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Introducgéo

A bioacumulacdo de metais traco em organismos vivos é um dos efeitos mais sérios de
contaminagdo ambiental, porque ambos animais e plantas podem concentrar estes elementos
em niveis muito superiores aos encontrados no meio ambiente, promovendo o transporte nos
vérios niveis da cadeia alimentar (MOULIS E THEVENOD, 2010). Embora o tema
relacionado com a contaminagdo por metais traco em VAarios animais seja largamente
divulgado pela literatura cientifica, estudos genéticos ainda sdo limitados em bovinos de
regiGes impactadas.

Em 1960, a Companhia Brasileira de Chumbo (COBRAC), posteriormente denominada
Plumbum, estabeleceu-se na periferia da cidade de Santo Amaro da Purificacdo, regido do
Reconcavo da Bahia, no Brasil. Ap6s o primeiro ano de operacdo, a fundigdo ja havia
causado a morte de cavalos e gado e, segundo estimativas, até 1976 tinham sido lancadas na
atmosfera cerca de 400 toneladas de cadmio (CARVALHO, et al., 1984). Na escoéria
predominam os metais traco chumbo (Pb) e cadmio (Cd), considerados residuos solidos
perigosos e altamente toxicos. Os dados ambientais existentes sobre a &rea da usina, ja
desativada, indicam que as aguas superficiais, 0 solo, e a agua subterrdnea apresentam
concentragdes de Pb e Cd acima dos limites vigentes (ANJOS, 2003).

Magna et al (2011) estudaram vegetais e gramineas locais proximos a Plumbum e areas
adjacentes. As espécies de gramineas analisadas apresentaram concentracdes de Pb que
chegaram até 820mg/kg, enquanto que as de Cd atingiram niveis de até 7,99mg/kg. A
ingestdo acidental, aguda ou crénica de metais traco em bovinos, pode resultar em inUmeras
afeccbes que podem ndo ser perceptiveis clinicamente, devido a sua baixa seletividade
alimentar, sendo a ingestéo o principal meio de intoxicagdes destes animais (SOUZA, et al.,
2009).

Estudos em seres humanos mostram os inimeros efeitos embrioldgicos téxicos do Pb
(ANDREWS et al., 1994; MOREIRA e MOREIRA, 2004). Segundo Cebra e Cebra (2004),
em animais, 0s sais de Pb inorganicos sdo associados com eventos relacionados a
malformacdo fetal do sistema nervoso central, fissura palatina em camundongos, defeitos de
cauda de hamsters, hidronefrose, defeitos esqueléticos em ratos e abortos e malformagdes
espinhais em ovinos expostos, uma vez que o mineral atravessa a placenta e se deposita em
tecidos fetais.

Segundo relatos de habitantes da regido de Santo Amaro, muitos animais criados
extensivamente “nasceram com malformacgdes ” (bicefalia) ou “tiveram abortos sucessivos .
O estudo anterior de Carvalho et al, (2003) revelou que o gado usualmente entra nas
dependéncias da fundicdo abandonada para pastar e beber da &gua que se acumula nos
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antigos tanques de contencéo, na area da empresa. A populacdo da cidade costuma consumir
carne e leite destes animais. O objetivo do presente estudo foi realizar uma avaliagdo
preliminar do efeito genotoxico da exposicdo ao Pb e Cd em bovinos Nelore (Bos taurus
indicus) expostos na area da Fundi¢do Plumbum, utilizando como analise preliminar o teste
citogenético padréo para AC em metafases de linfocitos de sangue periférico.

Material e Métodos

O grupo exposto foi composto de 38 bovinos (Bos taurus indicus) da cidade de Santo Amaro
da Purificacdo- BA, Brasil, que pastavam na area e bebiam agua do tanque de contencdo da
fundi¢cdo Plumbum. O grupo controle foi obtido em matadouro, com lote inspecionado e
certificado (10 espécimes).

Foram coletados 10 ml de sangue periférico por puncdo venosa jugular com seringas
contendo heparina sodica. A cultura foi realizada de acordo com a técnica convencional de
Moorhead et al (1960), com adaptagdes. Uma vez recolhida a camada de leucdcitos, foram
adicionadas alicotas ao meio RPMI1640 com fitohemaglutinina (PHA) acrescido de soro
bovino fetal (1ml). Cada alicota foi dividida e distribuida em 2 frascos de fundo chato
submetidos a incubacdo (96hs/37°C). O material sofreu colchicinizacdo (2 gotas de
Colchicina a 4x10-5M) e incubadas por 1h. O conteldo dos frascos foi centrifugado
(500rpm/5min) e o pellet submetido a hipotonizacao (3 ml KCl a 0,075 M/ 37°C/15min). A
fixacdo foi realizada com 0,5 ml de metanol e &cido acético glacial (3:1). Os tubos foram
centrifugados (500rpm/5min), o sobrenadante foi cuidadosamente eliminado e as células
suspensas em 5ml do fixador por 3 vezes obtendo-se 0,5 ml de uma suspensdo concentrada
de células. Apds coloracdo convencional (Giemsa), as laminas foram submetidas a
microscopia de luz (1000X) com filtro azul. Foram analisadas entre 50 e 100 celulas por
amostra cega de cada animal. A analise estatistica foi realizada pelo teste ndo paramétrico
para amostras independentes (Wilcoxon Signed Rank Test).

Resultados

Do grupo de animais expostos, foram analisadas no total 2698 células, das quais 510
(18,94%) apresentaram uma ou mais anormalidades cromossomicas (AC). No grupo
controle, a taxa de anormalidades espontéaneas foi de 11 células (2,34%) do total de 470
analisadas. As taxas de AC, observadas em animais expostos, foram comparadas com as
taxas de anormalidades espontaneas no grupo controle, onde o indice estava dentro da faixa
esperada para populacdes de bovinos normais (1-4%) (p <0,0001).

A Fig. 1 mostra os tipos de alteracGes observadas nas metafases analisadas no grupo exposto
ao Pb e ao Cd. Houve uma maior diversidade de tipos de AC no grupo exposto de animais,
quando comparado com o grupo controle saudavel. Dentre os tipos de AC encontrados foram
identificados: quebra cromatidicas (ctb), pulverizacdo (pvc), gap de cromatide (ctg), quebra
de centrémeros (cenb) e figura quadrirradial simétrica (qr) (Figuras 2-4).
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Figura 1. Distribuicdo das metafases de acordo com o tipo de alteracao no grupo exposto ao Pb e Cd e no
grupo controle; ctb (quebra cromatidica), pvc (pulverizacao), cenb (quebra de centrémero), ctg (gap
cromatidico) e gr (figura quadrirradial). (p< 0.0001).

Figura 2 Metafase de bovino exposto com pulverizagdo cromossdmica (pvc). Cariétipo normal n=30.
‘Aumento 1900)(.'

Figura 3 Metafase de bovino exposto com quebras de centrémero (cenb) (setas).
Aumento 1000X
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Figura 4 Metafase de bovino exposto com figura quadrirradial (a) e gap cromatidico (b;c).
Aumento 1000X

Discusséo

No estudo de Costa (2001) foram analisadas as concentracGes de Pb e Cd em amostras de
sangue bovino de animais sacrificados na cidade de Santo Amaro da Purificagdo. O estudo
revelou que o nivel médio de Pb era de 28,4 £ 22,0 mg/dL, contra 1,74 £ m0,68 mg/dL dos
controles. Dados anteriores de Anjos (2003) indicam que as concentra¢cdes médias de Pb e e
Cd no solo e nas aguas superficiais da area da Plumbum ainda encontram-se muito acima dos
limites estabelecidos, indicando mais uma possivel fonte de contaminagdo para o gado.
Considerando a possibilidade de sua migracdo para a cadeia alimentar, através da ingestao
direta da vegetagdo pelos animais, 0 mesmo estudo analisou as concentracdes de Pb e Cd em
amostras de gramineas e do leite destes animais. As concentrac@es de Pb e Cd nas gramineas
e no leite superam os valores de referéncia. Estes dados corroboram as suspeitas de que as
AC observadas na area em estudo sejam devido a contaminacdo do solo, aguas e gramineas,
0 que representa um risco potencial aqueles animais que compartilham deste ambiente
impactado.

A alta incidéncia de AC, encontradas no grupo de bovinos expostos da cidade de Santo
Amaro da Purificacdo, é corroborada por achados de Moreira e Moreira (2004) que indicam
que o Pb pode causar alteracGes clinicas em bovinos, causando interferéncias no ciclo
reprodutivo destes animais.

Um estudo recente realizado por Banfalvi (2012) com embrides bovinos, demonstrou uma
reducdo significante na taxa de crescimento dos embrides que apresentavam AC. A
genotoxicidade dos metais € geralmente causada por trés mecanismos: a inducdo de estresse
oxidativo, a inibicdo do sistema de reparo do DNA e a desregulacdo da proliferacdo celular
(BEYERSMANN e HARTWIG, 2008). O estudo de Machado et al, (2013) sugere que o Cd
ndo é diretamente mutagénico, mas um forte agente co-mutagénico que interfere no sistema
de reparo do DNA. Estes dados poderiam explicar a presenca de pulverizacbes
cromossomicas (pvc) encontrado no grupo de animais expostos (Fig. 2).

Dados de Salgado (2008), comparando a toxicidade do Pb e do Cd em diferentes tipos
celulares, indicam que os efeitos causados por distor¢des na cromatina levariam as células a
apoptose. Estes dados corroboram o0s achados no grupo de bovinos de Santo Amaro da
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Purificacdo, pois o efeito da contaminacao por Pb e Cd poderia somar os efeitos danosos de
ambos 0s metais sobre a estrutura da cromatina destes animais, levando ao aparecimento de
distorcOes caracterizadas na elevada frequéncia de AC encontrada.

Os estudos de Souza et al (2009) indicam que a presenga de indUstrias em uma regido nao
necessariamente resulta no aumento das concentracdes de metais traco em matrizes
biol6gicas de bovinos. Esses achados diferem do presente estudo, pois as frequéncias de
anormalidades cromossdmicas encontradas em animais expostos a Pb e Cd, provam
indiretamente que houve um aumento das concentragcdes desses metais no sangue destes
animais.

Entretanto, os resultados encontrados para o gado de Santo Amaro corroboram os achados
epidemioldgicos de Salgado (2008) que revelaram que o Pb interfere com o0s processos que
induzem uma desestabilizagdo cromossdémica da cromatina, inibindo o mecanismo de reparo
do DNA. A falha neste mecanismo poderia explicar a presenca de anormalidades
cromossdmicas encontradas nos bovinos, incluindo eventos raros como figuras quadriradiais

(ar) (Fig. 4).

Concluséo

Os resultados do presente estudo demonstram que a distin¢do entre 0s animais expostos e nao
expostos, através dos niveis de AC, constitui evidéncia indireta da acdo clastogénica do Pb e
do Cd na cromatina de bovinos. Isto promove novas consideracfes para o entendimento dos
efeitos bioldgicos indiretos de metais traco e sua bioacumulacdo para as geracdes futuras
destes animais e o consequente risco a salide humana.
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