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RESUMO

Considerando que os efluentes hospitalares possuem carga poluidora potencialmente tdxica
e genotdxica, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver a metodologia do Ensaio
Cometa com um organismo-teste amplamente utilizados em teste de toxicidade, Daphnia
magna, a fim de avaliar a genotoxicidade de efluente provindo do setor de lavanderia de um
hospital do Vale do Rio Pardo, RS. Foram realizadas coletas mensais do efluente entre os
meses de maio e julho de 2011. Apds a padronizacdo do Ensaio Cometa, os organismos
foram expostos a concentra¢des subletais do efluente (0,195; 0,39; 0,78; 1,56%) por um
periodo de 48 h. O ensaio foi realizado com modificagdes. Os resultados mostraram
diferencas significativas (p<0,01) entre o controle negativo e todas as concentracdes de
efluente testadas. Isso sugere que mesmo diluido a 0,195%, o efluente de lavanderia
hospitalar em questdo apresenta compostos com potencial de causar lesdao na molécula de
DNA. Assim, D. magna mostrou-se adequada para essa avaliagdo, bem como o Ensaio
Cometa, que é essencial para complementar outros ensaios, ja que apresenta maior
sensibilidade, fornecendo resultados importantes para a completa avaliacdo de efluentes.
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ABSTRACT

Considering that hospital waste waters present potentially toxic and genotoxic pollutants,
the aim of this study was developed and applied to Daphnia magna cells the Comet Assay, as
it is an animal generally employed in toxicity tests. The experiment was designed to evaluate
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the genotoxic potential of waste water from a hospital laundry, situated in the ‘Vale do Rio
Pardo’ region, RS. The waste water was sampled in three different months. After the assay
standardization, the organisms were exposed to sub lethal waste water concentrations
(0.195; 0.39; 0.78; 1.56%) during a 48 hour period. The Comet Assay was adapted to D.
magna cells. The results showed significative differences (p<0.01) between the negative
control and all concentrations tested. It suggests that, even at 0.195% concentration the
hospital waste water is able to cause damage to the DNA. In conclusion, this study
demonstrated that Comet Assay with D. magna was very effective at detecting the
genotoxicity potential of waste waters, which could be important in providing an accurate
data about environmental hazards caused by hospital waste water.

Keywords: Comet Assay. Daphnia magna. Genotoxicity. Hospital wastewater.

1 INTRODUCAO

A detecgdo de danos no DNA tem sido amplamente estudada através de métodos
laboratoriais a fim de entender os tipos de lesdes geradas e suas consequéncias em niveis
mais elevados da organizacdo bioldgica. As genotoxinas podem ndo s6é diminuir a
expectativa de vida dos organismos, como também afetar a biodiversidade intra e
interespecifica. Assim, maior entendimento sobre o tema torna-se necessario.

Enquanto as taxas de neoplasias em espécies de invertebrados sdo consideradas
baixas quando comparadas com a incidéncia de tumores em peixes, isso nao significa que os
agentes genotdxicos ndo apresentam efeitos nesses organismos. Segundo Atienzar et al.
(2001), em invertebrados o dano genético é manifestado como um conjunto de mudancas
patoldgicas, a chamada “sindrome da doenca genotdxica”. Nesse contexto, o efeito de
genotoxinas no crescimento, fecundidade, e mortalidade dos individuos sao particularmente
relevantes.

Testes de toxicidade aguda e/ou crénica normalmente utilizam o invertebrado
aquatico Daphnia magna Straus, 1820 (Crustacea, Cladocera), conhecido como pulga d’agua,
na avaliacdo de amostras aquosas. Esse é um organismo sensivel e de féacil cultivo
laboratorial, caracteristicas que o torna adequando para o uso em estudos de
monitoramento de efluentes.

Efluentes, como os de origem hospitalar, podem integrar ampla gama de
contaminantes que se associam no descarte, gerando um efluente final potencialmente
toxico e/ou genotodxico (FERK et al., 2009). Segundo Machado et al. (2007), os efluentes
gerados na lavanderia correspondem a cerca de 40% do volume de dgua utilizado nos leitos
de hospitais situados no Vale do Rio Pardo, RS. Assim, estudos sobre o impacto ambiental de
efluentes hospitalares sdo comumente desenvolvidos avaliando parametros fisico-quimicos
e ecotoxicolégicos, porém, poucos trabalhos dao enfoque ao potencial genotdxico desses.

A relevancia da deteccdo dos riscos genotoéxicos associados com a poluicao da agua foi
primeiramente percebida no fim da década de 70, quando novos métodos foram
desenvolvidos para monitorar a presenca de produtos lesivos ao DNA no ambiente aquatico.
Esses métodos sdo baseados no potencial de lesGes pré-mutagénicas que sdo passiveis de
correcdo e ndo trazem maiores consequéncias ao organismo se forem reparadas de forma
correta (FRENZILLI, NIGRO & LYONS, 2009). Entretanto, se isso ndo acontecer, as quebras
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dao chances para as aberragdes cromossOmicas, que podem acarretar morte celular e levar
a condicdes fisiopatoldgicas severas (JHA, 2008).

As alteracdes no DNA dos organismos podem ocasionar sérias consequéncias para o
ecossistema, ja que em nivel individual lesam células e 6rgaos dos seres vivos, podendo
afetar inclusive sua fungdo reprodutiva, implicando danos para a populacdo e a comunidade
(BOLOGNESI & HAYASHI, 2011). Um dos testes mais utilizados atualmente para avaliar danos
no DNA é o Ensaio Cometa, que apresenta sensibilidade na deteccdo de lesbes mesmo em
organismos expostos a baixas concentragdes de toxinas, além de ser realizado em células
individuais ndo proliferativas (PRA et al., 2005). Adicionalmente, apresenta bons resultados a
partir de um pequeno numero de células analisadas (DA SILVA, HEUSER & ANDRADE, 2003).

Frenzilli, Nigro & Lyons (2009) apresentaram diversos estudos demonstrando que o
Ensaio Cometa pode ser aplicado a ampla variedade de organismos aquaticos,
proporcionando sensibilidade, rapidez e versatilidade na avaliacdo da genotoxicidade
ambiental. Esse teste pode complementar outros ensaios como, por exemplo, os
ecotoxicologicos, nos quais organismos aquaticos como D. magna sdo geralmente utilizados
na avaliacdo de uma determinada amostra aquosa. Assim, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver a metodologia do Ensaio Cometa com esse organismo, a fim de avaliar a
genotoxicidade de efluente proveniente da unidade de lavanderia de um hospital localizado
na regido do Vale do Rio Pardo, RS.

2 METODOLOGIA
2 .1 Cultivo do organismo teste

Os neonatos de D. magna necessarios para o estudo foram obtidos a partir de
individuos adultos cultivados conforme a norma técnica brasileira 12713 (ABNT, 2004) no
Laboratério de Ecotoxicologia da Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC). D. magna
foram mantidas em recipientes de vidro contendo meio de cultivo M4 com foto-periodo de
16 horas luz e 8 horas escuro e temperatura controlada de 202C + 22C. Foram alimentados
diariamente com algas da espécie Desmodesmus subspicatus. Para realizacdo dos ensaios
foram utilizados filhotes com idade entre 2 e 26 horas.

2.2 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi medida utilizando o teste de exclusdo com azul de tripan. Apds
o preparo da suspensdo celular as células foram coradas com azul de tripan 0,4%. Com o
auxilio de Camara de Neubauer e microscépio dptico (aumento de 1000x) foram contadas as
células coradas (ndo vidveis) e ndo coradas (vidveis). O teste foi realizado em triplicata,
sendo utilizadas amostras com viabilidade superior a 90%.

2.3 Suspensao celular
A suspensdo celular foi obtida por pipetagem seriada (DAVID et al., 2011) em tampao

fosfato salino (PBS; pH 7,4) suplementado com 20 mM de acido etileno diamino tetra-
acético (EDTA) e 50 pL de dimetilsulféxido (DMSQ). As amostras foram entdo centrifugadas a
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2100 RPM por 10 minutos a 42C e parte do sobrenadante foi descartado, resultando em 100
pL de amostra.

2.4 Ensaio Cometa

A metodologia do Ensaio Cometa foi desenvolvida a partir do trabalho de Park & Choi
(2007), com modificagGes. Para cada lamina foram adicionados 20 pL de suspensado celular e
80 uL de agarose de baixo ponto de fusdo. Essas permaneceram em solucdo de lise (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% de Triton X-100, 10% de DMSO, pH 10,0) por 1 h. A
eletroforese foi conduzida durante 15 minutos (0,7 V/cm e 300 mA) em tampdo com pH+12.
Apds neutralizacdo e fixacdo, a coloracdo foi realizada com solucdo a base de nitrato de
prata. As [aminas foram analisadas em microscépio dptico convencional (aumento de 400x),
sendo contadas 100 células por lamina, em um total de 400 células por amostra. As células
foram classificadas de acordo com Tice et al. (2000), sendo calculados indice (ID) e
Frequéncia de Dano (FD). Os dados foram avaliados pela andlise de variancia (ANOVA) com
pos-teste de Bonferroni no programa estatistico GraphPad Prism 5.01.

2.5 Coleta e avaliagao de efluente hospitalar

Foram realizadas coletas mensais, entre os meses de maio e julho de 2011, de efluente
proveniente do setor de lavanderia de um hospital localizado na regido do Vale do Rio Pardo,
RS. Aliguotas do efluente foram congeladas seguindo as normas vigentes na legislacdo para
posterior realizacao dos testes de toxicidade aguda e genotoxicidade com D. magna.

A concentracgdo subletal do efluente foi determinada a partir do teste de toxicidade
aguda realizado com o efluente bruto diluido cerca de dez vezes. Primeiramente o efluente
foi avaliado na concentracdao de 1,56% (concentragdo subletal). Apds, maiores diluicGes
foram feitas, realizando-se os ensaios com as concentra¢des de 1,56; 0,78; 0,39 e 0,195%.
Cada concentracgao foi avaliada em duplicada, sendo utilizados 20 individuos, os quais foram
expostos por 48 horas. Acompanhando cada teste utilizou-se um controle negativo e um
positivo. O controle positivo consistiu em individuos expostos a uma solucao de sulfato de
cobre (0,12 mg.L™) pelo mesmo periodo utilizado para o efluente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O Ensaio Cometa com D. magna mostrou que o efluente proveniente do setor de
lavanderia hospitalar sofre variacao de genotoxicidade dependendo da demanda mensal do
hospital. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 1, onde estdo organizados pelo
més de coleta.
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Tabela 1 - Resultados dos ensaios realizados com Daphnia magna expostas a diferentes
diluicGes do efluente do setor de lavanderia de hospital do Vale do Rio Pardo, RS, coletado
em trés meses do ano de 2011.

TRATAMENTOS
Meés CN 1,56% 0,78% 0,39% 0,195%
Maio

ID 23+8,29 177,25+ 25,33 - - -
FD 12,75+4,57 58,25+3,5 - - -
Junho
ID 18,67+7,57 177,25+17,73 136,5+21,67 127,25+34,09 108,33 + 13,05
FD 8,67 3,51 54,25+3,4 47,5+4,8 44 + 8,49 38,67 £ 3,06
Julho
ID 18+1,63 116 £4,36 - - 99,67 + 25,15
FD 11,5+1,29 40+1 - - 33,67 £6,35
CN= Controle Negativo; ID= indice de Dano; FD= Frequéncia de Dano;

Em todos os meses, os resultados mostraram diferencas significativas (p<0,05) entre o
controle negativo e todas as concentra¢des de efluente testadas, tanto para ID como para
FD. No més de junho, quando foram testadas quatro diluicdes do efluente, somente as
concentragdes de 1,56% e 0,195% apresentaram diferengas estatisticamente significativas
entre si (Figura 1) devido ao efeito de diluicdo. Contudo, mesmo a menor concentracao
ainda apresenta genotoxicidade significativamente aumentada em relagdo ao controle
negativo.

Figura 1 - indice de Dano encontrado em Daphnia magna expostas a diferentes
diluicGes de efluente do setor de lavanderia hospitalar coletado no més de junho de 2011.
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CN= Controle Negativo; ID= indice de Dano.

Assim, mesmo quando diluido a 0,195%, os resultados indicam que o efluente
apresenta compostos com potencial de causar lesdo na molécula de DNA. Pode-se observar
na Figura 2 que a medida que o efluente é mais concentrado, diminuem as células sem dano
(classe 0) e cada vez mais nucledides com dano maximo (classe 4) sdo encontrados.
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Figura 2 - Distribuicao dos nucledides nas 5 classes de dano segundo os dados do
Ensaio Cometa.
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Comparando os resultados encontrados nos trés meses em que o efluente foi avaliado
a 1,56%, percebe-se que no ultimo més esse ndao manteve o mesmo efeito genotdxico nas
células de D. magna. Os Indices de Dano para essa concentracdo em maio e junho ndo
diferiram estatisticamente entre si, j4 o encontrado no més de julho foi significativamente
menor (p<0,05), mostrando varia¢do da toxicidade neste més (Figura 3).

Figura 3 - Comparacdo entre os indices de Dano encontrados em Daphnia magna
expostas ao efluente do setor de lavanderia hospitalar diluido a 1,56% coletado nos meses
de maio, junho (*) e julho (**) de 2011.
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CN= Controle Negativo; ID= indice de Dano; CuSO,= sulfato de cobre a 0,12 mg.L'l.

Como controle positivo de genotoxicidade foi utilizado sulfato de cobre (CuSQO4) na
concentragdo de 0,12 mg.L™. Sabe-se que o cobre se liga a proteinas e acidos nucléicos das
células causando lesdes, além de aumentar a formacdo de radicais livres, promovendo
citotoxicidade e genotoxicidade (CHAIRI et al., 2010). O CuSO, foi capaz de induzir danos ao
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DNA de D. magna, mostrando-se um bom controle positivo. Pode-se observar que o ID da
amostra exposta ao CuSO, apresentou-se estatisticamente diferente do controle negativo
em todos os momentos. Além disso, quando comparado ao efluente hospitalar ndo foram
encontradas diferencas entre os ID das amostras, mais uma vez sugerindo a genotoxicidade
do efluente testado (Figura 3).

Ferk et al. (2009) discutiram sobre a avaliacdo da genotoxicidade de efluentes
hospitalares através da utilizacdo de ensaios como o Teste de Ames e o Ensaio Cometa com
células de mamiferos. No trabalho foi sugerido que o potencial genotdxico desses efluentes
pode estar relacionado com diversas substancias, como residuos de drogas antineopldsicas e
o glutaraldeido utilizado na desinfeccdo de materiais hospitalares. Porém, deve-se levar em
consideracdao que os agentes genotdxicos variam conforme a ala da qual o efluente provém.
No presente estudo essas substancias estdo em fase de investigacdo, o que possibilitard um
melhor tratamento do efluente antes do seu descarte no meio.

3 CONCLUSAO

Os aspectos modificados na etapa de preparac¢ao das suspensdées celulares mostraram-
se essenciais na obtencdo de resultados confidveis a partir do EC, sendo que possiveis danos
mecanicos ao DNA durante o preparo foram evitados. Quanto ao efluente hospitalar,
mesmo que no ultimo més esse tenha apresentado menor genotoxicidade a 1,56%, os
organismos expostos a concentracdo de 0,195% continuaram com maior ID em relacdo ao
controle negativo. Assim, seria interessante avaliar o efluente em diluicGes superiores as
utilizadas neste trabalho para determinar a partir de qual concentracdo o mesmo nao
apresenta potencial genotdxico para D. magna. O Ensaio Cometa, em conjunto com analises
fisico-quimicas e ecotoxicologicas, pode proporcionar a caracterizagdo completa de
efluentes antes e depois de serem tratados e descartados no ambiente.
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