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Resumo

O crescimento desordenado de cidades, o uso ndo-sustentavel de recursos hidricos, atividades
extrativistas, poluentes e o aquecimento global, sdo componentes da recente crise hidrica e de seu
impacto na manutencdo da vida nos diferentes ecossistemas e na saide uUnica. A qualidade
comprometida da dgua causa riscos a saide humana e dos organismos nas mais diferentes e intrincadas
relacdes ecoldgicas. O emprego de sistemas testes eficazes e acessiveis torna-se cada vez mais
necessario para avaliar o potencial de risco de recursos hidricos. Nesse sentido, Aspergillus nidulans
(Ascomicota), ¢ um organismo modelo ha mais de 50 anos, empregado em diversos estudos de genética
de eucariotos. O fungo possui um sofisticado mecanismo de regulacdo da expressdao de genes que
controlam o desenvolvimento vegetativo. Assim, a analise da germinacdo de conidios constitui uma
importante ferramenta para avaliar a bioatividade de diferentes alvos de estudo. Dessa forma, o objetivo
do presente trabalho foi verificar o potencial citogenotoxico de dgua de cinco bacias do municipio de
Fernandopolis, Sao Paulo, na germinagdo de conidios de A. nidulans e, validar o uso desse bioensaio
como parametro preditivo de citogenotoxicidade de amostras ambientais. O teste de citogenotoxicidade
indicou aumento significativo de conidios mortos para o ponto B e de malformados em todos os pontos
analisados, evidenciando potenciais riscos a saide humana e ambiental e a necessidade de intervencdes
para mitigar a poluicao. A germinagado de conidios de A. nidulans se mostrou um potencial bioindicador
de citogenotoxicidade de amostras ambientais.
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INTRODU(;AO

No Brasil, mais de 80% da populagdo vive em cidades, o que resulta em problemas como
impermeabilizagao do solo, ocupagdo de areas de protecdo dos rios, desmatamento € aumento de
residuos nos corpos hidricos (Christofidis; Assumpg¢ao; Kligerman, 2019). Defluvios superficiais
urbanos afetam a qualidade da &4gua, transportando sedimentos, nutrientes, matéria organica,
microrganismos, hidrocarbonetos, metais pesados e substincias toxicas. Superficies como ruas e
telhados sdao grandes fontes de poluicdo para o escoamento urbano, resultando em aguas pluviais
contaminadas, cuja qualidade depende do tipo de ocupacao da bacia (Freitas, 2013).

A poluicdo de aguas superficiais gera impactos ambientais complexos. Estudos sobre o
diagndstico ambiental dessas dguas sdo relevantes, pois, essas podem ser contaminadas por multiplos
agentes (Guedes, 2011), oriundos de residuos sanitarios, industriais, agricolas e até domésticos que
entram nos rios por descarga aquosa direta (White; Rasmussen, 1998; Vargas; Ducatti; Horn., 2001;
White; Claxton, 2004).

Segundo Matsumoto et al. (2006), muitos mutdgenos, como metais pesados, podem ser
encontrados nessas aguas e sao capazes de induzir tumores em humanos e animais experimentais, além
de contaminantes como hidrocarbonetos de petrdleo e fitossanitarios que podem gerar efeitos toxicos
diretos, quando liberados em ambientes aquaticos (Fleeger; Carman; Nisbet, 2003). Além disso,
ensaios com amostras de efluentes industriais revelam que estas misturas complexas podem incluir
potenciais agentes carcinogénicos, nao identificados e nao regulamentados (Claxton; Houk; Hughes,
1998; Ohe; Watanabe; Wakabayashi, 2004).

A analise da genotoxicidade ¢ um parametro importante para avaliar o risco genético para os
seres humanos e toda a biota da area de exposi¢cdo. A deteccdo e o entendimento das propriedades
desses agentes permitem avaliar os efeitos deletérios para os organismos (Dallegrave, 2006). Portanto,
a avaliagdo de efluentes torna-se necessaria, quanto a possibilidade de contaminagao ambiental causada
por residuos que podem, além de degradar o ambiente, desencadear um efeito direto na satide humana

e ambiental, pela presenga de compostos toxicos, citogenotdxicos, mutagénicos e/ou carcinogénicos.
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Aspergillus nidulans (Ascomicota), ¢ um modelo bioldgico consagrado em estudos de genética
de eucariotos. O fungo possui um sofisticado mecanismo de regulacdo da expressdo de genes que
controlam o desenvolvimento vegetativo (Guidoti, Guidoti; Rocha, 2020). Segundo Sousa et al. (2009),
A. nidulans é uma alternativa eficaz na avaliagdo de mutagenicidade por ser uma célula eucariodtica com
mecanismos genéticos e celulares mais complexos que a Salmonella thyphimurium, utilizada no teste
de Ames. Apesar de limitacdes envolvidas no uso de fungos como uma alternativa para mamiferos,
incluindo diferencas no ambiente molecular e genético, 4. nidulans permite uma rapida triagem da
atividade biologica dos agentes, da mesma forma que o teste de Ames.

Diante disso, o objetivo do presente foi verificar o potencial citogenotdxico de dgua de cinco
bacias do municipio de Fernandopolis, Sao Paulo, na germinagdo de conidios de 4. nidulans e, validar

o uso desse bioensaio como parametro preditivo de citogenotoxicidade de amostras ambientais.

METODOLOGIA

Localizacao, caracteristicas dos pontos de amostragem e coleta de amostras

O trabalho foi conduzido em cinco bacias hidrogréficas urbanas (bacias A, B, C, D e E) do
municipio de Fernandopolis, Sao Paulo, todas localizadas entre as latitudes 20°14'34,04" e
20°18"24,04" Sul e longitudes 50°12'26,07" e 50°17'35,00" Oeste (figura 1), sendo que cada bacia
corresponde a um ponto de coleta.

O clima da regido de Fernandopolis, de acordo com a classificagdo de Koppen, € subtropical
umido, Aw, com inverno seco € ameno e verao quente e chuvoso (Rolim et al., 2007). De acordo com
o balango hidrico climatoloégico normal ponderado do municipio de Fernandopolis, a precipitagdo
média anual ¢ de 1.321 mm, com oito meses de deficiéncia hidrica e o més de agosto o de maior déficit
hidrico (Lima et al., 2009). Os solos que ocorrem na area urbana, de acordo com Oliveira et al. (1999)
apud Vanzela (2012), sao do grupo PVA1 (Argissolos Vermelhos-Amarelos) e PVA10 (Argissolos

Vermelhos-Amarelos, Argissolos Vermelhos distroficos e Latossolos Vermelhos).
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Figura 1. Bacias hidrograficas urbanas localizadas no municipio de Fernandopolis, Noroeste Paulista.
A, B, C, D e E: pontos de coleta. Fonte: Google Earth (2016).

As amostras de agua de cada ponto foram coletadas, em garrafas estéreis, a meia profundidade
e no eixo central dos cursos d’agua no més de abril de 2015. As coletas foram realizadas no periodo
vespertino, com tempo bom, temperatura média de 28°C, umidade relativa do ar entre 39-83%, com

precipitacao média anual de 1.321mm (CITAGRO, 2016).

Analise de citogenotoxicidade na germinacio de conidios de Aspergillus nidulans
A linhagem utilizada foi a bidImethG1l — biAl (I) requisito para biotina e methGI (IV)
requisito para metionina, de conidios com coloragdo verde, crescimento e esporulacdo normais,
gentilmente cedida pela Universidade de Glasgow, Escocia. O crescimento da linhagem foi feito em
meio completo (MC) s6lido, preparado conforme Pontecorvo et al. (1953) e Clutterbuck (1974).
Foram coletados conidios de coldnias de cinco dias cultivadas em MC so6lido a 37°C em Tween
80 (0,01%) e filtrados em 1a de vidro. Para o controle negativo, foi utilizada dgua destilada; o controle

positivo, com 4gua destilada, foi irradiado com luz UV por dez segundos (0,24 mJ/cm?) para inducio
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de mutagdo e morte. Suspensdes de esporos foram tratadas por 2h com as amostras de dgua dos cinco
pontos de coleta, sendo 100 pL de suspensao para 1 mL de 4gua dos diferentes pontos em estudo.

As suspensdes de conidios (=500 x 104 esporos mL™") foram inoculadas em MC liquido. Em
seguida, 100 pL de suspensdo de cada condi¢dao foram transferidas para laminas de microscopia em
camara umida e incubados a 37°C por sete horas. Apoés o periodo de incubagdo, trés ldminas de cada
condi¢do foram analisadas em microscopio Optico, (aumento final de 200x), por meio de captura de
imagem (Canon EOS Rebel 3TI), com adaptador SLR/DSLR NDPL-2 (2x). Em cada leitura, foram
analisados, randomicamente, 200 conidios e calculadas as porcentagens de conidios germinados,
mortos ¢ malformados.

No ensaio da germinacao, a estimativa de sobrevivéncia considera vivos os conidios em botdo
e germinados; e mortos os conidios dormentes € embebidos; a estimativa de malformados considera os

conidios com morfologia e crescimento anormal do segundo tubo de germinagao (figura 2).

Figura 2. Fases da germinac¢do de conidios de Aspergillus nidulans e morfologia de conidios
malformados. Aumento final de 200x com adaptador SLR/DSLR NDPL-2 (2x). A. Dormente; B.
Embebido; C. Botao; D e E. Germinados; F, G ¢ H. Malformados. (Guidoti, Guidoti € Rocha, 2020).

Os resultados da analise de germinacao de conidios de 4. nidulans podem ser interpretados
em duas situacdes: quando ocorre um aumento do niumero de conidios mortos sem alteragdo do nimero
de conidios malformados, ha indicacdo de que a substancia analisada ¢ citotoxica, enquanto que o
concomitante aumento do niamero de conidios mortos e malformados indica que a substancia teste ¢

citogenotoxica.
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Os resultados dos ensaios de toxicidade e citogenotoxicidade foram submetidos a comparacao

de médias, utilizando como referéncia o erro padrdo da média (EPM), conforme Graveter e Wallnau

(1995), e analisados por meio de Anova (One-Way), com p< 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds o periodo de sete horas de incubagdo, os conidios geminados, malformados e mortos

foram contabilizados para cada tratamento e foi realizada a andalise de variancia (ANOVA One-Way,

p<0,05) das médias de conidios mortos e malformados apresentados na figura 3.
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Figura 3. Porcentagens de conidios mortos e malformados de Aspergillus nidulans, tratados com
amostra de dguas das cinco diferentes bacias hidrograficas de Fernandoépolis - SP. CO™: controle
negativo com agua. CO": controle positivo com agua (irradiado com UV). *Significativamente

diferente do controle negativo (ANOV A one-way, p<0,05).

A porcentagem de conidios mortos no ponto B foi significativamente maior em relagcdo ao

controle negativo, indicando que essa amostra apresentou efeito citotdoxico, na forma e no tempo de

tratamento empregados. A andlise de conidios malformados mostrou um expressivo aumento no ponto

B (28,5%) quando comparado ao controle negativo (6,1%), superando, inclusive, o controle positivo

(22,6%) que utilizou luz ultravioleta para indu¢do de mutagdo. A luz ultravioleta ¢ um comprovado
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agente mutagénico que promove a formac¢ao de dimeros entre pirimidinas adjacentes no DNA (Blagoev
et al.,2006). Em A. nidulans mesmo em dose minima, ¢ capaz de causar danos ao genoma, diminuindo
a viabilidade e aumentando significativamente a frequéncia de mutagado (Palioto; Palioto; Rocha, 2010).

O aumento de conidios malformados foi constatado, ainda, no ponto C (15,7%), seguido dos
pontos D, E e A (14,7%, 12,3% e 11,8%, respectivamente), todos significativamente maiores que o
controle negativo, indicando efeito genotoxico dessas amostras sobre os conidios em germinagao.

Os pontos analisados recebem aguas urbanas, rurais e/ou do parque industrial do municipio de
Fernandopolis, como ¢ o caso do ponto E, que também recebe agua lixiviada do campo experimental
da Universidade Brasil. A contaminagdo por solventes organicos de origem comercial ou industrial,
detergentes, produtos fitossanitarios, entre outros, podem contribuir para o efeito citotoxico do ponto
B e genotodxico de todos os pontos ensaiados.

Residuos industriais perigosos contém substancias organicas e/ou inorganicas que oferecem
preocupacgdo quanto sua liberacdo na natureza, pela possibilidade de gerarem uma diversidade de
problemas ambientais, em resultado de sua biodegradagdo (Kaewsarn; Yu, 2001; Yan; Viraghavan,
2001; Bansal, 1996). Substancias inorganicas podem ser bioacumulativas na cadeia alimentar, afetando
diferentes ecossistemas e, também, a saide humana (Bakkaloglu et al., 1998; Yetis et al., 1998).

O ponto B, em que ocorreu o maior aumento do nimero de conidios mortos e malformados,
recebe agua lixiviadas de um cafezal e dos bairros residenciais que o circundam. Agroquimicos
utilizados no combate a pragas e doengas poderiam promover a citogenotoxicidade detectada pelo
bioindicador empregado. Além disso, segundo Bolelli ef al., (2020), a auséncia de mata ciliar facilita a
entrada desses componentes quimicos, o que pode resultar na citogenotoxicidade observada no presente
trabalho, pois, quando h4 vegetacdo riparia, ocorre a reducdo significativa da possibilidade de
contaminacdo das aguas de rios por sedimentos, residuos agricolas, industriais ¢ domésticos,
conduzidos pelo escoamento superficial da d4gua no terreno (Bolelli ef al., 2020).

Defensivos agricolas podem conter, em sua composi¢ao, moléculas oxidantes que podem
formar radicais livres nos sistemas biologicos (Luz; Santos; Melo, 2003). Radicais livres sdo moléculas
altamente instaveis, que reagem com as estruturas celulares modificando a estrutura de lipidios e

proteinas de membrana, alterando a permeabilidade da célula (Andrade Junior et al., 2005). Estas
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alteragdes podem chegar ao nucleo celular e atingir o DNA, acarretando danos que podem desencadear
distarbios graves como o cancer (Ferreira; Matsubara, 1997). Além disso, varios agrotoxicos foram
submetidos a testes e se revelaram potencialmente genotdxicos (Bolognesi et al., 2003).

Quando langados no ambiente, os agrotoxicos sao capazes de interagir com o organismo vivo,
causando multiplas alteragdes que podem gerar graves desequilibrios ecolégicos, dependendo do grau
de contaminacdo e do tempo de exposi¢do (Younes; Galal-Gorchev, 2000). Além disso,
aproximadamente 20% de todos os pesticidas conhecidos sdo suspeitos de serem carcinogénicos e
ainda, podem afetar o sistema imunoldgico, ou apresentar atividade teratogénica e mutagénica
(Ecobichon, 1996).

Aspergillus nidulans ¢ um importante organismo utilizado no estudo da genética dos
eucariotos (Osmani; Mirabito, 2004). Um exemplo cléssico do emprego de 4. nidulans como sistema
teste em toxicologia genética ¢ o sistema metionina, desenvolvido por Lilly (1965), que permite analisar
o efeito mutagénico de agentes fisicos ou quimicos em A. nidulans, baseado na reversdo do carater
requerimento para independéncia de metionina. Em trabalho anterior, Guidoti; Guidoti; Rocha (2020),
realizaram um ensaio empregando o desenvolvimento vegetativo, que inclui a germinagdo de conidios
de A. nidulans, como parametro preditivo de citogenotoxicidade e/ou antigenotoxicidade de substancias
testes, utilizando a bromelina, que foi amplamente testada por outros bioensaios.

Segundo Sousa et al. (2009), Aspergillus nidulans ¢ uma ferramenta eficaz na triagem da
bioatividade de agentes sobre o material genético, do mesmo modo que o teste de Ames. Em seu
trabalho, esses pesquisadores utilizaram A. nidulans como organismo teste para avaliar o efeito
genotoxico de mercurio associado a purificacdo do ouro. Os resultados evidenciaram que o uso de 4.
nidulans representa uma avaliacdo rdpida e eficiente dos riscos ecotoxicoldgicos, assim como
constatado no presente trabalho, por meio da andlise preditiva de parametros citologicos no
desenvolvimento vegetativo em A4. nidulans. Diante disso, o emprego de A. nidulans pode identificar
0s potencias riscos ambientais induzidos por um unico agente quimico (Zucchi et al., 2005, Miyamoto
et al., 2007, Salvador et al., 2008, Stoll et al., 2008), assim como misturas heterogéneas. O uso de
sistemas bioldgicos para avaliagdo da genotoxicidade ambiental, fornece uma visao sobre o aumento

das taxas de muta¢ao no pool genético dos organismos (Lewis; Daniels; Chancy, 2006).
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CONCLUS()ES

O potencial citotoxico mostrado pelo aumento de conidios mortos no ponto B e o potencial
genotoxico, com o aumento do niumero de malformados em todas as bacias analisadas, indicam
potenciais riscos a saide humana e ambiental e a necessidade de intervencdes para mitigar a poluigao.
Assim, ¢ essencial que estratégias de manejo sustentavel e restauracdo ambiental sejam implementadas
para proteger as bacias hidrograficas e garantir a qualidade da agua, preservando a biodiversidade e a
saude. Vale destacar ainda, que o presente trabalho foi pioneiro em empregar parametros preditivos
citologicos na germina¢do de conidios de Aspergillus nidulans para avaliar o potencial citogenotoxico

em analises ecotoxicoldgicas.
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