Brocolis cultivadoas em horta experimental construida sobre
depositos controlados de rejeitos do carvao. Para isso utilizou-se a seguinte metodologia, 18
animais foram divididos em 3 grupos conforme o tipo de tratamento: Controle negativo (agua
destilada), suco brocolis mina, suco brocolis organica. Estes animais receberam uma tUnica
administracdo destas 3 substancias e apos 3h, 6h e 24hs da ingestdo foi feita a coleta de
sangue. No tempo de 24hs os animais foram mortos por deslocamento cervical e foram
retirados cortex cerebral, medula e figado para as demais andlises de
genotoxicidade/mutagenicidade. Apos a coleta do sangue, figado e cortex realizou-se o ensaio
cometa para avaliar a genotoxicidade. Com a amostra de medula dssea realizou-se o teste de
micronucleo para avaliar o potencial mutagénico. Os animais tratados com hortaligas de area
de minera¢do mostraram um nivel de dano genético maior em relagdo ao grupo controle ¢ ao
grupo de hortalicas organicas para ambos os pardmetros. No teste de micronucleos, os animais
tratados com brocolis de area de mineragdo apresentaram maior incidéncia de células
micronucleadas em relacdo ao controle negativo e aos animais tratados com hortaligas
organicas e para o parametro de propor¢do (EPC/ENC) o grupo organico e o grupo mina
diferiram do controle negativo. Podemos concluir que as hortaligas cultivadas na area
estudada tém uma potencial agdo genotoxica e que o brocolis (Brassica oleracea Var. Italica
Plenck) pode ser uma boa indicadora na detec¢do e bioacumulacdo de metais pesados no
ecossistema.

Palavras-chave: Rejeito de carvdo mineral, Brassica oleracea L., ensaio cometa, teste de
micronucleo, genotoxicidade
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1 INTRODUCAO

1.2 POLUICAO

A poluicdo do ambiente ¢ algo que preocupa cada vez mais a sociedade.
Percebem-se cada vez mais campanhas em prol de causas ambientais e altos investimentos
publicos nesse setor. Pode-se observar no Brasil recentemente eventos como o RIO+20,
que reuniram liderangas do mundo inteiro para discutir questdes ambientais.

Contudo, ¢é preciso levar em consideragdo o acelerado crescimento da
populagdo, o consequente aumento das cidades, atividades agricolas, pecuaria e, sobretudo
a necessidade de combustiveis para suprir a demanda energética. Pois apesar do
crescimento das tecnologias que dizem respeito a fontes renovaveis, os combustiveis
fosseis como petroleo e carvao ainda se apresentam como os mais utilizados, de acordo
com o International Energy Agency, (2008).

As reservas brasileiras de carvdo mineral conhecida totalizam 32 bilhdes de
toneladas "in situ" ocorrendo predominantemente na regido sul do pais, nos dominios
geologicos da Bacia do Paran4, podendo, contudo, ocorrer pequenas quantidades na regido
sudeste no estado de Sao Paulo. Deste total, o estado do Rio Grande do Sul detém 89,25%,
Santa Catarina 10,41%, Parana 0,32% e Sao Paulo 0,02% (HORBACH et al., 1986;
CRPM-BRASIL).

Em Criciima a descoberta do carvao se deu em 1913. Os trabalhadores de
minas eram constituidos por descendentes de portugueses, italianos, africanos, alemaes e
poloneses. Primeiramente concentrou-se a mineracdo ao entorno do morro Cechinel,
depois nas proximidades do centro e outras localidades (CAROLA, 2004; GOULARTI
FILHO; LIVRAMENTO, 2004; NASCIMENTO, 2004 apud DE SILVEIRA, 2009).

A extragdo de combustiveis fosseis, como o carvdo, foi muito explorada na
regido sul de Santa Catarina, representando um grande marco na economia, principalmente
na regido proxima ao municipio de Cricitima (NASCIMENTO, 2002).

Porém devido a exploragdo do carvdo ocorreram também muitos problemas
ambientais, devido a rejeitos originarios da atividade carbonifera como os minerais
piriticos (SILVEIRA, 2009). O carvao se apresenta como um potencial poluidor, devido as
consideraveis concentracdes de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, tanto na

denominada “fly ash” (cinza leve) (SUCRE et al., 1978 apud. PERALBA, 1990), quanto



nos produtos de combustio e liquefacdo. (LAUER, 1988; ROMANOWSKY, 1988 et al.
apud PERALBA, 1990).
Viarios desses hidrocarbonetos tém apresentado atividade carcinogénica e/ou

mutagénica, 0 que motivou organismos internacionais sugerirem o controle de sua

presenga no ambiente. (GARG et al. 1987; WHITE et al., 1979 apud. PERALBA, 1990).

1.3 CARVAO

O carvao mineral (Fig.1) é um combustivel fossil, composto por uma estrutura
quimica heterogénea altamente complexa de componentes organicos, constituidos por
carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e enxofre, componentes inorganicos e particulas
discretas de matéria mineral, que formam as cinzas (LEON et al., 2007). O léxico
internacional o define como sendo uma rocha sedimentar combustivel, formada a partir de
detritos vegetais, encontrando-se em diferentes estados de conservagdo e tendo sofrido
soterramentos e compactacdes em bacias originalmente pouco profundas (STACH, 1975

apud. PERALBA, 1990) (Fig.2).

Figura 1- Carvdo mineral
Fonte: Click escolar
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Figura 2- Estagios de formagao do carvdo
Fonte: http://www.minerals.co.nz



1.Bacia sedimentar com vegetacdo (matéria organica) em suas bordas.

2. Situagdo ap6s afundamento (subsidéncia) da bacia, soterramento da floresta anterior e criagdo de nova
floresta.

3. Novo afundamento da bacia, com avango de agua sobre a area anteriormente ocupada pela floresta e
soterramento da mesma por sedimento (areia e/ou argila).

4. Recuo da agua com consequente exposicdo da bacia e formagdo de vegetagdo (matéria organica) sobre os
sedimentos depositados no estagio anterior.

5. Afundamento da bacia e recobrimento da matéria organica (vegetagdo soterrada) por sedimento.

6. Recuo da agua e/ou soerguimento da bacia com formagdo de vegetagdo sobre os sedimentos depositados
no estagio anterior.

7. Novo afundamento da bacia e recobrimento da matéria organica (vegetacao soterrada) por sedimento.

8. Novo recuo da agua e/ou soerguimento da bacia com formagao de vegetagdo sobre os sedimentos
depositados no estagio anterior.

9. Afundamento da bacia e recobrimento da matéria organica (vegetagdo soterrada) por sedimento.

10. Situacdo atual. A bacia foi completamente soterrada por sedimentos de diferentes origens e a agua
desaparece do sistema. As sucessivas camadas de matéria organica soterradas passam por processos

geologicos que buscam seu equilibrio fisico-quimico as condigdes especificas do soterramento, que resulta na

geracdo de carvio. (MINISTERIO PUBLICO FEDERAL, 2006).

As rochas sedimentares sdo geralmente formadas por restos de animais
silicosos ou carbonatados e de algas. S6 o carvao ¢ formado de plantas superiores,
deferindo assim das demais rochas sedimentares (PERALBA, 1990).

O carvao ¢ produto de um gigantesco processo quimico natural, o CO, ¢
absorvido pelas plantas, sob a influencia da luz solar, da umidade e de outros fatores,
convertem-se em compostos contendo carbono, hidrogénio e oxigénio, tais como agucares,
celulose e lignina e outras substancias complexas que sdo utilizadas na formacdo da
estrutura da planta. Sob condigdes favoraveis esta vegetacdo pode se converter em uma das
diferentes formas de carvdo conhecidas. Sua composi¢do possui diversos hidrocarbonetos,
tais como alifaticos de cadeia normal, isopenoides aciclicos e outros, sendo que dentro
deles, os hidrocarbonetos poliaromdticos constituem a maior classe de carcinogénicos
quimicos da atualidade e varios heterociclicos sulforados sdo também carcindgenos bem
conhecidos (PERALBA, 1990).

E o combustivel natural mais abundante na natureza e o mais utilizado como
fonte de energia elétrica no mundo (ANEEL, 2007), constituindo dois ter¢os dos recursos
energéticos ndo-renovaveis nacionais, sendo suas reservas vinte vezes maiores do que as
do petréleo e setenta e cinco vezes superiores as do gas natural (SANCHES; FORMOSO,
1990 apud. CAMPOS; ALMEIDA; SOUZA, 2003).
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Uma das maiores reservas de carvdo da América Latina estd localizada no
Brasil, e os depositos de maior importancia econdmica sdo encontrados nos estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina ¢ Parana (SOARES et al., 2006), distribuindo-se em oito
grandes jazidas, sete das quais no Rio Grande do Sul, e uma em Santa Catarina (GOMES
et al, 1998 apud. GONCALVES, 2012), os dois estados detém conjuntamente 99,8% das
reservas carboniferas do pais (DNPM, 2004).

A Bacia Carbonifera de Santa Catarina, também conhecida com jazida Sul -
Catarinense, esta localizada ao sudeste do estado, possui um comprimento conhecido de
95 km e uma largura média de 20 km, compreendida na area delimitada pelas coordenadas

28011° a 29003’ de latitude sul e 49010’ a 49037°de longitude oeste (GOMES et al, 1998;
BARBOSA, 2001), (Fig.3).
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Os municipios inseridos na bacia carbonifera catarinense sdo: Orleans, Lauro
Muller, Urussanga, Sideropolis, Criciima, Icara, Nova Veneza, Maracaji, Ararangua,
Arroio do Silva, Forquilhinha e Treviso (MILIOLLI, 2009 apud GONCALVES, 2012).

A explotacdo de carvao nessas areas € realizada em minas subterraneas e a céu
aberto, sendo a profundidade da camada carbonifera um dos critérios para selegdo entre os
métodos de lavra, ou seja, a lavra subterrdnea ¢ utilizada quando a jazida de carvdo se
encontra em camadas mais profundas (cerca de 30m até aproximadamente 120m) e a lavra
a céu aberto ¢ utilizada, quando a jazida de carvao se encontra proxima a superficie do solo
até, aproximadamente, 30m de profundidade (KLEIN, 2006 apud. LEFFA, 2008).

No processo de mineragdo a céu aberto, a remogdo das camadas ¢ feita de
forma desordenada, provocando a sua inversdo e gerando pilhas de materiais geoldgicos na
forma de corpos conicos, que t€ém na sua base a camada fértil do solo e na camada
superior, os estéreis e rejeitos da mineragdo, causando, portanto, perda de solo fértil e sua
degradagao (CAMPOS; SOUZA, 2003 apud GONCALVES, 2012).

A maioria dos campos de mineragdo e areas de depositos sem critérios técnicos

ndo se encontra mais ativa. Porém esse fato ndo significa o fim da fonte poluidora.

1.3.1 Rejeitos poluentes

Os rejeitos caracterizados como minerais piriticos sdo a principal fonte de
poluicdo da atividade carbonifera, pois contém grande quantidade de metais pesados,
principalmente ferro, manganés, zinco, cobre além de sulfatos entre outros (ZANARDI
JUNIOR; ZOCCHE, 2002; ZOCCHE, 2004). Devido a sua oxidagdo estes rejeitos
permanecem ativos por muito tempo, mesmo apos o encerramento das atividades
mineradoras, liberando grandes quantidades de drenagem acida de minas (DAM). A DAM
¢ uma agua contaminada por possuir altos teores de ferro, aluminio e acido sulfurico,
motivo pelo qual pode apresentar coloragcdo esverdeada ou laranja- amarelado a
avermelhada dependendo do estado predominante de ferro (Fe™ ou Fe™, respectivamente)
(SKOUSEN, 1998 apud. DA SILVEIRA, 2009)

Na Bacia Carbonifera Catarinense, de meados da década de 40 até o final dos
anos 80 do século passado, o descarte dos rejeitos da mineragdo e do beneficiamento do
carvao foi executado sem cuidados ambientais (COSTA; ZOCCHE, 2009; ZOCCHE et al.,

2010). Os rejeitos eram depositados ao redor das minas, sem nenhum cuidado. Com o
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aumento da demanda, seguido pelo consequente aumento da extragdo, os rejeito passaram
a serem depositados em qualquer local, sem a menor preocupagdo ambiental. Por ser um
material a ser descartado, era oferecido a populagdo como material de aterro, levando a um
grande deposito, inclusive em regides baixas e alagaveis. Com o processo de urbanizagdo,
os loteamentos avancaram em dire¢do a essas areas, destinadas a populacdo de baixa renda.
Para a construgdo de moradias sobre os depositos de rejeitos era depositada uma camada
ténue de argila, de 0,20 a 0,30m, a qual foi sendo paulatinamente desgastada pela erosdo
hidrica.

Juntamente as moradias, comecou as atividades, como o cultivo de hortalicas
destinadas a alimentacdo. O consumo de tais hortalicas pode oferecer um potencial risco
genotoxico, por estarem em contato direto, através das raizes, com os metais toxicos e
mutagénicos; como os metais pesados, provenientes dos rejeitos de mina. Um fato
agravante nesta situacdo € que a maioria das espécies vegetais que crescem nesses solos
ndo consegue evitar a absor¢cdo dos metais pesados, mas somente limitar a sua translocagao
(BROOKS, 1983; ZOCCHE; PORTO, 1993; SOARES et al., 2001; ZOCCHE, 2002;
ZOCCHE; PORTO, 2008).

1.3.2 Metais pesados

A expressao "metais pesados”, mesmo sendo comumente usada, ndo ¢ muito
bem definida, podendo-se utilizar como sindénimos: "metais-trago", "elementos-traco",
"micronutrientes" e "microelementos” entre outros, quando presentes em concentragdes
diminutas no meio (ug.g"). Designa-se metal pesado o grupo de elementos que ocorrem
em sistemas naturais em pequenas concentragdes ¢ apresentam densidade igual ou acima
de 5 g/cm?, ou elementos que se encontram em concentragdes inferiores a 100 pg.g” na
crosta terrestre, ¢ também elementos que possuem nimero atdmico maior do que 23
(COSTA, 2005; DUARTE & PASQUAL, 2000, Apud, LEFFA, 2010).

Entretanto, esses elementos-trago em altas concentragdes no meio ambiente
constituem um grave problema ambiental devido aos seus efeitos nocivos nos organismos,
como alta toxicidade, capacidade de bioacumulagdo e potencialidade de induzir danos ao
material genético, genotoxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade, que t€ém sido

atribuidos aos metais pesados em humanos e/ou animais de laboratorio (AGOSTINI &
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WAINTAL, 1993; PARAIBA, 2006; PRA et al., 2006; SANCHEZ-CHARDI et al., 2008,
apud. LEFFA, 2010).

De uma forma geral os metais s@o classificados como essenciais e ndo
essenciais, os essenciais denominados oligoelementos como o manganés, ferro, zinco,
cobre e selénio, encontram-se fisiologicamente presentes nos organismos vivos, € com
elevada incidéncia, sdo encontrados naturalmente em alimentos, frutas e multivitaminicos.

Enquanto alguns sdo essenciais, outros sdo classificados como ndo essenciais,
como o chumbo e o cadmio, e sdo potencialmente toxicos e indutores de efeitos biologicos

adversos mesmo em concentracgdes reduzidas (LOPES, 2009 apud GONCALVES, 2012).

1.4 BIOINDICADORES E BIOMARCADORES

A utilizacdo de biomarcadores ¢ um meio de identificar efeitos toxicos e
genotoxicos induzidos por xenobidticos.

Os biomarcadores podem ser utilizados para avaliar efeitos fisiologicos,
bioquimicos, letalidade e outros, incluindo potencial mutagénico e carcinogénico.
Posteriormente esses danos podem ser observados através de técnicas citogenética ou
moleculares (MEJ{A, 2011).

Biomarcadores sdo definidos como qualquer resposta a um contaminante
ambiental em nivel individual, medido no organismo ou matriz biologica, indicando um
desvio do status normal que ndo pode ser detectado no organismo intacto. Ou seja, sdo
medidas de fluidos corporais, células, tecidos ou medidas realizadas sobre o organismo
completo, que indicam, em termos bioquimicos, celulares, fisioldgicos, compartimentais
ou energéticos, a presenca de substancias contaminantes ou a magnitude da resposta do
organismo alvo (ARIAS et al., 2007).

O teste de aberragdes cromossdmicas, quantificagdo de adutos de DNA, troca
de cromatides e o teste de microntcleos sdo alguns exemplos de testes utilizados na
detecgdo de mutagdes génicas. O teste de micronucleos se apresenta como uma técnica
rapida e simples, sendo utilizado amplamente, enquanto que o estudo de aberragdes
cromossdmicas € apenas utilizado em situagdes recomendadas, como dirimir davidas,
definir os tipos de mutacdo, validar outras metodologias e etc. Estes testes tém um sistema

de validagdo internacional, ¢ podem ser desenvolvidos tanto in vitro quanto in Vvivo

(ANDRADE, 2004).
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Resultados significativos para essas técnicas prenunciam instabilidade
genética, que pode representar os passos iniciais para o processo carcinogénico (SOUZA,
2005 apud. GONCALVES, 2012).

Ja os Biomonitores, também conhecidos por organismos sentinela, vém sendo
utilizados ha muito tempo para alertar as pessoas sobre ambientes perigosos. Na sele¢@o de
um biomonitor os principais aspectos a serem observados sao: (a) os animais devem dividir
o mesmo ambiente com o homem; (b) responder de forma semelhante a quimicos toxicos;
e (c) desenvolver patologias similares como resposta a estes efeitos (SILVA;
ERDTMANN; HENRIQUES, 2003 apud. GONCALVES, 2012).

Em muitos trabalhos ¢ observada a utilizagdo de biomonitores (LEFFA, 2008;
GONCALVES, 2012; DUARTE, 2000; RUSH, 2009; KHAMISY, 2006; MONTALVO,
2011) confrontando o uso classico de analises fisico-quimicas, pois é possivel levar em
considerag@o a acumulacdo no organismo e estimar parametros letalidade e sub letalidade.
(BROMENSHENK; SMITH; WATSON, 1995).

Existem diversos organismos que podem ser utilizados como biomonitores
e/ou bioindicadores, ou as duas coisas simultaneamente, dentre os quais se destacam as
bactérias  Salmonella typhimurium e Escherichia coli, anelideos, artropodes
(KOVALCHUK; KOVALCHUK, 2008), microcrustaiceos como Daphnia magna
(ALVES; SILVANO, 2006) animais vertebrados aquaticos como peixes (ANDRADE, et
al.,, 2004), vegetais como as plantas Allium cepa, Tradescantia, Vicia faba
(KOVALCHUK; KOVALCHUK, 2007), Baccharis trimera (SOUZA; COSTA;
ZOCCHE, 2007), moluscos (SILVA et al. 2007), anfibios e répteis (BRANDAO, 2002),
aves como os pombos (SCHILDERMAN et al., 1997), e mamiferos como Ctenomys
torquatus (SILVA, 2000), Rattus rattus e Mus musculus (LEON, 2007).

1.4.1 Brassica oleracea L.

Brassica oleracea ¢ uma planta da familia das Brassicaceae, que abrange
diversas espécies de importancia econdmica, social e nutricional, como repolho (Brassica
oleracea L. var. capitata L.), couve-manteiga (B. oleracea L. var. acephala DC.) ¢ couve
chinesa (B. oleracea L. var. botrytis L.) (FILGUEIRA, 2005 apud. DOS SANTOS, 2011).

Originario do Mediterraneo (SOUZA, 1983 apud. DOS SANTOS, 2011),

brocolis ¢ uma planta herbacea, folhosa (Figura 1), com grande aplicabilidade,
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apresentando alta concentracdo de calcio, proteinas e acido ascoérbico (FILGUEIRA,
2000).

Segundo Filgueira (2005) apud. DOS SANTOS, 2011 existem dois tipos de
brocolis, tipo “Ramoso”, com cultivares de outono-inverno, como Ramoso Santana, e
cultivares de primavera-verdo, como Ramoso Piracicaba, além do hibrido Flérida de ampla
adaptabilidade termoclimatica. Outro tipo € o “Cabeca” que produz uma inflorescéncia
central, compacta, destacando-se os hibridos Karaté e Legacy.

As plantas podem absorver metais e poluentes industriais, por isso, a presenga
de hortalicas em solo degradado pela mineragdo pode colocar em risco as populacdes
localizadas nas proximidades que muitas vezes exploram a vegetacdo que se desenvolve

espontaneamente sobre areas de rejeitos de mineragdo ou mesmo que cultivam frutas e

vegetais neste solo (COSTA; ZOCCHE, 2009).
1.4.2 Mus musculus L.

O Mus musculus é um pequeno roedor da familia dos murideos, encontrado
originalmente na Europa e na Asia, atualmente ¢ encontrado no mundo todo e geralmente
associado a ocupagdes urbanas. Tem cerca de 8 cm de comprimento, pelagem macia,
branca ou cinza-acastanhada, mais clara nas partes inferiores, orelhas grandes e

arredondadas e cauda nua e longa. (UNIFENAS).

Figura 4-animal utilizado em experimento
Fonte: Autor
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1.5 GENOTOXICIDADE

A genotoxicidade esta relacionada ao potencial que agentes fisicos ou quimicos
possuem de induzir mutacdes em células somaticas, ou naquelas que podem ser
transmitidas a geragdes futuras (SILVA et al., 2000. Apud LEFFA). Devido aos
componentes do carvdo e de seus subprodutos, o carvdo passa a ser alvo crescente de
pesquisas relacionadas a mutagénese. (LEFFA, 2008).

Diversos estudos tém mostrado os efeitos genotoxicos associados ao carvao,
como aberragdes cromossomicas em linfocitos de sangue periférico (SRAM et al.,1985;
AGOSTINI; OTTO; WANTAL, 1996). Também foram observados efeitos genotoxicos em
roedores (Mus musculus) e répteis (Ilguana iguana) proximos a areas de mineragdo
(MONTALVO, 2012). Em outros estudos, ainda, o carvdo se apresenta como
potencialmente genotoxico em roedores como Ctenomys torquatus, Rattus rattus (SILVA
et al., 2000; LEON, et al.,2007.)e moluscos( Helix aspersa), expostos a residuas de carvao
através da via dérmica e da ingestdo de Lactuca sativa L. cultivada em area minerada

(LEFFA, 2008).

1.5.1 Mecanismos de genotoxicidade

A toxicidade de metais e de seus compostos depende largamente da sua
biodisponibilidade, ou seja, dos mecanismos de captagdo através de membranas celulares,
distribuicao intracelular e ligagdes a macromoléculas celulares. (LEFFA, 2010).

Os metais podem ainda sofrer transformagdes no organismo, como reagdes de
oxi-reducdo e alquilagcdo. Estudos mostram efeitos de alquilagdo em cultura de células de
cortex por metais como mercurio, ferro e chumbo (RUSH, 2008).

Existem basicamente trés mecanismos predominantes de toxicidade dos metais:
(1) interferéncia com regulacao celular redox e indugdo de estresse oxidativo, o qual pode
causar dano oxidativo no DNA ou desencadear cascatas sinalizadoras que levam a
estimulacdo do crescimento celular; (2) a inibi¢do do principal sistema de reparo do DNA,
resultando em instabilidade gendmica e acimulo de mutagdes criticas; (3) desregulagdo da
proliferacdo celular pela inducdo de vias sinalizadoras ou inativagdo de controles de
crescimento, tais como os genes supressores de tumor (BEYERSMANN & HARTWIG,
2008, Apud. LEFFA, 2008).
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Entretanto a induc¢do de dano no DNA melhor descrita na literatura ¢é através do
estresse oxidativo, que ocorre quando ha um desequilibrio, criado pela excessiva geracdo
de oxidantes e/ou uma diminui¢do da capacidade antioxidante de enzimas especificas,
sendo que as espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas in vivo podem causar danos as
biomoléculas (GUO; YANG; WU, 2008, apud. LEFFA, 2008).0s metais pesados tem se
mostrado capazes de induzir estresse oxidativo em organismos vivos através da producao
de EROs, que reprimem a capacidade celular de manter uma estado reduzido. EROs
induzidas por metais causam danos a proteinas celulares, acidos nucléicos, lipidios e
muitas outras disfungdes, incluindo a morte celular Um estudo aponta a indugdo de

estresse oxidativo por metais em culturas de células humanas (SIMMONS, 2011).

1.5.2 Testes genotoxicos

Os testes genotoxicos representam uma grande importdncia no estudo de
impactos ambientais, pois demonstram danos que possam ndo se manifestar no individuo,
podendo, porém causar danos em geragoes futuras.

Em funcdo da ampla implicagdo ecoldgica associada a genotoxicidade, a
deteccdo e quantificacdo de danos genéticos sdo de grande interesse em estudos
ambientais. O grau de integridade do DNA tem sido proposto como um sensivel indicador
de genotoxicidade e um efetivo biomarcador para o monitoramento ambiental
(SHUGART, 1990), gerando informacgdes essenciais para agéncias regulatorias (RIBEIRO
etal., 2003).

1.5.2.1 Ensaio cometa

Dentre as técnicas para determinagdo genotdxica aplicada, o ensaio cometa
apresenta grande versalitidade, sensibilidade, economia e simplicidade em sua execucdo, e
vem sendo amplamente utilizado como uma ferramenta de avaliacdo de dano e reparo no
DNA, tanto quantitativamente, quanto qualitativamente em populagdes de células
individualizadas (OLIVE; BANATH, 2006). O teste tem sido proposto como uma
ferramenta para a deteccdo de agentes genotdxicos, sendo aplicado sob condigdes

laboratoriais ¢ em biomonitoramento de diversas regides fortemente impactadas
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(MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; WINTER et al., 2004; FRENZILLI et al., 2009;
BARBOSA et al., 2010).

1.5.2.2 Teste do micronucleo

Outro teste utilizado para determinagdo de mutagenicidade ¢ o teste do
micronucleo desenvolvido inicialmente por Boller ¢ Schmid (1970) em eritrocitos de
medula 6ssea e sangue de camundongos, a fig. 5 mostra as células que sdo avaliadas ¢ a
presenca do microntcleo. Atualmente é um ensaio in vivo amplamente utilizado em
diversos organismos para a deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram
cromossomos), ¢ aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregagdo cromossomica
anormal) (HAYASHI et al., 1994), sendo a aplicagdo do teste em medula dssea e sangue
periférico um dos mais estabelecidos ensaios citogenéticos in vivo no campo da genética
toxicologica (FENECH, 2000).

Hooftman e Raat (1982) sugerem o uso do teste como uma alternativa a analise
de aberragcdes cromossdmicas, ressaltando que a uniformidade das células do sangue
periférico torna a contagem de alteracdes morfoldgicas nucleares (AMN) viavel.

A técnica permite também, a distingdo entre eritrocitos policrométicos (EPC) ou
eritrocitos jovens, que durante o periodo de 10 a 24 horas sdo RNA positivos e coram-se
em roxol e eritrocitos normocromaticos (ENC) ou eritrocitos maduros, que se coram em
tons de laranja (corante de Giemsa) (Fig. 5). As frequéncias de micronucleos sdo
determinadas em eritrocitos policromaticos (EPC). Além da avaliacdo da frequéncia de
EPC micronucleados, a percentagem de EPC no total de eritrocitos (ou a taxa de
EPC/ENC) ¢ determinada com o objetivo de avaliar a toxicidade (RIBEIRO, 2003 apud
ANGELONI, 2010).
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Figura 5: Eritrocitos normocromaticos (ENC) com microntucleo (a) e sem micronticleo (b),
Eritrécito policromaticos (EPC) (c).
Fonte: RIBEIRO, SALVADORI 2003

Assim sendo, o presente trabalho levanta a hipdtese de que danos genéticos
sejam causados pela ingestdo de Brassica oleracea var, Itdlica cultivadas em area de

mineragao.
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivos Gerais

Avaliar o potencial genotoxico de folhas de brocolis cultivadas sobre depositos
controlados de rejeitos da explotacdo do carvao em células sanguineas, hepaticas, cortex e

medula 6ssea de camundongos.

1.6.2 Objetivos Especificos

e Verificar a Frequéncia de Dano (FD) ¢ o Indice de Dano (ID) presentes no
DNA de células sanguineas, hepaticas e cortex de camundongos expostos e
ndo expostos a alimentagdo com suco de Brassica oleracea var. italica
(brocolis) cultivadas sobre depositos de rejeitos da explotacao do carvao;

e Avaliar a mutagenicidade do suco de Brassica oleracea var. italica
(brocolis) cultivadas sobre depositos de rejeitos da explotacdo do carvao em

células de medula 6ssea de camundongos.
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2 METODOLOGIA

2.1 ANIMAIS E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Foram utilizados 36 camundongos Swiss, machos, adultos, provenientes do
biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), mantidos num ciclo claro-
escuro de 12 horas, agua e comida oferecidas ad libitum. Esse projeto foi aprovado pela

Comissdo de Etica no Uso de Animais, segundo o n° de protocolo 110/2011.

2.2 LOCALIZACAO E DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

O local de coleta das amostras foi na Unidade Mineraria II da Carbonifera
Cricitima S.A, coordenadas 28°47°19’S e 49°26°32°°O, Municipio de Forquilhinha, Santa
Catarina, Brasil (Fig. 6).A horta foi construida sobre um antigo depdsito de rejeito da
explotacdo do carvao. Segundo informacgdo pessoal do Engenheiro responsavel, neste
deposito, a ultima camada de rejeitos depositados foi recoberta por uma camada de
aproximadamente 0,50 m de argila de alta densidade. Sobre esta camada de argila, foi
espalhada uma camada de solo vegetal de aproximadamente 0,30 m, material obtido da

zona superficial (0 a 0,30 m) do perfil natural do solo de uma area de empréstimo, e sobre

esta camada de solo vegetal foram construidos os canteiros da horta.

Figura 6 - Localizagdo da Unidade Mineraria " da Carbonifera Criciima S.A., A: localizagdo da horta
experimental.
Fonte: Google Maps
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Os canteiros foram construidos a partir de uma mistura de solo vegetal, cama
de aviario e cinza de casca de arroz queimada. Recebe ainda, além de tais materiais,
adubacdo quimica com adubo NPK. A horta ¢ cultivada o ano inteiro, sendo as hortalicas

destinadas a alimentacdo dos funcionarios.

2.3 HORTALICAS E PREPARO DA AMOSTRA

A hortali¢a Brassica oleracea (brocolis) foi fornecida de uma horta construida
sobre depositos controlados de explotagdo do carvao (grupo teste). O grupo controle foi
composto de hortalicas tipo brdcolis, fornecidas pelo senhor Pedro Alcino Budny, um
produtor organico certificado do municipio de Igara, SC. O modelo animal de exposi¢do as
hortaligas foi feito por meio de gavagem do suco da hortalica obtido através do uso de um
processador de alimentos, em uma dose de 0,1 mL/10 g de peso corporal. A fig. 7 mostra a

administracao do suco por gavagem.

Figura 7- AdIninistfaQio do suco por gavag-em
Fonte: Autor

2.4 DESENHO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado através da administragdo de agua destilada e suco

(extrato) da planta, seguindo o desenho experimental abaixo:
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Os animais foram divididos em 3 grupos, constituindo 6 animais por grupo e
tratados com uma unica administragdo dos sucos ou controles por gavagem. As coletas de
sangue foram feitas em 3h, 6h e 24h apds a administragdo aguda por incisdo na veia
caudal.

Grupo 1 — controle negativo —administra¢do de agua destilada;

Grupo 2 — suco de folha de brécolis cultivada de modo orgénico;

Grupo 3— suco de folha de brocolis cultivada sobre depdsito controlado de rejeito
da explotacdo do carvao;

Apds 24 horas, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, e foi

coletado figado e cortex para o ensaio cometa e medula dssea para o teste de micronucleo.

2.5 ENSAIO COMETA

O emprego do Ensaio Cometa foi realizado seguindo os protocolos
internacionais ja estabelecidos para a sua realizacdo (TICE et al., 2000). O preparo das
laminas foi realizado a partir da mistura de 5 pL de sangue com 95 pL de agarose Low
Melting Point (0,75%). Colocou-se entdo, tal mistura em laminas de microscopio pré-
revestida com agarose normal (1,5%), cobrindo posteriormente com uma laminula e
levando, entdo, a geladeira por aproximadamente 5 minutos para solidificacdo. Logo apos,
as laminulas foram cuidadosamente retiradas e as laminas imersas em tampao de lise (2,5
NaCl, 100mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢do na hora do uso de 1% de
Triton X — 100 e 10% DMSO) a 4° C por um periodo minimo de 1 hora e méximo de duas
semanas. ApoOs este periodo as laminas fordo incubadas em tampao alcalino (300mM
NaOH e ImM EDTA, pH>13) por 20 minutos para que ocorra o desenovelamento do
DNA. Realizou-se entdo a corrida eletroforética a 25V e 300mA por 15 minutos. Todas as
etapas ocorreram sob luz indireta. Logo apos, as laminas foram neutralizadas com 0,4 M
Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado para analise em microscopio optico(COLLINS,
etal., 1999).

Foi realizada a avaliagdo de 100 células por individuo e por tecido (50 células
em cada lamina duplicada). Foram avaliadas visualmente, sendo classificadas em cinco
classes de acordo com o tamanho da cauda, sendo 0 a classifica¢do para auséncia de cauda,
ou seja DNA sem dano, até quatro para o comprimento maximo de cauda. Tendo assim um

Indice de Danos (ID) para cada grupo variando de 0 (100 x 0 = 0; 100 células observadas
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sem dano) a 400 (100 x 4 = 400; 100 células observadas com dano maximo). Calculou-se a
Frequéncia de Dano (FD em %) em cada amostra com base no ntimero de células com
caudas vs. nimero de células sem cauda (COLLINS, et al., 1999). A fig. 8 mostra os

ntcleos e seus respectivos danos no DNA.

Tabela 1: Classes de Dano obtidas pelo Teste Cometa

Dano observado no DNA Cabeca/Cauda Classe de dano

Ty
5 Sem canda 0
<l [

|
=
B

I¥
X7
"

Sem cabeca 4

Fonte: VILLELA et al., 2006

2.6 TESTE DO MICRONUCLEO (MN) EM MEDULA OSSEA

O teste do micronicleo foi realizado segundo os protocolos padroes
internacionais (MAVOURNIN et al., 1990). Apos a eutandsia, retirou-se a medula 6ssea do
fémur dos camundongos com o auxilio de uma agulha histologica. Com este material
foram feitas duas laminas por animal, macerando a medula com soro bovino fetal sobre
uma lamina de microscopia, fazendo-se um esfregaco direto. Apods a secagem das laminas,
estas foram coradas com Giemsa 10% em tampédo fosfato pH 5,8, por 5 minutos, sendo
logo apods analisadas por um observador cego. Foram analisados 2000 Eritrocitos

policromaticos (EPCs) por animal, sendo a deteccao dos efeitos de citotoxicidade realizada
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através da contagem de EPCs em relagdo aos Eritrocitos normocromatico (ENCs) em 100

células (EPC/ENC).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram apresentadas em média £ D.P. de 6 animais para cada
tempo em cada grupo. Diferencas entre os grupos foram avaliadas por andlise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de Tukey e quando necessario foi usado o teste Kruskall-
Wallis seguido do teste de Dunn. Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa
estatistico BioEstat 5.0. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A minerag¢do de carvao tem uma potencial capacidade poluidora, contém uma
mistura heterogénea de mais de 50 elementos, incluindo os 6xidos e outros elementos
como silica, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), metais pesados e cinzas
(LEON et al., 2007).

Uma das formas principais de contaminacao pelo carvao ¢ a poluicdo hidrica,
que é observada nas areas de mineragdo e ¢ decorrente da geragdo de efluentes acidos
provenientes das minas e principalmente dos rejeitos de carvdo. Esta caracteristica acida
dos efluentes da mineragdo ocorre principalmente pela presenca da pirita (FeS,), um
mineral sulfetado muito comum nos carvdes brasileiros, principalmente em Santa Catarina,
onde cerca de 8% do carvido bruto é formado por enxoftre piritoso (GOTHE, 1993 apud.
LEFFA).

Muitos desses elementos estdo presentes nos rejeitos do carvao, enriquecidos
com substancias genotoxicas e com alto risco toxico, podendo provocar alteracdes nas
células, tecidos, populacdes e ecossistemas (AGOSTINI et al. 1996; SANCHEZ-CHARDI
et al., ,2008).

Extratos de carvdo tém demonstrado citotoxicidade e mutagenicidade em
organismos de mamiferos (ULKER et al., 2008 apud. MONTALVO et. al.; 2012). Shins et.
al. (1995) apresenta em um estudo, um alto dano oxidativo em DNA de linfocitos retirados
de mineradores de minas de carvao.

As plantas também podem ser danificadas quando expostas ao excesso de
metais pesados em seu ambiente de crescimento (CARDOSO; NAVARRO; NOGUEIRA,
2003). Um estudo mostra a potencial genotoxicidade do Fe em arroz (Oryza sativa L.)
(STEIN, 2009).

Um outro estudo mostra efeitos de fitotoxicidade, como reducdo no
crescimento de raizes em Allium cepa expostas ao sedimento de banhados de biopolimento
de efluentes de mineracdo (MANOEL, 2009).

Silva (2010) demonstrou a presen¢a de metais como Fe, Mn, Zn, Cu, Co entre
outros em sedimento de acudes afetados por rejeitos de mineragdo. Outro estudo ainda,
encontrou tais metais em sedimentos de banhado de biopolimento de efluentes de mina
(MANOEL, 2009) .

Neste estudo foram empregados o ensaio cometa e o teste de microntcleos,

deve-se, porém considerar que as duas técnicas possuem natureza distinta, com vantagens e
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restricdes, o ensaio cometa detecta lesdes reversiveis, enquanto que o teste de micronucleo
detecta lesdes mais persistentes a0 DNA e nao passiveis de reparo (SOUZA, 2005).

No ensaio cometa, foram avaliados os parametros de frequéncia e indice nos
grupos controle, hortalicas organicas e hortaligas de mina, em sangue em trés tempos
diferentes apo6s a administragdo (3, 6, 24h), figado e cortex.

Os resultados do Ensaio Cometa no sangue periférico de animais tratados com
o suco de brocolis orgénico ¢ da mina, bem como o controle negativo estdo apresentados
na Tabela 2.

Foram feitas 3 coletas de sangue (3h, 6h e 24h) de modo a avaliar o pico de
genotoxicidade, bem como levar em consideragdo o reparo do material genético.

O controle se mostrou significativamente maior do que o grupo de hortalicas
organicas em ambos os parametros (ID e FD). Apesar de estatisticamente significante,
biologicamente, essa diferenca ndo ¢ valida, considerando-se que os valores sdo muito
baixos, dentro dos limites considerados normais para esse teste. E € necessario ainda levar
em consideracdo o adoecimento dos animais, bem como feridas pelo corpo, hematuria,
levando a um estresse comportamental o que supostamente pode induzir estresse nos

animais, que pode também levar a um estresse oxidativo, causando danos do DNA.

Tabela2- Detecgdo de danos em DNA de sangue periférico de Mus musculus em diferentes
tempos, ao suco de Brassica oleracea Var. Italica cultivada em area de explotagdo de
carvao, usando o Ensaio Cometa.

Sangue
Grupo Analise 3h 6h 24h
Controle ID 7,50+4,60%*! 10,86+8,69 8,30+5,01
FD 4,75+3,28%2 6,88+4,21 5,50+3,44
Organica ID 1,00+1,26 3,50+2,35 4,83+5,64
FD 0,83+0,98 3,00+2,00 2,67+2,73
Mina ID 6,57+4,47 17,13+14,11 5,56+5,20
FD 2,88+2,53 8,50+6,65 3,56+3,28

*Diferenga significativa em relagdo ao grupo de hortaligas organicas 1- p=0,0244, 2- p=0,0052 (Kruskal-
Wallis)
ID= Indice de dano FD= Frequéncia de dano

Leffa (2008) realizou estudos com caracoéis expostos em rejeitos de mineragao,
utilizando a metodologia do ensaio cometa na hemolinfa dos animais, em diferentes
periodos de tempo, sendo que os rejeitos se mostraram genotoxicos apenas apos 24 horas

de exposi¢do, apresentando o maior indice de dano apds 48 horas de exposi¢do, o que pode
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sugerir que se necessite de uma exposi¢do por um periodo de tempo maior para se observar
um dano significativo.

E necessario ainda levar em consideragio o mecanismo de reparo,
considerando que células sanguineas se renovam com maior facilidade. Outra hipotese €
tipo de dano causado.

Os micronucleos podem ser formados por quebras na fita dupla de DNA e
ficarem excluidos das células filhas durante a divisdo celular (SALAMONE et. al., 1980).
Esse tipo de dano pode ser detectado também pelo ensaio cometa. Porém, os micronucleos
também podem ser formados se cromossomos inteiros ficarem excluidos do nucleo (efeito
aneugénico) ¢ esse tipo de mutacdo dificilmente é detectado pelo ensaio cometa
(FREITAS, 2007).

Os resultados do ensaio cometa para o figado estdo representados na Tabela 3.

Tabela3- Detecgdo de danos em DNA de células hepaticas de Mus musculus em diferentes
tempos, ao suco de Brassica oleracea Var. Italica cultivada em area de explotacdo de
carvao, usando o Ensaio Cometa.

Figado
Grupo FD ID
Controle 50,93 + 30,00 167,53 + 127,73
Organica 76,17 +22,52! 225,83 + 131,377
Mina 67,78 + 15,23 218,89+ 58,00

ID= Indice de Dano (0 = sem danos; 400 = dano maximo), FD = Frequéncia de Danos (%), valores avaliados
em Média + Desvio Padrdo. 1- p=0,087, 2-p=0,05688

Nao houve significancia de dano entre os grupos para ambos os parametros (ID
e FD). Esses resultados se assemelham aos de Gongalves (2012), no qual camundongos
foram tratados com suco de Lactuta sativa L. e ndo apresentaram danos significativos em
células hepaticas.

Os resultados do ensaio cometa para o cortex estdo representados na Tabela 4.
O grupo mina apresentou significancia de dano em relagdo ao grupo organico e ao grupo
controle, para ambos parametros (ID e FD), sendo ID e FD do grupo mina superiores aos
grupos controle e mina.

Nao houve dano significativo entre os grupos controle e organica.
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Tabela4- Detec¢do de danos em DNA de células de cortex de Mus musculus, ao suco de
Brassica oleracea Var. Italica cultivada em area de explotagdo de carvao, usando o Ensaio
Cometa.

Cortex
Grupo FD ID
Controle 29,92+21,93 57,67+58,21
Orgéanica 39,00+21,36 58,83+32,24
Mina 93,11+4,51* 330,11+29,21%*

*Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle e ao grupo organica (p<0,0001) (Kruskal-Wallis)
ID= Indice de Dano (0 = sem danos; 400 = dano maximo), FD = Frequéncia de Danos (%), valores avaliados
em Média + Desvio Padrdo.

O cortex apresentou elevados valores de danos nos grupos, em ambos os
parametros (ID e FD) e mostrou o grupo mina com danos significativamente maiores do
que os grupos controle e hortalicas organicas. Gongalves (2012) também apresentou
resultados parecidos estes, para camundongos tratados com suco de Lactuta sativa L.,
apresentando valores de danos elevados e danos significativos no grupo mina em relagdo
aos grupos controles de hortalicas organicas.

Estudos atribuem ao Mn um potencial efeito toxico ao sistema nervoso. Dos
Santos (2009) apresenta um estudo do mecanismo de toxicidade do Mn no sistema nervoso
central, que apresenta um potencial para causar uma sindrome que se assemelha a Doenga
de Parkinson, que ¢ caracterizada por deficiéncia intelectual e alteragdo no estado de
humor.

Outro metal, também citado como responsavel por efeitos neurotoxicos ¢ o Fe.
Fernandez et. al. (2007) faz uma revisdo acerca de efeitos neurodegenerativos do Fe.
Contudo, ha poucos estudos acerca de efeitos genotdxicos em cortex.

A tabela 5 ilustra os resultados do teste de micronucleos realizado em células
de medula 6ssea de camundongos tratados com os dois tipos de brocolis (organico e mina)
e com agua destilada (controle negativo) sob dois aspectos: relacio EPC/ENC (pardmetro
de toxicidade) e a frequéncia de micronticleos (parametro de mutagenicidade).

Para a frequéncia de micronucleos o grupo mina apresentou uma diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle e ao grupo de hortalicas orgénicas, com valores de
p< que 0,05 (Kruskall-Wallis-Dunn). E para a relagdo EPC/ENC o grupo de hortaligas

organicas e mina diferiram do controle, com o p< 0,05 (Kruskall-Wallis-Dunn).
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Tabela 5: Avaliacdo da mutagenicidade em camundongos expostos e ndo expostos ao
tratamento de forma aguda e cronica ao suco de Brassica oleracea cultivada em area de
explotacdo de carvao, usando o Teste de Micronucleos em medula dssea.

Grupo MNEPC EPC/ENC
Controle 0,13+0,35 0,65+0,10
Orgéanica 0,60+0,89 1,87+0,51#
Mina 7,11+2,32% 1,55+0,51#

*Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle e ao grupo organica p< 0,05(ANOVA, Kruskall-
Wallis-Dunn)

# Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle p<0,05( Tukey)

Eritrocitos Policromaticos, ENC = Eritrocitos Normocromaticos, MNEPC =Eritrocitos Policromaticos
Micronucleados, MNENC = Eritrocitos Normocromaticos Micronucleados; Valores avaliados em
Média £Desvio Padrao.

O Teste de Micronucleo em medula 6ssea de camundongo ¢ amplamente
utilizado na avaliacdo da acdo genotoxica de substancias quimicas (PEREIRA et al., 2008;
LI et al., 2007; ACEVEDO et al., 2006 apud. MEIRELES, 2012). Os micronticleos (MN)
sdo estruturas que resultam de fragmentos cromossdmicos ou de cromossomos inteiros que
se perdem na divisdo celular e assim, ndo sdo incluidos nos nucleos das células filhas,
permanecendo no citoplasma das células interfasicas (HEDDLE et al., 1973). Na telofase
essas regides cromossdmicas sao incluidas nas células filhas onde podem fundir com o
ntcleo principal ou formar um ou mais, pequenos nucleos secundarios no citoplasma, os
micronucleos (SARTO et. al., 1987). Desse modo o micronucleo pode ser considerado um
marcador biotecnolédgico eficaz na avaliagdo de efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos de
agentes potencialmente genotoxicos (MEIRELES, 2012).

O micronticleo desenvolvido com material de medula ¢ssea de roedores ¢ um
teste aceito pelas agéncias internacionais e institucionais governamentais para avaliagdo de
genotoxicidade. E utilizado na bateria de testes recomendada para se estabelecer a
avaliacdo e o registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente
no mercado mundial (CHOY, 2001 apud. MEIRELES, 2012).

No nosso estudo, o teste de micronucleos indicou uma maior incidéncia de
micronucleos encontrados no grupo tratado com B. oleracea da area de mineragdo em
relagdo ao grupo tratado com B. oleracea organica e ao controle negativo (agua destiliada).
Esse resultado indica acdo genotoxica das hortalicas cultivadas na area de mineragdo
estudada.

Diversos autores tém relatado a agdo genotoxica dos rejeitos de carvdo e dos
metais presentes. Montalvo (2012) demonstrou, utilizando o teste de micronticleos, o efeito

mutagénico em M. musculus e I. iguana coletadas proximas a areas de mineracdo na
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Colombia. LEFFA (2008) faz uma revisdo acerca dos mecanismos de genotoxicidade de
metais em areas de minera¢do de carvao. Um estudo utilizando o ensaio cometa e o teste
de microntcleos foi feito na bacia hidrografica do lago Guaiba, no Rio Grande do Sul e
mostrou uma indugdo de dano no mexilhdo dourado (Limnoperna fortunei) expostos em
amostras de agua do rio Jacui, na qual houve atividades de extracdo de carvao no passado.
(VILLELA, 2006).

Como mostrado, varios estudos apresentam resultados concordantes com os
nossos, indicando potencial efeito genotdxico e mutagénico causados em diferentes
espécies de plantas e animais por parte de rejeitos de carvao e metais pesados encontrados
nos mesmos. Embora outros testes sejam necessarios para se conhecer os metais
envolvidos nos processos de mutagenicidade e genotoxicidade, os nossos resultados ja

demonstram tais efeitos associado ao consumo da hortali¢a estudada.



32

4 CONCLUSAO

A Brassica oleracea cultivadas sobre o rejeito de carvao apresentaram uma
potencial capacidade genotoxica, demonstrada no teste de micronicleos € no ensaio
cometa em células de cortex. O consumo de tal hortalica pode oferecer danos a satide
humana, tendo em vista que se mostrou mutagénico quando avaliada pelo teste de
micronucleo em medula dssea e genotoxico em células do cortex, demonstrado pelo ensaio
cometa.

Mais estudos sdo necessarios para termos uma avaliacdo mais precisa das agoes
toxicas e genotoxicas que podem ser causada pela B. oleracea cultivada em area de
mineracdo, dentre eles podemos citar a identificacdo de metais presentes, tanto no solo
como na hortalica e a realizacdo de um estudo de tratamento cronico, envolvendo um

maior tempo de tratamento para se avaliar efeitos genotoxicos sob uma maior exposi¢ao.
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