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_Introdugéo

O Estuario do rio Sado (sudoeste de Portugal) é o segundo maior
do pais e caracteriza-se por ter um grande valor ecoldgico e eco-
némico (figura 1). Apesar de ter vindo a ser afetado ao longo dos
anos por varias fontes de poluicdo de origem urbana, industrial e
agricola, ainda continua a ser, para a populagéo local, um lugar pri-
vilegiado para atividades piscicolas e agricolas. A margem norte é
caraterizada por uma vasta zona urbana e industrial, localizada em

Figura 1:

torno da cidade de Setubal; a margem sul é conhecida pela presen-
ca de pequenas aldeias cuja populagcdo se ocupa, essencialmen-
te, em préaticas de pesca no estudrio e de pequena agricultura, para
além da existéncia da peninsula de Troia, zona de alto valor turisti-

co (),

Estudos anteriores revelaram a existéncia de diversas classes de
contaminantes nos sedimentos deste estuario, incluindo metais,
pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), cujos
efeitos adversos em organismos vivos sdo conhecidos e ja foram
observados neste ambiente (2). Destes conhecimentos prévios
surgiu uma preocupacao relacionada com a potencial bioacumula-
cao de contaminantes nas partes ediveis de espécies estuarinas,
ou de produtos agricolas de origem local, que poderiam entrar
assim na cadeia alimentar humana e representar um problema de
salde publica. Neste contexto, o estudo da toxicidade ao nivel ge-
nético - tal como a formagéao de quebras e/ou danos oxidativos no
DNA ou de alteragdes cromossomicas - em modelos celulares ou
animais, assumiu-se como particularmente relevante para a ca-
raterizagdo do potencial efeito nocivo dos contaminantes presen-
tes nas aguas e nos sedimentos estuarinos. Atualmente, de entre
0s biomarcadores de um efeito bioldgico (p.ex., de um efeito ge-
notoxico) disponiveis, o ensaio do microntcleo (%) e o ensaio do

cometa (4) sdo os mais utilizados.

Mapa da area de estudo, o Estuério do Sado, com indicagao dos diferentes locais de amostragem
utilizados neste trabalho (N4, No, S, So e R).
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_Objetivos

O presente estudo integra-se num projeto mais amplo que visa
avaliar o risco ambiental - que inclui 0s riscos ecoldgicos e para
a saude humana - associado a este ambiente estuarino contamina-
do. Em particular, este estudo teve como objetivo caracterizar o
potencial citotdxico e genotdxico de sedimentos colhidos em varios
locais de pesca do Estuério do Sado numa linha celular humana,
tendo em vista uma avaliac@o de eventuais efeitos nefastos para a
salde humana.

_Material e métodos

As amostras de sedimentos foram colhidas em 5 locais de pesca
distintos do Estuério do Sado: amostras Ny e N» na margem norte
(urbana/industrial), amostras S1 e S, na margem sul (agricola) e
uma amostra de referéncia R colhida num banco de areia (figura 1).

As amostras foram previamente caracterizadas para contaminantes

organicos e inorganicos (5:6). Para ensaios celulares, os contami-
nantes foram extraidos com uma mistura de diclorometano:metanol
e recuperados em dimetilsulfoxido (DMSQ). Os efeitos citotoxicos
e genotdxicos dos extratos finais foram avaliados na linha celular
derivada de um hepatoma humano HepG2, através do ensaio do
vermelho neutro e dos ensaios do cometa [modificado com forma-
mido-pirimidina-DNA glicosilase (FPG), para revelar danos oxidati-
vos no DNA] e microndcleo, respetivamente, apds uma exposi¢ao
de 48 h a diferentes concentragdes de extratos de sedimento [de
10 até 200 mg sedimento equivalente (SEQ)/mL de meio de cultu-
raj.

_Resultados

Os resultados dos diferentes ensaios encontram-se apresentados
no gréafico 1A-D. Apds uma exposicao de 48 h, os extratos N4 e
N5 induziram a maior redugéo na viabilidade celular, até app. 91 e
85% de reducao, respetivamente. Em contraste, os extratos St e
S» mostraram-se menos citotéxicos, com uma redugéo da viabili-
dade celular até app. 45%. A amostra de referéncia R ndo induziu
citotoxicidade.

A anélise dos resultados dos efeitos genotdxicos, avaliados pelo
ensaio do cometa, revelou a indugéo de quebras ao nivel do DNA
(sem FPG) e de danos oxidativos no DNA (com FPG), apds a expo-

sicdo a todos os extratos, exceto o R. No geral, os niveis de danos

nao-oxidativos foram mais elevados em células expostas aos ex-
tratos de sedimentos da area norte do estuério, enquanto os niveis
de danos oxidativos no DNA foram mais elevados apds exposicao
aos extratos da area sul. Isto é, as amostras N1 e No induziram um
aumento significativo da percentagem de DNA na cauda, sem tra-
tamento com FPG, as concentragao testadas mais elevadas, em
comparagdo com o controlo de solvente. No entanto, as amostras
S1 e Sy induziram sobretudo danos oxidativos no DNA, sendo que
o valor de percentagem de DNA na cauda, aquando do tratamen-
to com FPG, foi 6 vezes superior ao observado sem FPG. Todas
as amostras contaminadas induziram também um aumento signifi-
cativo do nimero de células binucleadas micronucleadas (CBMN),
dependente da concentracao, revelando um potencial de induzir
danos ao nivel cromossomico (gréfico 1B). As amostras Ny e N»
causaram um aumento da frequéncia de CBMN em cerca de 4 a 6
vezes, respetivamente, a 200 mg SEQ/mL, quando comparada a
do controlo de solvente. Em contraste as amostras S e S1 produ-
ziram um aumento significativo da frequéncia de CBMN app. 3 a 4
vezes superior ao controlo de solvente, respetivamente, a concen-
tragéo testada mais elevada.

_Discusséao

Os resultados sugerem que existe uma diferenca ao nivel do poten-
cial genotdxico dos sedimentos do estuario do Sado, dado que as
amostras colhidas na margem norte do estuario (N1 € No) exibem
valores mais elevados de indugéo de quebras de DNA e de micro-
nucleos do que as amostras colhidas na margem sul do estuario
(S1 e Sy) que exibem, sobretudo, valores mais elevados de danos

oxidativos de DNA. Conjuntamente com a andlise de contaminan-

tes dos sedimentos (°-6), sugere-se que os resultados obtidos para
as amostras N1 e No serdo principalmente devidos & presenca
de um nivel mais elevado de contaminantes orgénicos, tais como
HAPs, pesticidas ou bisfenilos policlorados, enquanto os resulta-
dos obtidos para as amostras Sy e Sy se deverdo a predominan-
cia de contaminantes de origem inorgénica (metais e metaloides). No
que diz respeito a amostra R, a falha na indugéo tanto de citotoxici-
dade como de genotoxicidade, nos diferentes ensaios, encontra-se
concordante com os valores muito baixos de contaminagao observa-

dos, confirmando ser uma boa érea de referéncia (6). Assim, apesar
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Gréafico 1A-D: [l Resultados dos ensaios do vermelho neutro (A), micronicleos (B), cometa (C) e cometa modificado com FPG
(D) em células HepG2, apés uma exposigao de 48 h aos diferentes extratos de sedimentos (10 a 200 mg SEQ/mL).
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Os resultados apresentados sé@o o valor médio (+EP) de 3 experiéncias independentes (para A, C e D), e o valor médio (+DP) (para B). A concentragao
de 0 mg SEQ/mL corresponde ao controlo de solvente (DMSO a 2%, com excegao da amostra Ny no ensaio do cometa que corresponde a 0,5%).
CBMN- Célula binucleada micronucleada; * - Diferengas estatisticamente significativas quando comparado com o respetivo controlo. No gréafico 1C e
1D, para as amostras N1 e Ny, as concentragdes mais elevadas nao foram testadas devido & elevada citotoxicidade observada nestas condigdes.
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do estudrio ter sido classificado como moderadamente contamina-
do, com base apenas na caracterizacao dos contaminantes dos se-
dimentos, o presente estudo revela que a mistura desses mesmos
contaminantes é capaz de induzir citotoxicidade e genotoxicida-
de, dependente da concentracdo, numa linha celular humana. Para
além disso, os efeitos observados tiveram também um poder dis-
criminatério capaz de distinguir duas areas ecogeograficas distin-
tas, a urbana/industrial e a rural/agricola.

_Conclusdes

Os resultados obtidos sugerem que células HepG2 expostas a
contaminantes da area norte (urbana/industrial) apresentam os
danos genotoxicos mais permanentes, refletidos na forte indugéo
de micronucleos. Em contraste, a exposi¢ao a extratos da area
sul (agricola) resultou, particularmente, na indugéo de danos oxi-
dativos no DNA. Estes resultados sdo concordantes tanto com
0s niveis e natureza da contaminagdo observada, como com 0s
efeitos genotoxicos dos sedimentos previamente demonstrados

in vivo, em espécies estuarinas ().

Este estudo revelou que os resultados integrados dos indicadores
de citotoxicidade, genotoxicidade e stress oxidativo obtidos em
linhas celulares humanas expostas as misturas de contaminantes
sedimentares, poderao constituir uma linha de evidéncia valiosa
para aidentificagdo e avaliagao do risco para a salide humana de-
corrente da exposicdo a um ambiente estuarino classificado qui-
micamente como moderadamente contaminado.
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