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RESUMO

A mineracao de carvdo comecou por volta da década de 40 e tem causado desde
entdo alteracdes fisicas, quimicas e biolégicas nos ecossistemas locais. A
explotacdo de carvdo gera quantidades significativas de rejeitos potencialmente
poluidores que a pouco tempo atras eram oferecidos a populacdo como aterro, onde
era depositado por cima uma camada ténue de argila para constru¢cdo de moradias.
Com elas veio o plantio e consumo de hortalicas, as quais podem apresentar um
risco genotoxico potencial. Com a resolucdo do CONAMA/86, passou a ser
normatizado o descarte desses rejeitos, porém o0 seu uso ainda € incerto, devido a
possibilidade dos elementos toxicos poderem migrar no perfil do novo solo. Varios
efeitos adversos, como a genotoxicidade, sdo atribuidos aos metais pesados.
Acredita-se que o consumo dessas hortalicas representa riscos a saude humana.
Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial genotoxico de folhas de
couve cultivadas em area de rejeitos da explotacdo do carvdo em camundongos. A
hortalica usada foi a Brassica oleracea L. var. acephala D.C., cultivada sobre um
antigo depdsito de rejeito da explotacdo do carvdo (experimental) e cultivada de
modo organico (controle). O suco da couve foi produzido em um processador de
frutas sem adicdo de agua. Foram realizados 2 testes o Ensaio Cometa (EC)
(avaliando os parametros indice e Frequéncia de Dano (ID e FD)) e o Teste de
Micronucleos (MN). Foram utilizados 42 camundongos, divididos em grupos:
Controle Negativo — agua (CN), Suco de Couve Organica (SCO) e Suco de Couve
da Mina (SCM), com uma unica administracdo dos sucos, no tratamento agudo, com
coletas de sangue em 3, 6 e 24 h ap0s para o EC, e posterior morte dos animais
para retirada do figado e cortex para o EC e medula 6ssea para o MN e o tratamento
crbnico com 0S mesmos grupos mais um para analise de processo de reparo com
administracao continua dos sucos por 30 dias, com coletas de sangue em 2, 5, 10,
20 e 30 dias para o EC, e posterior morte dos animais dos grupos CN, SCO e SCM
para a retirada do figado e do cértex para o EC e medula 6ssea para o MN. Foi
realizado coletas de sangue em 24 h e 3 dias ap0s o término do tratamento do grupo
SCM reparo para verificar o sistema de reparo. No EC agudo o grupo SCM
apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo CN e SCO com p < 0,01
(ANOVA, Tukey) em todos os tempos e estruturas em ambos 0s parametros, exceto
o figado que nao diferiu na FD do grupo SCO. No EC crénico o grupo SCM diferiu
dos grupos CN e SCO com p < 0,01 (ANOVA, Tukey) em todos os tempos em
ambos os parametros exceto o tempo de 30 dias que obteve p < 0,05 (ANOVA,
Tukey). As estruturas ndo apresentaram diferencas significativas. No MN nao
obtivemos diferencas significativas em ambos os tratamentos. Portanto concluimos
gue o consumo dessa hortalica deve ser feito com cautela devido ao potencial
genotéxico apresentado.

Palavras-chaves: Brassica oleracea. Genotoxicidade. Ensaio Cometa. Teste de
Micronucleos. Couve-folhas.
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1 INTRODUCAO

As reservas brasileiras conhecidas de carvdo mineral chegam a um total
de 32 bilhdes de toneladas in situ ocorrendo predominantemente nos dominios
geolégicos da bacia do Parana, na regido sul do Pais (HORBACH et al., 1986;
DNPM, 2008).

No Brasil a descoberta do carvéo ocorreu nos trés estados do Sul, mas foi
em Santa Catarina que esta descoberta provocou modificagbes profundas no
ambiente (MARTINS, 2005).

A Bacia Carbonifera Catarinense esta localizada no sudeste do estado,
abrangendo uma area de 1850 km?, ocupando uma faixa entre os paralelos
28°48'25” e 28°23'54” e meridianos 49°33'38” e 49°1511” de 95 km de
comprimento e 20 km de largura (HORBACH et al., 1986). A extracdo de carvao
comecgou nesta regido por volta de 1940 (CETEM, 2001) e tem causado desde entdo
alteracoes fisicas, quimicas e bioldgicas nos ecossistemas locais, comprometendo
diretamente os recursos do solo, agua e biota (COSTA et al., 2007; ZOCCHE-DE-
SOUZA et al., 2007) em uma area de aproximadamente 20.500 ha (PRMC, 2006).

O carvao de Santa Catarina se destaca por ser o unico encontrado na
regido Sul do Brasil que além de servir como fonte de energia para usinas
termoelétricas, € coqueificavel, ou seja, pode ser usado na producdo de aco
(MARTINS, 2005).

Apesar de ser uma importante atividade econdmica 0s impactos
ambientais gerados sdo de grande magnitude, com uma producdo bruta média de
720.000 ton/més de ROM (Run off Mine) na Regido Carbonifera Catarinense,
recupera-se uma média de 36% do carvdo bruto apds o processo de
beneficiamento, gerando aproximadamente 460.800 ton./més de rejeitos sulfetados
(pirita, marcassita, pirolusita e calcopirita) (DNPM, 2007). Estes minerais possuem
um poder calorifico mais baixo do que o carvdo e por produzirem durante a
combustdo uma grande quantidade de SOy sao classificados como rejeitos (DE
FAVERI et al., 2009; DA SILVEIRA et al., 2009). Além da producdo de rejeitos a
lavra a céu aberto descaracteriza os solos, deixando no local uma mistura dos
horizontes do solo com a rocha matriz e outros materiais inerentes que puderem
existir sobre a camada do carvdo, sendo esta mistura chamada de estéreis de

carvao (SANTOS et al., 2004). Como se pode observar a explotacdo do carvao
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(extracdo, beneficiamento e comercializagdo) gera quantidades significativas de
rejeitos potencialmente poluidores (ZOCCHE, 2008) que sao geralmente
acumulados em moédulos a céu aberto, contribuindo para a oxidagéo da pirita e para
a solubilizacdo de metais pesados no solo (FERREIRA et al., 2003). Na regido a
poluicdo do ar, associada a atividade de mineracao do carvdo, ocorre principalmente
como consequéncia do manuseio de material particulado e da geragdo de SOy a
partir da combustéo espontanea que ocorre nos depdésitos do rejeito (CETEM, 2001).

A poluicao proveniente das emissdes de material particulado no ambiente
atmosférico ocasiona inumeros impactos ambientais como a reducao da visibilidade,
desequilibrios estéticos sobre as casas, corrosdo de metais, impactos na qualidade
das aguas e na vida aquatica, e danos a saude humana ocasionados por
enfermidades respiratorias, alergias, reacdes toxicas, entre outras (RUBIO et al.,
2010).

Aléem disso, as atividades de extracdo liberam uma grande quantidade de
poluentes na atmosfera, cinzas, produtos da liquefacdo e combustdo do carvao
contém Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAP), onde varios HAPs possuem
atividades mutagénicas e carcinogénicas (PERALBA, 1990).

Antigamente os rejeitos eram depositados ao redor das minas, mas com o
aumento da producdo foram sendo depositados em qualquer local, sem a menor
preocupacdo com o ambiente. Por ser um material a ser descartado, era oferecido a
populacdo como aterro, levando a um grande deposito nas periferias urbanas
inclusive em areas baixas e alagaveis. Os loteamentos, com a expansao urbana,
foram avancando sobre estas areas que eram destinadas as populacdes de baixa
renda. Para a construcdo de moradias era depositada uma camada ténue de argila
de 0,2 a 0,3 m, e que foi sendo aos poucos desgastada pela eroséo hidrica. Com as
construces das moradias veio o plantio e consumo das hortalicas, as quais podem
apresentar um risco genotoxico em potencial pelo fato de terem contato direto, por
meio de suas raizes, com 0s metais toxicos e mutagénicos presentes nos rejeitos, e
contato indireto pelo ar das hortalicas que ficam proximas as minas e areas de
rejeitos a céu aberto. Um fato agravante nesta situacdo € que a maioria das
espécies vegetais que crescem nesses solos ndo consegue evitar a absorcdo dos
metais pesados, somente limitar a sua translocagcao (BROOKS, 1983; ZOCCHE;
PORTO, 1993; SOARES et al., 2001; ZOCCHE, 2002; ZOCCHE; PORTO, 2008).



12

Somente com a Resolucdo do CONAMA 001/86 (BRASIL, 1986) a
Legislacdo Brasileira passou a normatizar o descarte de rejeitos da mineragéo,
porém mesmo sendo depositado de modo controlado o uso futuro dessas areas
ainda é incerto, pois os elementos toxicos presentes podem migrar no perfil do novo
“solo construido”, ja que a camada de argila depositada sobre os rejeitos € pouco
espessa (LAUERMANN, 2007).

Varias espécies de plantas sdo conhecidas como concentradoras ou
acumuladoras de metais pesados (BROOKS, 1983), que ao serem absorvidos e
metabolizados pelas plantas tornam-se disponiveis aos animais que as ingerem
(HENDRKS et al., 1995; WALKER et al., 2002). O acumulo de metais pesados e
outros poluentes por organismos tém efeito bastante abrangente, jA que existe 0
transporte dos contaminantes nos diversos niveis tréficos da cadeia alimentar,
fazendo com que os predadores apresentem as maiores concentraces (BROWN,
1975).

Efeitos adversos em sistemas biologicos, tal como genotoxicidade, tem
sido atribuidos aos metais pesados (PARAIBA et al., 2006), j& que 0 excesso de
metais pesados pode estimular a formacéo de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio (ERO) (BENAVIDES et al., 2005). Os efeitos nocivos das reacfes de
oxidacdo induzidas pelos radicais livres sdo capazes de lesar estruturas dos
sistemas biologicos, dando-se 0 nome de estresse oxidativo (LEITE; SARNI, 2003).
Nos organismos 0s principais mecanismos relacionados com a genotoxicidade
provocada por metais pesados sdo o estresse oxidativo, a inibicdo dos sistemas de
reparo, ativacdo da sinalizacdo mitética e mudancas na modulacdo dos genes
(BEYERSMANN; HARTWIG, 2008).

Populacdes humanas que vivem sobre ou préximas as areas mineradas
de carvdo e nao recuperadas utilizam ervas medicinais, utilizam pastagens para
alimento de gado, utilizam os recursos hidricos para a producéo de arroz e cultivam
hortas domésticas. Apesar de existirem diversos estudos que tratam da interacéo
solo-metais pesados, e metais pesados-plantas (ZOCCHE, 2005; COSTA et al.,
2007; FREITAS et al., 2007; ZOCCHE-DE-SOUZA et al., 2007; ZOCCHE et al.,
2010), ha poucos estudos que tratem dos efeitos deletérios dos metais pesados aos
humanos (WALKER et al., 2002; CONSTANTINO, 2007; ZOCCHE, 2008; GRASSI,
2007; LEFFA et al., 2010; DAMIANI, 2010), assim o uso destas areas deve ser feito

com cautela, ja que ainda ndo foram devidamente avaliados os efeitos deletérios
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causados pela presenca de elementos toxicos no substrato e sua consequente
biomagnificacdo a saiude humana.

Monitorar o impacto ecoldgico e o0s riscos a saude humana é
problemético, principalmente devido a complexidade e ao custo decorrente da
identificacdo das substancias quimicas envolvidas. Além disso, é complexo fazer
uma ligacao entre a presenca de elementos toxicos e a saude humana, j& que os
humanos diferentemente dos animais silvestres movem-se muito e sua dieta,
incluindo a agua que bebem, ndo sdo necessariamente oriundos de um mesmo local
(BROOKS, 1983). Adicionalmente, se constitui um problema o fato de que os
organismos na natureza ndo estdo expostos a um Unico composto, mas sim a uma
complexa mistura de compostos, fazendo com que técnicas analiticas ndo informem
muito no que diz respeito a extrapolacdo a danos bioldgicos, assim como estudos
epidemiologicos falham na determinacdo do tempo e condicdo de exposicdo, além
de ser necessario um longo periodo de exposicado para que algumas doencas se
expressem (TICE, 1995).

Podemos, portanto, desenvolver de forma indireta a investigacdo dos
riscos deletérios a que a populacdo humana esta exposta, por meio de estudos com
outros organismos de topo de cadeia, por meio da avaliacdo de danos genotoxicos
gue fornecerdo uma indicacdo da contaminacdo da cadeia alimentar, ou de outra
forma expor um modelo animal aos alimentos consumidos por humanos,
provenientes de areas degradadas pela mineracdo de carvdo (ZOCCHE, 2005).
Nesse sentido a exposicdo de camundongos a hortalicas produzidas sobre
depdsitos controlados de rejeitos da explotacdo do carvao oferecem oportunidade
impar de testar as hipoteses aqui levantadas.

Para avaliar os danos a constituicdo genética foram criados varios testes
gue avaliam de diferentes maneiras o resultado das interacfes destes agentes com
o DNA, destacando-se entre eles o Teste do Micronucleo e o Teste Cometa que
analisa o indice e a frequéncia de danos ao DNA. Neste teste, o dano é verificado
guando fragmentos do DNA migram do nucleo da célula, podendo assim, obter a
informacéo de lesdes que ocorrem in vivo. E uma técnica rapida e sensivel na
guantificacdo de lesbes e deteccdo de efeitos de reparo no DNA (FAIRBAIRN et
al.,1995; SINGH et al., 1988). Ja o teste de Micronucleo avalia danos ndo mais
passives de reparos, ou seja, mutagdes no DNA em células de medula 6ssea de
roedores (MAVOURNIN et al., 1990).
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Sendo assim este trabalho fundamenta-se na hipétese de que o consumo

de hortalicas cultivadas sobre depdsitos controlados de rejeitos da mineragcédo e do

beneficiamento do carvao representa riscos a saude humana.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial genotoxico de folhas de couve (Brassica oleracea L.

var. acephala D.C.) cultivadas sobre depésitos controlados de rejeitos da explotacao

do carvdo em células sanguineas, hepaticas, cortex e medula Ossea de

camundongos.

1.1.2 Objetivos especificos

Verificar a Frequéncia de Dano (FD) e o indice de Dano (ID) presentes
no DNA de células sanguineas, hepaticas e cértex de camundongos
expostos e nao expostos a alimentacdo com suco de folhas de
Brassica oleracea L. var. acephala D.C. (couve-folhas) cultivadas sobre
depdsitos de rejeitos da explotacdo do carvao;

Verificar a possibilidade de reparo dos danos causados em células
sanguineas de camundongos expostos a alimentacdo com suco de
folhas de Brassica oleracea L. var. acephala D.C. (couve-folhas)
cultivadas sobre depdsitos de rejeitos da explotacdo do carvao;

Avaliar a mutagenicidade do suco de folhas de Brassica oleracea L.
var. acephala D.C. (couve-folhas) cultivadas sobre depésitos de
rejeitos da explotacdo do carvdo em células de medula déssea de

camundongos.
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2 METODOLOGIA

2.1 ANIMAIS E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Foram utilizados 42 camundongos Swiss, machos, adultos, provenientes
do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), foram mantidos
num ciclo claro-escuro de 12 horas, agua e comida oferecidas ad libitum. Esse
trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais, segundo o n° de
protocolo 110/2011.

Figura 1 — Animal utilizado no experimento.
Fonte: Autor

2.2 LOCALIZACAO E DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado na Unidade Mineraria Il da Carbonifera Criciima
S.A, coordenadas 28°47'19”S e 49°26'32”0, Municipio de Forquilhinha, Santa
Catarina, Brasil (Figura 2). A horta foi construida sobre um antigo depdésito de rejeito
da explotagdo do carvdo. Segundo informagéo pessoal do Eng°. Schneider, neste
depdsito, 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 espalhado uma camada de solo vegetal de aproximadamente 0,30 m, material

obtido da zona superficial (0O a 0,30 m) do perfil natural do solo de uma area de
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empréstimo, e sobre esta camada de solo vegetal foram construidos os canteiros da
horta.

Figura 2 - Localizacdo da Unidade Mineréria |l da Carbonifera Cricima S.A.
Fonte: Google Maps (2012).

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 era cultivada o ano inteiro e

as hortalicas destinadas a alimentacao dos funcionarios.
2.3 HORTALICAS E PREPARO DA AMOSTRA

A hortalica utilizada foi a Brassica oleracea L. var. acephala D.C. (couve-
folhas), fornecida pelo senhor Pedro Alcino Budny, cultivada no municipio de Icara,
SC de modo orgéanico certificado (controle), e cultivada sobre depédsito controlado de
rejeito da explotacdo do carvao (experimental). O modelo animal de exposicdo a
hortalica se deu por meio de gavagem com o suco da folha processado em um
processador de frutas, onde foram colocadas aproximadamente 100 g de folhas para
um rendimento médio de 50 mL de suco sem posterior adicdo de agua, cada
tratamento foi administrado para um grupo composto de seis individuos em uma

dose de 0,1 mL/10 g de peso corporal.
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Figura 3 — Suco utilizado no tratamento.
Fonte: Autor

2.4 DESENHO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado através da administracdo de agua destilada
(H2Od) e suco das folhas. Os animais foram divididos em 7 grupos em dois
tratamentos distintos conforme descrito a sequir:

e Tratamento Aqudo: Uma Unica administracdo dos sucos ou controles com

coletas de sangue em 3 h, 6 h e 24 h, por incisdo na veia caudal.

Grupo 1 — controle negativo — H,Od;

Grupo 2 — suco de folha de couve cultivada de modo orgéanico;

Grupo 3 — suco de folha de couve cultivada sobre depésito controlado
de rejeito da explotacdo do carvao;

Apoés 24 horas, os animais foram mortos por deslocamento cervical, e

foram coletados o figado e o cortex para o ensaio cometa e medula 6ssea para o
teste de micronucleo.

e Tratamento Crdnico: Administragdo continua dos sucos ou agua uma vez ao

dia por 30 dias com coletas de sangue em 2, 5, 10, 20 e 30 dias, por incisdo
na veia caudal.

Grupo 1 — controle negativo — H,Od;

Grupo 2 - suco de folha de couve cultivada de modo organico;

Grupo 3 — suco de folha de couve cultivada sobre depésito controlado

de rejeito da explotacdo do carvao;
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Grupo 4 - suco de folha de couve cultivada sobre depdésito controlado
de rejeito da explotagao do carvao (grupo reparo).

Apbs 24 horas da ultima administracdo foi coletado sangue por incisdo da
veia caudal para o ensaio cometa, 0s animais (exceto grupo 4) foram mortos por
deslocamento cervical, e foram coletados o figado e o cortex para o ensaio cometa e
a medula 6ssea para o teste de micronucleo, foram realizadas coletas de sangue por

incisdo da veia caudal do grupo 4 com 24 horas e 3 dias ap0s a ultima administracéo

dos sucos para avaliagcao do sistema de reparo.

Figura 4: Marcacao dos animais para diferenciacao individual.
Fonte: Autor

2.5 ENSAIO COMETA

O emprego do Ensaio Cometa foi realizado seguindo os protocolos
internacionais ja estabelecidos para a sua realizacao (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%). Coloca-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
solidificagdo. Logo apos, as laminulas sdo cuidadosamente retiradas e as laminas
imersas em tampdao 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 maximo de duas semanas. ApOs este periodo as
laminas sdo incubadas em tampé&o alcalino (300 mM NaOH e 1mM EDTA, pH>13)
por 20 minutos para que ocorra o desenovelamento do DNA. Realiza-se a corrida
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eletroforética a 25 V e 300 mA por 15 minutos. Todas as etapas ocorrem sob luz
indireta. Logo apés, as laminas sao neutralizadas com 0,4 M Tris (pH 7,5)
(COLLINS, 1999) e, ao final, o DNA é corado com nitrato de prata, onde logo apés
as laminas estiverem secas sao hidratadas com agua destilada (H.Od) por 5 min.,
em seguida, no escuro, adicionou-se a cubeta com as laminas previamente
hidratadas a solugéo uso composta por 44,7 mL A + 25,3 mL B (A = 50 g de Na,CO3
completar até 1000 mL de H,Od; B = 0,5 g de NH4NO3 + 0,5 g de AgNO3 + 1,28 g de
H4040SiW 1, + 750 pL de CH,O completar até 500 mL de H,Od), e levada ao banho-
maria a 37° C por 20 min., passado este tempo retirou-se a cubeta do banho e
deixou-se por 20 min. em temperatura ambiente, ap0s retirou-se a solucdo da
cubeta e em seguida adicionou-se a solucdo STOP (10 mL de C,H,O,, completar
até 1000 mL de H,Od) por 5 min., retirou-se a solucdo da cubeta e lavou-se as
laminas 1 vez em H,0d, e deixou-se secar para analise em microscépio optico.

Foi realizada avaliacdo 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 O a
classificacao 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 sem dano) a 400 (100 x 4
= 400; 100 células observadas com dano maximo). Calcula-se a Frequéncia de
Dano (FD em %) em cada amostra com base no numero de células com caudas vs.
P namero de células sem cauda (COLLINS, 1999).

Figura 5 - Imagem dos danos avaliados através do Ensaio Cometa.
Fonte: Autor
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2.6 TESTE DE MICRONUCLEO (MN) EM MEDULA OSSEA

Foi realizado segundo os protocolos de padrao internacional
(MAVOURNIN et al., 1990). Ap6és a morte, retira-se a medula 6ssea do fémur do
camundongo com o auxilio de uma agulha histolégica. Com este material sao feitas
duas laminas por animal, macerando a medula com soro bovino fetal sobre uma
lamina de microscopia, fazendo-se um esfregaco direto. Apdés a secagem das
laminas, estas sdo coradas com Giemsa 10% em tampéao fosfato pH 5,8, por 5
minutos, sendo logo apds analisadas por um observador cego. Foram analisados
2000 Eritrécitos policromaticos (EPCs) por animal, sendo a deteccao dos efeitos de
citotoxicidade realizada através da contagem de EPCs em relacdo aos Eritrécitos
normocromatico (ENCs) em 100 células (EPC/ENC) para o tratamento agudo. Para
o tratamento cronico foram analisados 2000 EPCs e 2000 ENCs por animal, sendo a
deteccao dos efeitos de citotoxicidade realizada através da contagem de EPCs em
relacdo aos ENCs em 100 células (EPC/ENC).

Figura 6 - Andlise de microndcleos.
Fonte: Vanessa Moraes de Andrade

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. Todas as analises foram
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realizadas utilizando o programa estatistico BioEstat 5.0 (MAMIRAUA, 1999).

Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.



22

3 RESULTADOS

3.1 ENSAIO COMETA AGUDO

O Ensaio Cometa em sangue periférico no tratamento agudo foi realizado
nos seguintes tempos de exposicao 3, 6 e 24 horas apds a ingestao do suco de
couve sendo avaliados o indice de Danos (ID) e a Frequéncia de Danos (FD). Os
dados estdo apresentados na tabela 1, onde se pode verificar que o0 grupo que
recebeu suco de couve cultivado em area de mineracdo (SCM) apresentou niveis de
dano no DNA significativamente maior em relagdo aos grupos controle negativo (CN)
e suco de couve organico (SCO) com p < 0,01 (ANOVA, Tukey), para ambos 0s
parametros do ensaio cometa, em todos 0s tempos de exposi¢ao.

Quando comparados os horarios de coletas de sangue (Figura 7),
nenhum dos grupos apresentou diferencas significativas (p > 0,08 ID; p > 0,06 FD).

Os tecidos figado e cortex também foram avaliados através do Ensaio
Cometa em ambos os parametros (Tabela 1). No figado o grupo tratado com SCM
apresentou nivel de dano significativamente maior em relacdo ao grupo CN com p <
0,01 (ANOVA, Tukey) para a FD, e nivel de dano significativamente maior em
relacdo aos grupos CN e SCO com p < 0,01 (ANOVA, Tukey) para o ID, e o grupo
SCO apresentou nivel de dano significativamente maior em relacdo ao grupo CN
com p < 0,05 (ANOVA, Tukey) para ID.

No cortex o grupo tratado com SCM apresentou nivel de dano
significativamente maior em relacdo aos grupos CN e SCO com p < 0,01 (ANOVA,

Tukey), em ambos os parametros.
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Tabela 1: Deteccdo de danos em DNA de sangue periférico em diferentes tempos, figado e cértex de camundongos
expostos de forma aguda ao suco de Brassica oleracea L. var. acephala D.C. (couve-folha) cultivada em éarea de
explotacéo de carvéo, usando o Ensaio Cometa.

Sangue periférico

Andlise 3h 6h 24h Figado Cortex
CN ID 8,11 + 4,68 7,43 + 4,54 7,44 + 4,48 36,00 + 31,39 57,67 + 58,21
FD 5,56 + 3,91 5,43 +2,30 4,54 +1,81 20,00 + 13,00 24,92 + 21,43
SCO ID 9,40 + 11,10 6,20 + 6,22 11,80 + 5,22 121,33 + 39,53° 64,40 + 53,41
FD 4,60 + 4,39 6,00 * 5,96 7,20 £ 4,44 45,33+ 9,29 30,40 + 25,93
SCM ID 48,80 + 18,94%° 39,40 + 19,51*° 73,20 + 26,98°° 240,43 + 54,36%° 274,89 + 77,57%°
FD 32,00 + 14,09%" 20,00 * 4,30%° 39,40 + 14,60%° 73,29 + 18,89° 84,89 + 18,39%°

CN = Controle Negativo, SCO = Suco de Couve Organica, SCM = Suco de Couve da Mina, ID = Indice de Dano (0 = sem danos; 400 = dano méaximo), FD =
Frequéncia de Danos (%), valores avaliados em Média + Desvio Padréo.

® = Diferenca significativa em relag&o ao grupo CN com p < 0,01 (ANOVA, Tukey).

b= Diferenca significativa em relac@o ao grupo SCO com p < 0,01 (ANOVA, Tukey).

¢ = Diferenca significativa em relagéo ao grupo CN com p < 0,05 (ANOVA, Tukey).
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Figura 7 — Comparativo dos danos em DNA causados pelo suco de couve cultivada
em area de rejeito da explotacdo de carvdo em diferentes horas de exposicao
avaliadas de forma aguda através do Ensaio Cometa.

(ID = indice de Dano; FD = Frequéncia de Dano; CN = Controle Negativo; SCO =
Suco de Couve Organica; SCM = Suco de Couve da Mina).

3.2 ENSAIO COMETA CRONICO

O Ensaio Cometa em sangue periférico no tratamento crénico foi
realizado durante 30 dias de administracdo dos sucos, com coletas de sangue em 2,
5, 10, 20 e 30 dias de tratamento, sendo avaliados o indice e a Frequéncia de Danos
(ID e FD). Podemos observar que o grupo SCM apresentou nivel de dano

significativamente maior em relagdo aos grupos CN e SCO com p < 0,01 (ANOVA,
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Tukey), em todos os dias de coleta e em ambos os parametros, com excec¢ao ao 1D
da coleta de 30 dias que apresentou nivel de dano significativamente maior em
relacdo aos grupos CN e SCO sé que com significancia inferior, p < 0,05 (ANOVA,
Tukey) (Tabela 2).

Comparando os danos entre os dias de tratamento o grupo SCM
apresentou diferenca significativa entre os dias 10 e 30, e os dias 20 e 30 com p <
0,05 (ANOVA, Tukey), apenas na FD.

Figado e cortex também foram avaliados em ambos os parametros do EC
nos 3 grupos tratados (Tabela 2), porem nao apresentaram diferencas significativas
entre eles (Figadop > 0,25 1D e p > 0,06 FD; Cortex p > 0,25 ID e p > 0,08 FD).

Para verificar a possibilidade de reparo aos danos causados pela hortalica
cultivada em area de rejeito de carvao foram realizadas coletas de sangue no 30° dia
de tratamento, 24 horas e 3 dias apos o término do tratamento (Figura 8). Onde se
observou que 24 horas apds o0 término do tratamento os danos foram
significativamente menores em relacdo ao grupo com coleta no 30° dia com p < 0,01
(ANOVA, Tukey) para a FD e p < 0,05 (ANOVA, Tukey) para o ID, e 3 dias apos o
término houve reducao significativa em relagdo ao grupo com coleta no 30° dia com

p < 0,01 (ANOVA, Tukey) para ambos 0s parametros.
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Tabela 2: Deteccdo de danos em DNA de sangue periférico em diferentes tempos, figado e cértex de camundongos
expostos de forma crénica ao suco de Brassica oleracea L. var. acephala D.C. (couve-folha) cultivada em é&rea de
explotacéo de carvéo, usando o Ensaio Cometa.

Sangue periférico

Analise 2 dias 5 dias 10 dias 20 dias 30 dias Figado Cortex
CN ID 8,33+3,14 9,17 + 10,46 2,50 * 2,51 1,00 + 1,67 10,80 + 9,96 74,60 + 37,84 45,60 + 31,41
FD 3,33 +3,14 2,83 +2,99 1,00 + 0,89 0,50 + 0,84 3,20 + 2,68 22,60 + 9,37 16,00 + 10,68
SCO ID 13,33 + 14,83 7,83+ 8,04 3,50 + 4,72 1,00 + 1,10 3,33 +3,06 93,50 + 90,44 62,00 + 19,35
FD 7,17 £ 5,88 3,50 + 2,59 1,17 + 1,47 0,67 £ 0,82 3,33+3,06 30,00 + 26,08 29,40 + 14,89
SCM ID 73,00 £ 23,04 67,67 + 46,45*° 28,20+ 12,48*° 28,75+ 16,64 67,11 + 40,55°° 147,67 + 78,65 78,33 + 37,24
FD 26,80 £ 7,60  2533+1511*° 11,60+5,32*°  10,25+6,34*  31,89+13,59*° 51,00+ 19,41 36,33 + 14,95

CN = Controle Negativo, SCO = Suco de Couve Organica, SCM = Suco de Couve da Mina, ID = indice de Dano (0 = sem danos; 400 = dano méaximo), FD =
Frequéncia de Danos (%), valores avaliados em Média + Desvio Padrao.

® = Diferenca significativa em relag&o ao grupo CN com p < 0,01 (ANOVA, Tukey).
b= Diferenca significativa em relacéo ao grupo SCO com p < 0,01 (ANOVA, Tukey).
¢ = Diferenca significativa em relagéo ao grupo CN com p < 0,05 (ANOVA, Tukey).
4= Diferenca significativa em rela¢@o ao grupo SCO com p < 0,05 (ANOVA, Tukey).
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Figura 8 — Avaliacdo do reparo de células sanguineas de camundongos expostos ao
tratamento crdnico com suco de couve cultivada em area de rejeito de carvao.

ID = indice de Dano; FD = Frequéncia de Dano.

a = Diferencga significativa em relagdo ao grupo 3 dias com p < 0,01 (ANOVA, Tukey).

b = Diferenca significativa em relagdo ao grupo 24 horas com p < 0,01 (ANOVA, Tukey)

¢ = Diferenca significativa em relag@o ao grupo 24 horas com p < 0,05 (ANOVA, Tukey)

3.3 TESTE DE MICRONUCLEOS

Para o Teste de Micronucleos foi utilizado o esfregaco da medula 6ssea
de camundongos expostos e ndo expostos ao tratamento com suco de Brassica
oleracea L. var. acephala D.C. cultivada em area de explotacdo de carvdo. Foram
avaliados dois parametros, toxicidade (relacdo EPC/ENC) e mutagenicidade

(frequéncia de Micronucleos).
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Para a avaliacdo aguda os animais receberam uma dose Unica dos sucos
e a coleta foi realizada 24 horas ap6s. Na avaliacdo cronica os animais receberam
0s sucos durante 30 dias e a coleta realizada no 30° dia. Em ambos os tratamentos
ndo foram encontradas diferencas estatisticas (agudo: p > 0,50 MNEPC e p > 0,99
EPC/ENC; crdnico: p > 0,39 MNEPC, p > 0,31 MNENC e p > 0,96 EPC/ENC)

(ANOVA), para as avaliagOes de toxicidade e mutagenicidade (Tabela 3).

Tabela 3: Avaliagdo da mutagenicidade em camundongos expostos e nao
expostos ao tratamento de forma aguda e crbnica ao suco de Brassica
oleracea L. var. acephala D.C. (Couve-folha) cultivada em area de explotacéo
de carvao, usando o Teste de Micronlucleos em medula 6ssea

Agudo Cronico
MNEPC EPC/ENC MNEPC MNENC EPC/ENC
CN 0,13+0,35 0,65 + 0,10 0,33+0,82 0,00 £0,00 0,57+0,04
SCO 0,00 + 0,00 0,84 + 0,06 0,33+0,52 0,33+0,52 0,62+0,11
SCM 0,33+0,50 0,75+0,11 0,83+0,75 0,33+0,52 0,53+0,06

CN = Controle Negativo, SCO = Suco de Couve Organico, SCM = Suco de Couve da Mina, EPC =
Eritrécitos Policroméaticos, ENC = Eritrécitos Normocromaticos, MNEPC =Eritrécitos Policromaticos
Micronucleados, MNENC = Eritrécitos Normocromaticos Micronucleados; Valores avaliados em Média
+ Desvio Padrao.
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4 DISCUSSAO

A mineracdo de carvao é umas das atividades de exploragdo com maior
potencial poluidor, contendo uma mistura heterogénea de mais de 50 elementos,
incluindo os oOxidos e outros elementos como silica, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAP), metais pesados e cinzas (LEON et al., 2007). Os efeitos induzidos
pelos metais sdo variados, desde efeitos toxicos sistémicos, irritantes, agudos ou
cronicos a efeitos teratogénicos, mutagénicos e cancerigenos (TAVARES;
CARVALHO, 1992). Muitos desses metais pesados presentes nos rejeitos do
carvdo, sdo enriquecidos com substancias genotoxicas e com alto risco téxico,
podendo provocar alteracbes nas células, tecidos, populacdes e ecossistemas
(AGOSTINI; OTTO; WAJNTAL, 1996; SANCHEZ-CHARDI et al., 2008). Igualmente
aos animais, as plantas também podem ser danificadas quando expostas ao
excesso de metais pesados em seu ambiente de crescimento (CARDOSO;
NAVARRO; NOGUEIRA, 2003). Freitas; Zocche; Quadros (2007) comprovaram o
comportamento das plantas em concentrar elementos de forma diferenciada em
diferentes estruturas.

Em nossos resultados pudemos observar que o suco de couve cultivada
sobre depdsitos controlados de rejeitos da explotacédo de carvdo, mesmo com todo o
preparo da terra, € genotéxico tanto de forma aguda quanto crénica. Mostramos que
0s animais que foram tratados com hortalicas da mina obtiveram danos genéticos
significativamente maiores comparados com 0s animais tratados com hortalicas
cultivadas de modo organico e o controle negativo (agua).

Segundo Clemens (2006) a absorcédo e o acumulo de metais toxicos em
espécies vegetais representam a principal via de entrada potencialmente
ameacadora a saude humana e animal a partir da alimentacdo. Ressalta ainda, que
as plantas possuem uma tolerancia a niveis elevados de metais o que pode ser mais
prejudicial para os consumidores.

Goncalves (2012a) demonstrou através do Ensaio Cometa de sangue
periférico, figado e coértex de camundongos a genotoxicidade do suco de alface
cultivada sobre areas de rejeitos da explotacdo de carvao expondo-os de forma
aguda ao suco dessa hortalica, mas n&o obteve diferencas significativas no teste de
microndcleos de medula 0ssea, mostrando semelhancas com nossos resultados

obtidos. Comparado com nossos resultados o estudo de Villatoro-Pulido et al.,
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(2009) também detectou genotoxicidade em uma planta utilizada como fonte
alimenticia, sendo que esta foi vinculada a exposicdo de metais pesados (As, Pb e
Cd), provindos do solo de uma area proxima a uma mineradora, apresentado
contaminacdo tanto das raizes quanto das partes comestiveis, constituindo-se um
risco para toda a cadeia alimentar, devido aos efeitos nocivos desses metais. Ejaz et
al. (2012) determinaram a carga téxica do aumento de metais, utilizando a técnica
de PIXE (Inducdo de Raio-X por Particulas) e analises histopatoldgicas, e
destacaram seus potenciais riscos.

No entanto, os danos mostrados através do Ensaio Cometa sédo passiveis
de reparo. Como se pode observar em nossos resultados ap6s o término do
tratamento crénico o grupo avaliado como reparo, obteve uma reducéo significativa
nos danos em apenas 24 horas, e em trés dias voltou quase a um nivel basal de
danos. Ja foi repetitivamente demonstrado que ions metalicos podem inibir a
reparacao de danos no DNA, mas a reparacdo do DNA é um processo importante
para evitar a mutagénese (GALARIS; EVANGELOU, 2002). Segundo Guo; Yang;
Wu, (2008) o sistema de reparo existente no DNA consegue reverter danos
oxidativos. Entretanto o potencial aumento de incidéncias de erros durante a auto-
reparacdo do DNA nao pode ser ignorado, pois podem ser responsaveis por
mutacdes e tumores no corpo do individuo.

Leffa et al. (2010) expuseram moluscos a alface cultivada na mina e
obtiveram diferencas significativas, semelhantes aos nossos resultados, onde o
sistema de reparo pode ser observado ao longo dos tempos de exposicao. Eles
observaram que apds 48 horas de exposi¢cdo atingiu-se um platd nos danos
genotoéxicos e houve a diminuicdo dos mesmos nos dias subsequentes, mas sempre
mantendo niveis elevados em relacéo ao controle.

A diferenca nos nossos resultados entre os dois testes provavelmente
deve-se aos diferentes ensaios genotéxicos utilizados. O Ensaio Cometa detecta
lesbes no DNA que ainda podem ser reparadas, enquanto que o Teste de
Micronucleos detecta danos que ndo podem mais ser reparados. De fato, o ensaio
cometa e o teste do micronucleo possuem naturezas distintas, cada um com suas
vantagens e restricbes e, por isso, tém sido aplicados em conjunto para a avaliacao
de danos genéticos. Enquanto o ensaio cometa detecta lesdes reversiveis, o teste
do micronucleo detecta lesdes mais persistentes no DNA ou efeitos aneugénicos

gque nao podem ser reparados. Os danos mensurados pelo ensaio do cometa
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aparecem mais cedo do que o Micronucleo, que requer uma divisédo celular para ser
visualizado (SOUZA, 2005). A maior parte do dano ao DNA é reparada pelo eficiente
mecanismo celular de reparo, enquanto que uma pequena parte do dano resulta em
mutacdo (BENASSI, 2004). Nossos resultados mostraram que os danos no DNA
foram reparados apds o termino dos tratamentos, portanto ndo obtivemos diferengas
significativas no Teste de Micronucleos.

Compostos metalicos podem alterar o crescimento celular através de
varios mecanismos distintos. As alteracdes na regulacdo dos genes sdo observadas
antes de uma possivel manifestacdo de tumores, estas podem nao ser fixadas por
mutacdes, sendo necessario um tempo muito prolongado de exposicdo para
provocar modificacfes genéticas persistentes. Os ions metalicos podem desregular
a proliferacdo celular através da inativacdo dos processos apoptoticos, 0 que
resultaria em uma adaptacdo a citotoxicidade dos metais (BEYERSMANN;
HARTWIG, 2008). Galaris, Evangelou (2002) dizem que talvez os metais atuem em
conjunto com outros fatores genotoxicos, como estresse oxidativo e radicais livres, e
gue para compreender melhor esses processos deve-se entender o envolvimento
dos metais na manutencdo da homeostase celular. Henkler, Brinkmann e Luch
(2010) afirmaram que os efeitos adversos dos radicais livres sdo equilibrados pelas
adaptacdes das respostas antioxidantes celulares, o que pode explicar as
dificuldades experimentais para tratar especificamente o significado das espécies
reativas de oxigénio na mutagénese desencadeado por metais pesados ou
xenobioticos.

Segundo Kalloo (2008) a Brassica oleracea L. var. acephala € uma rica
fonte em vitamina C., Korus (2011) verificou que 100 g de folhas cruas de Brassica
oleracea L. var. acephala D.C. contem 683 mg de vitamina C, e Korus, Lisiewska
(2011) confirmaram suas propriedades antioxidantes assemelhando com Trolox
(Antioxidante comercial com propriedades conhecidas).

Tais propriedades podem justificar a eficiéncia do sistema de reparo nos
animais avaliados neste experimento, ja que 0 estresse oxidativo ocorre quando ha
um desequilibrio, criado pela excessiva geracdo de oxidantes ou uma diminuicdo de
antioxidantes (GUO; YANG; WU, 2008).

Gongalves et al. (2012b) avaliaram o potencial genotéxico e/ou
antigenotoxico do extrato hidroalcodlico da Brassica oleracea L. var. acephala D.C.

em diferentes células de camundongos, e os resultados obtidos neste estudo
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mostraram que nenhuma das concentracdes utilizadas mostrou efeito genotdxico
pelo ensaio cometa, ou mutagénico pelo teste de micronucleo. E, além disso, a
couve teve efeito antigenotdxico, sendo capaz de promover uma inibicdo de dano
em DNA induzido pela doxorrubicina, efeito este que poderia ser justificado pela
presenca de antioxidantes no extrato administrado. Fagundes (2012) demonstrou
através do ensaio cometa de células sanguineas de camundongos, a a¢ao protetora
e de reparo da hortalica Brassica oleracea L. var. acephala D.C. aos danos ao DNA
em um pré e um poés-tratamento com MMS (Metil Metanosulfonato) e CP
(Ciclofosfamida). Uma possibilidade existente € que a couve tenha exercido um
efeito protetivo ao DNA dos camundongos utilizados no nosso experimento. Sugere-
se que 0s metais geram quantidades significativas de oxidantes, e que este aumento
possa ter sido atenuado pela provavel ingestdo simultdnea de grandes quantidades
de vitamina C presentes na couve, levando a genotoxicidade e deteccdo dos danos
através do ensaio cometa de sangue agudo e cronico, mas nao levando a formacao
de danos no cértex e no figado no tratamento cronico, e ndo levando a
mutagenicidade, portanto ndo sendo visualizados danos no teste de micronucleos.
Mesmo tendo essas propriedades a couve ndo protegeu totalmente os
camundongos dos danos causados pelos metais absorvidos por ela, sendo entédo
gue o consumo de couve cultivada em areas de depositos de rejeito da explotacao
de carvdo ou préximas a essas areas, onde ha risco de contaminacdo por metais,
devera ser evitado ou feito com extrema cautela, para evitar 0os riscos aos quais

essa forma de cultivo expdem quem as consome.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o consumo de Brassica oleracea L. Var. acephala
D.C. cultivada em &rea de explotacao de carvao devera ser realizado com extrema
cautela, sendo que estas apresentaram alto potencial genotdxico, principalmente em
células sanguineas, mesmo que esta hortalica ofereca uma acdo protetora e
reparadora de danos ao DNA. Por isso mais estudos sdo necessarios para

confirmacéo destes resultados.
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