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Resumo

Andlises em &aguas subterrdneas destinadas ao consumo humano em Itapord-MS, identificaram
concentracdes de Al em desconformidade com a Legislacdo (0,4-0,7 mg/L). A exposicdo em niveis acima do
permitido pela Portaria 2914/2011 do Ministério da Saude (0,2 mg/L), pode representar riscos para a saude
humana e meio ambiente. Sendo assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade
das concentracGes do Al em valores similares e superiores ao da legislagédo vigente em células de ovario de
Hamster Chinés (CHO). Células de CHO foram expostas in vitro a diferentes concentracbes de Al. A
citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio com MTT e, a genotoxicidade pelo teste do microntcleo (MCN) e
anormalidades nucleares. A analise estatistica foi realizada utilizando Kruskal-Wallis para dados nao
paramétricos e ANOVA para paramétricos. Os resultados para o teste do MTT, permitiram observar que nao
houve diferenca significativa entre os periodos. Na anélise de brotamentos, observou-se que a partir de 48h de
exposicao, todas as concentracdes se diferiram do CN. Para os resultados da formacao de ponte nuclear, ndo
houve diferenca significativa em nenhum dos tratamentos. Para o teste de micronucleo, foi possivel observar
gue a maior concentracdo (2mg/L) apresentou diferenca significativa em todos os tratamentos com o CN. No
periodo de 72h foi observado diferenca significativa com o CN a partir da concentracdo de 0,6mg/L. Para a
andlise de genotoxicidade foi observado diferenca significativa para brotamento a partir da concentracédo de 0,2
mg/L e para micronlcleo a partir da concentragéo de 0,6mg/L. Tais resultados demonstram a potencialidade do
Al em causar citotoxicidade e em induzir danos nas células de CHO in vitro. Os resultados indicam que o valor
maximo permitido pela legislacdo ocasiona danos as células de CHO. Assim sendo, as concentracfes de Al
encontrados na 4gua de Itapord em desconformidade com a legislacdo podem também causar danos a célula.
Com isso, torna-se importante realizar ensaios biolégicos em células humanas a fim de investigar efeitos

causados pelo Al nas mesmas.
Palavras-chave: CHO, metal, ensaio in vitro.
Apoio financeiro: UFGD, CAPES e FUNDECT.

Trabalho selecionado para a JNIC: UFGD

Introducéo

O aluminio (Al) é o terceiro elemento metélico mais encontrado na crosta terrestre e 0 mais abundante
entre todos os demais elementos. Desta forma, sua biodisponibilidade no ambiente pode ser alta, decorrente
do descarte de residuos gerados pelas atividades antropogénicas, como, industriais, agricolas e domeésticas.
Essa contaminacdo muitas vezes esta associada a presenca de contaminantes quimicos nédo biodegradaveis
gue podem ser toxicos para seres vivos (Silva, 2013). De acordo com a portaria n° 2914/2011 do Ministério da

Saude, agua potavel é definida como aquela destinada ao consumo humano cujos parametros microbiolégicos,
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fisicos, quimicos e radioativos atendam o padrao estabelecido de potabilidade e ndo oferecga risco a salde
humana. Para o metal aluminio, o valor maximo permitido pela legislagcao para aguas subterraneas destinadas
ao consumo humano é de 0,2 mg/L. Estudos realizados por Grisolia (2015), em pogos na cidade de Itapord, no
estado do Mato Grosso do Sul, destinados ao consumo humano, verificou que o Al se encontrava com valor
acima do permitido pela portaria n° 2914/2011.

Os efeitos negativos do Al a longo prazo como pode representar riscos para a saude tanto dos seres
humanos como dos animais devido a sua toxicidade e particularmente a sua neurotoxicidade (Verstraeten et
al., 2008). Muitos dos efeitos causados pelo Al sdo desconhecidos, bem como a sua interferéncia nos
processos bioldgicos. Portanto, é necessario realizar estudos que investiguem os possiveis efeitos do Al em
ensaios biolégicos. A utilizacdo de técnicas in vitro, como bioensaios realizados com cultura de células séo
considerados ferramenta valiosa para a pesquisa e monitoramento de substancias que comprometem a
instabilidade do DNA (Duesberg et al., 1998). Em testes in vitro sdo usadas diferentes linhagens celulares,
sendo uma das mais comumente utilizadas as células de ovario de hamster chinés (CHO). A escolha da CHO
como objeto de estudo é devido a esta linhagem celular ser amplamente utilizada como células-referéncia nos

ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade (Santos, 2014).

O teste de citotoxicidade, MTT (3- (4,5) -dimethylthiahiazo (-z-yl) -3,5-diphenytetrazoliumromide),
possibilita a determinacdo do nimero de células viaveis apds os periodos de tratamento. A genotoxicidade foi
baseada na analise de alteracdes genéticas por meio do teste do micronicleo com bloqueio da citocinese, no
gual permite a visualizacdo de alteracdes nucleares. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
causados pelo Al em ensaio biolégico in vitro, a fim de caracterizar aspectos relativos a citotoxicidade e

genotoxicidade do metal, visando assim assegurar um padrdo de qualidade de 4guas subterraneas.

Metodologia

Para o preparo das solugdes, foi usado solucdo padrdo estoque monoelementar de 1000 mg L*
(SpecSol6, SEM-682, EUA), uma contendo a concentracdo maxima permitida pela portaria n° 2914/2011 do
Mistério da Saude (0,2mg/L) e as demais nos valores encontrados nos pogos (0,4, 0,6, 0,8, 1,0 e 2,0mg/L).
Também foi utilizado solugbes de controle positivo de Mitomicina C (2ug/mL) e controle negativo (meio de
cultivo). As células CHO (oriundas de ovéario de hamster) foram cultivadas em garrafas de poliestireno
transparente contendo meio HAM-F10 +DMEM suplementado com 10 % de soro bovino fetal (somente para o
teste do micronucleo), bicarbonato de sédio (NaHCO3), 1% de antibidtico penicilina-estreptomicina. As células
foram mantidas em estufa (5% de CO: a 37°C) até o momento em que atingiu o estado de semi-confluéncia
para serem sub-cultivadas e preparadas para os experimentos. O periodo de tratamento das células com o
metal foi de 24, 48 e 72 horas.

Para a analise de citotoxicidade, as células foram contadas, ressuspendidas e semeadas em uma
ensidade de 6 x 103 células/100uL/poco em placas de 96 pocos de cultura. Apds o periodo de plagueamento, o
meio de cultura foi removido e substituido por 100pL de meio contendo as diferentes concentracdes de Al.
Ap6s os periodos de tratamento, 0 meio de cultura foi removido e as células foram lavadas com PBS, para
posterior adicdo de meio isento de soro contendo 0,5 mg/mL de MTT. Apés incubacdo a 37°C, o meio foi
removido e substituido por 100 uL DMSO para solubilizar os cristais de formazan. A solu¢éo de cor (formazano)

foi detectada em um comprimento de onda de 630 nm.

Para realizacao do teste de genotoxicidade foi utilizado o método de andlise de microndcleos com

bloqueio da citocinese. As células foram semeadas em placas, sendo utilizada uma placa separada para o CN
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e CP. Depois de 24h, as células foram expostas as concentracdes do metal e aos controles por 24, 48 e 72h.
Ao final de cada tempo adicionou-se a citocalasina B para bloqueio da citocinese. Em seguida, realizou-se a
tripsinizacdo das células e a transferéncia das mesmas para tubos, que posterioremente passaram pelo
processo de hipotonizacao (citrato de sédio (1%)) e centrifugacéo para o descarte do sobrenadante. As células
foram fixadas (metanol: acido acético) e mantidos sob refrigeracdo (4°C) em overnight. Posteriormente as
células foram centrifugada, o sobrenadante descartado e o precipitado utilizado para o preparo das laminas. As
laminas foram coradas com Giemsa 5% para analisar as alteracbes nucleares como descrito por Fenech
(2007). Para cada concentracdo foram analisadas duas laminas, contando-se 500 células binucleadas por

lamina.

Para calcular o indice de divisdo nuclear (IDN), preparou-se as laminas e analisou-se duas, contando-

se 250 células. Os dados para o calculo do IDN, foram calculados segundo a equacéo:

M1+2XxXM2+3XxM3+4xM4

IDN =
N

Onde M1-M4 representam o ndimero de células que possuem de 1 a 4 nucleos e N é o nimero total de

células viaveis.

Os dados do MTT foram analisados através do programa GraphPadPrism 5.0, utilizando One-way
andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo pés-teste de Dunnet, para a comparacao entre os tratamentos com
0 controle negativo. Os dados de genotoxicidade e IDN, foram analisados através de Kruskal-Wallis com a
posteriori de Dunn para dados ndo paramétricos e ANOVA com a posteriori de Tukey para dados paramétricos.

Os dados foram considerados significantes quando p<0,05.

Resultados e Discusséo

Os resultados do teste do MTT, demonstraram que, para o periodo de 24h a diminuicdo da viabilidade
variou de 21 a 30% entre as concentracdes, para o periodo de 48h essa diminuigc&o foi em cerca de 27 a 28% e
para o periodo de 72h a variacao foi de 20 a 26%. Com base nesses resultados, foi possivel observar que ndo
h& diferenca significativa entre os periodos avaliados. Outros estudos com ensaios in vitro também
evidenciaram a atividade citotoxica do Al. Zhang et al. (2010) observou que o Al em diferentes concentracdes
induz morte celular por uma combinacéo de apoptose e necrose. Em 2015, Klingelfuss et al., realizou estudos
com Al e considerou o metal como citotéxico, visto que o mesmo danifica as regides teloméricas levando a

instabilidade cromossdmica e, como consequéncia, resulta em morte celular.

Para analise de brotamentos, foi observado que no periodo de 24h, as concentra¢des de 0,6, 0,8, 1,0
e 2,0mg/L se diferiram do CN, enquanto que as de 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8mg/L se diferiram do CP. A maior
concentracdo (2,0mg/L) apresentou diferenca significativa com as demais concentra¢cdes. Com o aumento do
tempo de exposicdo, nota-se que todas as concentracdes do metal se diferem do CN, enquanto comparado
com CP, somente é observado diferenca no periodo de 48h com a concentracdo de 0,8mg/L. Desta forma, o Al
demonstra possuir um poder genotoxico, influenciando na formacdo de brotamentos nucleares, a partir da

concentracdo de 0,6 mg/L.

Resultados referentes a formacao de ponte nuclear durante a exposicdo ao metal, ndo apresentaram
diferenca significativa em nenhum dos periodos. Ja para analise de micronucleos, nos periodos de 24h e 72h,
pode-se observar que as concentragbes 0,8, 1,0 e 2,0mg/L apresentaram diferenca significativa quando

comparado ao CN. A concentragdo de 2mg/L apresentou diferenca significativa em todos os periodos quando
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comparado ao CN. Portanto, a formacao de micronucleos refor¢ca o resultado de que o Al demonstra potencial
genotoxico como evidenciados em estudos realizado por Paz (2017), utilizando linfécitos humanos, onde o
mesmo observou-se que o Al em diferentes concentracdes apresentou potencial genotoxico, uma vez que se
observou a maior frequéncia de micronicleos conforme o aumento da concentracdo do metal. Na literatura,
estudos voltados para testes de genotoxicidade envolvendo o Al, ressaltam que quanto maior a concentracao

do metal, maior € o dano que ele causa no DNA (Pogue et al, 2016; Lima et al., 2007).

Para determinar a medida do potencial proliferativo da fracéo de células viaveis, utilizou-se o céalculo do
IDN. Com base nesse calculo, somente foi observado diferenca significativa entre as concentrages de Al no
periodo de 24h, no qual, as maiores concentragfes (1,0 e 2,0mg/L) se diferiram significativamente da menor
concentracdo (0,2mg/L). Para os demais periodos, ndo foi observado diferenca significativa. Os resultados
obtidos neste estudo se assemelham com os de estudos da literatura, no qual o Al foi apontado como um metal

gue pode causar danos no DNA (Klingelfuss et al., 2015; Lima et al., 2007).

Conclus8es

O Al possui potencialidade em causar citotoxicidade e induzir danos nas células de CHO in vitro. Tais
resultados indicam que o valor maximo permitido pela legislacdo (0,2 mg/L) ndo causa citotoxicidade a célula,
porém, induz a formacédo de brotamentos nas mesmas, conforme o aumento do tempo de exposicdo. Para os
valores de aluminio encontrados na agua de pocos de Itapord em desconformidade com a legislacdo, foi
observado que a partir da concentracdo de 0,6mg/L houve diminuicdo da viabilidade celular e que todas as
concentracfes causam a inducéo de danos genéticos a célula. Com isso, torna-se necessario realizar ensaios
biolégicos em células humanas, a fim de investigar efeitos causados pela Al nas mesmas, uma vez que essa

agua vem sendo consumida sem tratamento.
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