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Citogenotoxicidade de aguas fluviais urbanas em Presidente
Prudente (SP), Brasil, através do teste Allium cepa

Varios problemas de saide podem surgir em decorréncia da interagdo das pessoas com o meio ambiente poluido. Muitos dos contaminantes langados no meio
podem ter propriedades toxicas e mutagénicas. A detecgdo desses agentes pode ser realizada através de bioensaios com plantas superiores, como a cebola comum
(Allium cepa L.), que é amplamente utilizada devido ao seu baixo custo e sua alta sensibilidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade da agua do cérrego
do Limoeiro em Presidente Prudente (SP), Brasil, através da andlise do potencial citotdxico e mutagénico, por meio do sistema teste Allium cepa em cinco pontos
diferentes do cérrego e em dois periodos do ano (chuvoso e seco). Através do calculo e comparagdo do indice mitético e anomalias cromossémicas com um
controle negativo, observou-se que todos os pontos avaliados apresentaram algum nivel de contaminagdo. Esses dados foram analisados em conjunto com os
resultados da analises fisico-quimicas e bioldgicas, que também foram realizadas nos mesmo locais. A nascente foi o Unico local que ndo apresentou citotoxicidade
ou genotoxicidade, mas alguns valores quimicos foram relevantes. O Balnedrio da Amizade (uma drea recreativa localizada dentro da drea urbana) e o local de
langamento de Estagdo de Tratamento de Esgoto (ETE) do Limoeiro foram os pontos que foram mais impactados pela polui¢do, pois apresentaram valores
significativos em varios pardmetros analisados e em ambos periodos do ano. Os demais pontos de coleta de amostras apresentaram valores significativos, porém,
em menor numero de parametros ou menor frequéncia. Outros fatores devem ser avaliados para que tenhamos melhor compreensdo dos agentes causadores
dessas alteragbes, sendo que a obtengdo de mais dados sobre as fontes poluidoras possibilitara a identificagdo de outros compostos que possam ter influenciado
os resultados obtidos.

Palavras-chave: Teste Allium cepa; Citogenotoxicidade; Biomonitoramento ambiental.

Cytogenotoxicity of urban fluvial waters in Presidente Prudente (SP),
Brazil, using the Allium cepa test

Several health problems can arise from the interaction of people with polluted environment. Many of the contaminants thrown in the environment can have toxic
and mutagenic properties. Detection of these agents can be performed through bioassays with higher plants, such as common onion (Allium cepa L.), which is
widely used, because of its low cost and high sensitivity. This work evaluated the water quality of the Limoeiro stream in Presidente Prudente (SP), Brazil, by
analyzing the cytotoxic and mutagenic potential, using the Allium cepa test system in five different points of the stream and in two periods of the year (rainy and
dry seasons). By calculating and comparing mitotic index and chromosomal abnormalities with a negative control, we observed that all the evaluated points
presented some level of contamination. These data were analyzed together with the results of the physical-chemical and biological analyzes, which were also
carried out in the same places. The springs were the only place that did not present cytotoxicity or genotoxicity, but some chemical values were relevant. The
Balnedrio da Amizade (a recreational area located within the urban area) and the effluent place of Limoeiro Sewage Treatment Station (STS) were the points that
were most impacted by pollution, since they presented significant values in several analyzed parameters and in both periods of the year. The other sample
collection points showed significant values, however, in a smaller number of parameters or less frequently. Other factors should be evaluated in order to have a
better understanding of the agents that cause these changes, and obtaining more data on the polluting sources will enable the identification of other compounds
that may have influenced the results obtained in this work.
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INTRODUGAO

Atualmente muitos problemas de saude em seres humanos sdo atribuidos a contamina¢do do meio
ambiente por residuos decorrentes das atividades humanas (VANZELLA et al., 2007). Alguns tipos de cancer
podem estar associados a utilizacdo de agua contaminada por residuos industriais que sdo langados
propositalmente nos cursos d’agua, ou por residuos urbanos e agricolas que sdo carregados de forma difusa
através do escoamento pluvial (VILLANUEVA et al., 2007; RICHARDSON et al., 2007). A liberagdo de poluentes
em corpos hidricos de forma inadequada é, muitas vezes, clandestina, principalmente em grandes centros
urbanos cuja gestdo ambiental dos residuos e efluentes ndo acompanhada de forma adequada o crescimento
econdmico e populacional (BOAVENTURA et al., 2010).

O monitoramento da qualidade das aguas superficiais, e a realiza¢cdo dos bioensaios, sdo importantes
ferramentas no estudo de impactos ambientais devido a complexidade e a relacdo entre os compostos
poluidores, que muitas vezes ndo conseguem ser estimados através das avalia¢des fisico-quimicas apenas
(PEREIRA et al., 2017). Ambos devem ser aplicados, simultaneamente, como forma de avaliar a qualidade do
corpo d’agua e saude dos ecossistemas ao qual os mesmos estdo envolvidos (FISKESJO, 1985). Para a
avaliacdo, deteccdo de contaminantes e biomonitoramento em ambientes de importancia regional os
bioensaios com plantas superiores tém sido amplamente utilizados, sendo o teste Allium cepa L. um dos mais
indicados, em conjuntos com as demais técnicas de monitoramento ambiental existentes (EVSEEVA et al.,
2003). O teste de Allium cepa L. é considerado uma ferramenta util para a pesquisa basica do potencial
genotoéxico e citotdxico de produtos quimicos, substancias complexas como extratos de plantas, dejetos
industriais, radiacdo eletromagnética e dguas contaminadas (FISKESJO, 1985; GRANT, 1994; CHANDEL et al.,
2019). Esse método tem sido recomendado para andlises de efluentes contaminados e validado
internacionalmente como bioindicador de amostras ambientais devido a sua elevada sensibilidade, baixo
custo, rapidez e facilidade de manipulacdo, utilizando-se o indice mitdtico e a formagdo de anomalias
cromossOmicas como parametros de avaliacdo da poluicdo ambiental (RANK et al., 1994; BONCIU et al.,
2018).

A partir de dados observados em um grande nimero de estudos, pode-se concluir que o potencial
citotdxico e mutagénico de corpos d’dgua depende do contexto ao qual ele estd inserido. Locais com grande
atividade industrial demonstram potencial mutagénico mais elevado em relacdo a locais com outros tipos de
atividades econdmicas, tais como: a agropecuaria, lavouras ou mesmo as regides urbanas (ANACLETO et al.,
2017; HARA et al., 2017; BOLLANI et al., 2018; OGUNYEMI et al., 2018). O regime de chuvas e fatores
climaticos também sdo varidveis que devem ser consideradas, pois estudos feitos em periodos de seca
demonstraram maiores potenciais citotéxicos se comparados aos periodos de chuva, onde ha maior diluicdo
das amostras da dgua coletada (CUCHIARA et al., 2012).

O presente trabalho objetivou avaliar a qualidade das aguas de um cdrrego urbano através do seu
potencial citotdxico e mutagénico, e assim estimar o impacto ambiental causado pelas atividades

antropogénicas da regido de Presidente Prudente/SP, considerada uma cidade de médio porte com grande
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desenvolvimento urbano industrial. Foram realizados bioensaios com o objetivo de avaliar a citotoxicidade e
a genotoxicidade das aguas coletadas no cdrrego do Limoeiro, por meio do sistema teste Allium cepa como
bioindicador. Além disso foi possivel investigar a interferéncia de diferentes atividades humanas na qualidade
da dgua do cdrrego, determinando 5 pontos amostrais inseridos em diferentes contextos locais ao longo do
curso do corrego.

Outros objetivos do trabalho incluiram a avaliacdo da sazonalidade das observagdes, através da
analise em dois periodos do ano, sendo um caracterizado pela predominancia de precipitacdo (verao) e o
outro pelos baixos indices de chuva e umidade (inverno), bem como a realizagcdo de andlises fisico-quimicas
e bioldgicas da agua coletada nos diferentes pontos de amostragem, em conjunto com as andlises de
citogenotoxicidade e genotoxicidade. Esse trabalho visa contribuir com informagdes sobre os potenciais
efeitos da poluicdo ambiental sobre o cdrrego urbano avaliado, além de fornecer subsidios que possam servir

de alerta para possiveis acGes de preservagao.

MATERIAIS E METODOS
Caracteristicas da area de estudo

Presidente Prudente é considerada uma cidade de médio porte, sendo que a sua
populacdo registrada no censo de 2010 foi de 207.610 habitantes e a projecdo para 2018 foi de 227.072
habitantes (IBGE, 2019). A sua localizagdo geografica compreende o paralelo 22°07°57”S e o meridiano
51°22'57”W, sendo o seu clima do tipo tropical continental sub-Umido e caracterizado por um verdo quente
e chuvoso e um inverno frio e seco (AMORIM et al., 2009). Neste municipio existe um sistema hidrografico
constituido por pequenos cursos d’agua, como o corrego do Botafogo e do Veado, respectivamente,
formadores dos cérregos do Cedro e do Limoeiro. Ambos sdo afluentes do rio Santo Anastacio, um
importante rio do Oeste do Estado de Sdo Paulo, Brasil, e que ja foi o principal rio responsavel pelo
abastecimento publico de dgua da cidade de Presidente Prudente (SP), Brasil, (TEODORO et al., 2011).

De acordo com Honda et al. (2015), a expansdo territorial e a ocupacdo do solo urbano em Presidente
Prudente — SP ndo se estabeleceu de forma planejada, assim, muitos cursos d’agua formadores desta bacia
hidrografica atravessam area com grande desenvolvimento urbano industrial. O cérrego do Limoeiro é um
corpo hidrico superficial que se encontra inserido na Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos do
Pontal do Paranapanema (UGRHI22) e que constitui, em parte, o limite geografico dos municipios de
Presidente Prudente e Alvares Machado e que também é receptor de efluentes da Estagdo de Tratamento
de Esgoto (ETE) de ambos municipios (TAKENAKA et al., 2013). Ele também constitui o Balneario da Amizade,
uma area recreacional urbana que, ultimamente, sofre um intenso processo de urbanizacao com alto indice
de atividade antropogénica (BOAVENTURA et al., 2010). De acordo com a resolu¢gdo CONAMA no. 357/2005
(BRASIL, 2005) ele se enquadra na classe 4, o qual deve ser destinado a navegac¢do, harmonia paisagistica e
a usos menos exigentes. Entretanto, apesar desta recomendacdo, verifica-se que o corrego é utilizado na

irrigacdo de pomares e lavouras, dessedentacdao de animais, pesca amadora e recreacao, atividades
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atribuidas a classe 3 da mesma resolugao.

Apesar do cdrrego do Limoeiro ser muito utilizado nas atividade humanas, muitos efluentes sdo
langados ao longo do seu percurso, seja em area urbana ou no caso da Estacdo de Tratamento de Esgotos -
ETE Limoeiro, construida pela SABESP (Companhia de Saneamento Basico do Estado de Sdo Paulo) em 1997,
gue despeja esgoto tratado com diversas substancias quimicas, além das dguas pluviais oriundas do cérrego
do Veado, e de diversos bairros localizados as margens do Balnedrio da Amizade, nos levando a supor que
haja presenca de substancias poluidoras potencialmente citotéxicas e mutagénicas em seu percurso.

As amostras foram coletadas na superficie do cérrego utilizando recipientes de vidro ambar e mantidas em
caixa térmica com gelo durante o periodo amostral e até serem transportadas para o laboratério, onde
ficaram armazenadas no refrigerador a 4° C até aplicacdo dos métodos de andlises, de acordo com as
recomendacdes do Guia Nacional de coleta e Preservacdo de Amostras (CETESB, 2011).

As coletas foram realizadas em dois periodos do ano, a fim de avaliar as influéncias das diferentes
condicBes climaticas de cada periodo. A primeira coleta aconteceu no verdo, periodo caracterizado pelas
altas médias de precipitacdo e a segunda coleta no inverno, periodo caracterizado pelas baixas médias
pluviométricas. As datas das coletas das amostras de agua também foram determinadas de acordo com o
Guia Nacional de Coleta e Preservagao de Amostras (CETESB, 2011), que sugere um periodo de 24 horas sem
ocorréncia de chuvas precedendo a coleta, para que ndo ocorra alteragdes dos resultados. Seguindo essa
orientacdo, as coletas foram realizadas nos dias 26 de fevereiro de 2018 (periodo chuvoso), e 10 de setembro
de 2018 (periodo seco).

O mapa de satélite mostrando os pontos selecionados para as coletas de amostras estao indicados
na Figura 1, onde estdo assinalados os pontos (P1, P2, P3, P4 e P5) que representam cinco condicdes
ambientais diferentes com contexto de atividades humanas distintas. P1 estd localizado préximo a nascente
do cérrego e foi escolhido por representar uma area preservada pela legislacdo, presumindo-se que sofra
pouca interferéncia antrdpica. P2 localiza-se a margem do Balneario da Amizade, local onde foi realizado o
represamento do corrego no final da década de 1970 através de uma iniciativa conjunta dos municipios de
Presidente Prudente (SP) e Alvares Machado (SP) com fins recreativos e, posteriormente, para o
abastecimento urbano (SOARES et al., 2011).

O Codrrego do Veado, que estd representado por uma linha na cor cinza na Figura 1, possui sua
nascente dentro da area urbana de Presidente Prudente e percorre toda a cidade, carregando significativa
parcela do escoamento pluvial e efluentes de varias industrias da regido (TAKENAKA et al., 2013). Por este
motivo P3, foi posicionado a 1,5 Km a jusante da foz do cérrego do Veado no cérrego do Limoeiro, para que
pudéssemos identificar contaminagao proveniente da drea urbana. P4 esta localizado imediatamente apds o
local de despejo do esgoto tratado pela Estagdo de Tratamento de Esgoto do Limoeiro — ETE/SABESP, que
atende aos municipios de Presidente Prudente (SP) e Alvares Machado (SP). P5 est4 localizado a cerca de seis
quilémetros de distancia do despejo do esgoto tratado pela ETE do Limoeiro, antes de sua confluéncia com
o rio Santo Anastacio. Durante esse percurso, que esta distante cerca de oito quildmetros da regido urbana,

ocorre a autodepuracdo do corrego.
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Figura 1: Mapa da regido de Presidente Prudente - SP, onde esta situado o cérrego do Limoeiro (representado pela
linha branca), apresentando os cinco pontos de coleta. P1; P2; P3; P4 e P5. A linha na cor cinza representa o curso do
Cérrego do Veado e a linha na cor preta representa o curso do Rio Santo Anastdcio. Fonte: Google Maps (2019).

Apds a coleta, as amostras de dgua foram encaminhadas para o laboratério de analises quimicas da
Universidade do Oeste Paulista, onde ficaram armazenadas sob refrigeracdo de 4°C até o preparo para as
analises. Os métodos de preserva¢do de amostras estdo preconizados no Standard Methods for Examination
of Water and WasteWater, 212 Edition (APHA, 2012).

Foram determinados os pardmetros para DBO (demanda bioquimica de oxigénio) (mg.L?) através do
método respirométrico simplificado; DQO (demanda quimica de oxigénio) (mg.L?) através do método
colorimétrico; e a analise microbioldgica de coliformes fecais (NMP/100mL) e coliformes totais (NMP/100mL)
através da técnica da membrana filtrante em meio agar seletivo.

Para o preparo e andlise de metais pesados, as amostras de dgua foram submetidas a digestdao por
via acida e, posteriormente, filtradas e transferidas para recipiente de vidro ambar, conservadas sob
refrigeracdo até a leitura. As leituras das concentra¢des dos metais pesados foram realizadas através do
Espectrometro de Absor¢do Atémica de Chama (FAAS), marca Perkin EImer - Modelo A Analyst 200 equipado
com lampada de deutério como corretor de fundo e lampadas de catodo-oco contendo analito. Para
atomizagdo dos metais usou-se o gas acetileno.

Para as analises bioldgicas foram utilizados seis bulbos de Allium cepa L. (cebola comum) para cada
grupo tratamento e para os controles, onde P1, P2, P3, P4, P5 representavam os cinco pontos de coleta, CN
o controle negativo (dgua mineral) e CP o controle positivo (contendo solugdo de peréxido de hidrogénio
(H,0,) a 0,3 M). No total, foram utilizados 42 (quarenta e dois) bulbos para os testes realizados no periodo
chuvoso e a mesma quantidade de bulbos para os testes realizados no periodo de estiagem. O nimero de
amostras sugeridas por Barbério et al. (2011) é de no minimo trés bulbos para que se tenha resultados
estatisticos significativos. Todos os bulbos foram adquiridos no mesmo estabelecimento comercial e de uma
mesma remessa proveniente de uma Unica lavoura. Foram escolhidos bulbos jovens, com caracteristicas
morfoldgicas similares entre si, com didmetro aproximado de 40mm, simétricos e sem sinais de danos,
doengas ou malformagdes.

O teste com as células meristematicas de Allium cepa L. foi realizado com base no protocolo
desenvolvido e estabilizado por Grant (1982) e adaptado de acordo com Vicentini et al. (2001) e Camparoto
et al. (2002) com algumas modificacbes. Os bulbos foram acondicionados em recipientes de vidro
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preenchidos com os controles e os tratamentos, de forma que apenas a regido radicular da cebola ficasse
submersa. Os recipientes com os bulbos foram dispostos em ambiente com luz natural indireta. Os bulbos
ficaram em contato com 3agua mineral por 72 horas para estimular o inicio do crescimento de raizes e
identificar a viabilidade dos bulbos. As raizes foram removidas logo apés o término desse periodo. Realizou-
se entdo, a substituicdo da agua dos recipientes pela dgua coletada do Cdrrego do Limoeiro e dos controles
em cada grupo. Ao final de mais 72h, as novas raizes (que cresceram a partir dos bulbos sob o tratamento)
foram coletadas. O periodo de 72 horas é baseado no ciclo de divisdo celular das células da cebola que é de
aproximadamente 24 horas, segundo Gonzalez-Fernandes et al. (1966). Desta forma, pode-se observar no
minimo trés ciclos celulares e avaliar a presenca de eventuais anomalias mitdticas e cromossdmicas que ficam
evidentes nas células filhas.

Para as andlises citogenéticas, as raizes com comprimento inferior a 20 milimetros foram retiradas
com o auxilio de pinga e fixadas por um periodo de 24h sob temperatura ambiente em solucdo Carnoy (3:1,
alcool etilico absoluto: acido acético glacial) em frascos devidamente etiquetados e identificados.
Posteriormente foram transferidas para recipientes contendo solugdo de etanol a 70% e conservadas sob
refrigeracdo a 4°C até o preparo das laminas.

Para o pré-preparo das laminas, as raizes foram hidrolisadas em solu¢do de acido cloridrico (HCl) a
IN por 10 minutos em banho maria a 60°C e lavadas com agua destilada. Em seguida, as regides
meristematicas das raizes foram coradas com reativo de Schiff, através da técnica de coloragao de Feulgen,
e intensificadas com solugao de Carmim acético a 2% (MELLO et al., 2017).

As laminas foram preparadas através da técnica de esmagamento (GUERRA et al.,, 2002) e
fotografadas em microscdpio ético de campo claro, modelo Leica ICC50 HD, sob objetiva de 40x, através da
técnica de varredura. Foram contadas aproximadamente 6000 (seis mil) células por ponto de coleta de
amostras (total de 1000 células por bulbo), observando-se e anotando o nimero de células em cada fase da
mitose. Desta forma, o indice mitético (IM) péde ser estabelecido através da divisdo das células em mitose

pelo nimero de células totais contadas como descrito na férmula: T = n? total de células em divisdo
n? total de células analisadas

A frequéncia de anomalias cromossomicas (AC) observaveis também foi determinada através da
contagem do numero de células normais em divisdo e do nimero de células que apresentavam anomalias
durante a mitose. Foram consideradas anomalias as pontes cromossémicas durante a andafase e a teléfase, o
atraso na separagdo de cromatides irmas, a ocorréncia de cromossomos pegajosos, fragmentos
cromossémicos, C-mitoses e poliploidia, entre outras anomalias.

A férmula utilizada para cdlculo do AC foi: ) _ .
n? total de células com anomalias cromossdmicas

€= - - x 100
n2 total de células analisadas

Os dados foram anotados em planilhas individuais para cada um dos grupos de controle e
tratamentos. As andlises estatisticas foram conduzidas usando o programa Graphpad Prism 7.0°. Os valores
contabilizados foram tratados, excluindo os dados faltantes e substituindo os quocientes, cujo divisor era

igual a zero pela média total do grupo. Os dados foram entdo submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
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seguidos do teste de Dunnett, para a comparagao dos grupos tratamento com o grupo controle, e teste de

Tukey, para a comparagao dos grupos entre si e ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Periodos das coletas

Os dados referentes aos indices de precipitacdo dos meses das andlises estdo descritos na Tabela 1
e na Tabela 2. Através destes dados, observou-se que os periodos de coleta retrataram as condicOes
climaticas esperadas para avaliacdo da influéncia da sazonalidade. Os valores acumulados nos 30 dias

Iy

anteriores a coleta do periodo chuvoso foram de 229,7mm de chuva. O valor acumulado nos 30 dias

anteriores a coleta do periodo seco foi consideravelmente menor, com 40,2mm de precipitacdo. Isso

corresponde a pouco mais de 17% do valor total referente ao periodo chuvoso.

Tabela 1: Dados pluviométrico registrados durante o periodo chuvoso de 2018.
Periodo Chuvoso

Data Precipitagdo (mm)

Data da coleta

26/02/2018

0

10 dia anteriores

16/02 a 26/02

92,9

30 dias anteriores

26/01 a 26/02

229,7

Fonte: Somar Meteorologia (2019).

Tabela 2: Dados pluviométrico registrados durante o periodo seco de 2018.

Periodo Seco

Data Precipitagdo (mm)
Data da coleta 10/09/2018 0
10 dia anteriores 01/09 a 10/09 1,1
30 dias anteriores 10/08 a 10/09 40,2

Fonte: Somar Meteorologia (2019)
Analises fisico-quimicas e microbiolégicas

Os valores obtidos nas andlises fisico-quimicas e microbiolégicas de ambos periodos estdo
demonstrados na Tabela 3 e na Tabela 4. Apesar do cdrrego do Limoeiro ser classificado como Classe 4 de
acordo com a resolu¢do CONAMA no. 357/2005 (BRASIL, 2005), esse enquadramento ndo reflete a real
atividade realizada no local, pois durante o trabalho de campo pode-se constatar que o rio é utilizado para
dessedentagdo de animais nas dareas rurais, irrigacdo de pomares, atividades recreativas, lazer e pesca.
Portanto, os valores de referéncia que utilizamos como parametros maximos foram correspondentes a Classe

3, que abrange todas as atividades supracitadas.

Periodo Chuvoso

A Tabela 3 mostra que, no periodo chuvoso, os pontos que apresentaram menor quantidade de
bactérias E. coli foram os pontos de coleta P1 (nascente) e P4 (proximo a recepc¢do dos efluentes da ETE). Foi
observado que o ponto de coleta P3, referente a proximidade da descarga do cdrrego do Veado, foi o Unico
local onde os valores observados ficaram acima dos valores de referéncia do CONAMA que é de 1000

NMP/100mL.
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Em relagcdo as andlises quimicas, os pontos de coleta P2 (Balneario da Amizade) e P4 (ETE) tiveram
valores de DBO (demanda bioquimica de oxigénio) superior ao limite estabelecido pelo CONAMA, sendo que
P2 apresentou valor muito superior ao parametro maximo preconizado (Tabela 3). O valor DBO é utilizado
para estimar a carga organica dos recursos hidricos, e valores muito altos indicam que a matéria orgéanica
presente utiliza grande parte o oxigénio dissolvido disponivel para sua oxida¢do no processo de degradagao
(CONAMA, 2005).

As concentragbes de cobre, cddmio e cromo apresentaram valores superiores aos limites
determinados pelo CONAMA em todos os pontos, enquanto o zinco ficou abaixo em todos os pontos, mesmo
com P3 apresentando valor bem maior que os demais. Os valores de chumbo, apesar de superiores ao
recomendado em apenas dois pontos (P2 e P5), ficaram muito préximos do limite maximo nos demais

pontos.

Tabela 3: Analises fisico-quimicas e microbioldgicas referentes ao més de fevereiro de 2018 (periodo chuvoso).

Ponto Escherichia coli | Coliformes Totais | DBO DQO Cu Zn Cd Pb Cr
(NMP/100ml) (NMP/100ml) (mg/L) | (mg/L) (mg/L | (mg/L | (mg/L | (mg/L | (mg/L
) ) ) ) )

P1 5 220 0,05 16,22 0,29 0,07 0,14 0,03 0,09
P2 230 1340 55,24 78,92 0,19 0,36 0,09 0,04 0,11
P3 1500 5500 6,65 35,11 0,24 1,76 0,11 0,02 0,13
P4 0 4500 11,65 44,00 0,15 0,43 0,15 0,03 0,22
P5 230 880 3,65 10,67 0,28 0,32 0,11 0,06 0,14
Parametros 1000 - 10 - 0,013 5 0,01 0,033 0,05
maximos*

Fonte: Malaman (2019).
Nota: *De acordo com a resolucdo do CONAMA N2 357/2005 para Classe 3/ Aguas Doces
Cu = cobre; Zn = zinco; Cd = cddmio; Pb = chumbo; Cr = Cromo

A partir dessas informagdes pode-se constatar que todos os pontos apresentaram algum grau de
contaminagdo no periodo chuvoso, destacando P1 com altos niveis de cobre e cddmio, P2 com grande
presenca de matéria organica, P3 com os maiores valores de coliformes fecais e zinco, P4 com maior

concentracdo de cadmio e cromo, e P5 com valores de cobre e chumbo mais elevados.

Periodo Seco

Os dados obtidos no periodo seco estdo apresentados na Tabela 4, onde se pode constatar que as
anadlises bioldgicas para deteccdo de E. coli demostraram que as amostras coletadas em P1, P2 e P3
apresentaram valores inferiores no periodo seco em relagdo ao periodo chuvoso. Os valores observados nos
pontos P4 e P5 foram superiores no periodo seco em comparacdo ao periodo chuvoso. Entretanto, foi
constatado que somente a amostra coletada em P5 apresentou valor maior que o determinado pelo
CONAMA, enquanto os outros pontos apresentaram valores abaixo desse limite.

Para a andlise de DBO, o Unico ponto que extrapolou o limite legal foi P4, sendo constatado um valor
superior aos valores do mesmo ponto no periodo chuvoso. Nas andlises de metais, as concentragdes de cobre
foram superiores ao limite legal em todos os pontos, porém menores que as concentragdes do periodo
chuvoso em 4 pontos. Apenas P4 apresentou uma concentragao deste metal superior ao que foi observada
no periodo chuvoso. As concentra¢des de zinco apresentaram valores menores se comparados aos valores
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observados no periodo chuvoso e muito inferiores aos determinados pelo CONAMA. A concentra¢do de
cromo foi superior ao limite legal em quatro dos cinco pontos avaliados, sendo que somente P1 ndo
apresentou tracos detectdveis deste elemento. Além disso, foram observadas concentragdes maiores de
cromo no periodo seco nos pontos P3, P4 e P5, em relagdo ao periodo chuvoso. No caso do cadmio e chumbo,
as quantidades presentes nas amostras ndo foram detectaveis pelo equipamento. Devido a improbabilidade
da auséncia desses metais nas amostras e tendo como base as andlises realizadas no periodo anterior, pode-
se considerar que as concentragdes eram menores que as concentragGes detectaveis pelo equipamento.

Portanto esses dados ndo foram considerados nas analises realizadas posteriormente.

Tabela 4: Analises fisico-quimicas e microbioldgicas referentes ao més de setembro de 2018 (periodo seco).
Ponto Escherichia coli | Coliformes totais | DBO DQO Cu Zn Cd Pb Cr
(NMP/100ml) (NMP/100ml) (mg/L) | (mg/L) | (mg/L | (mg/L | (mg/L | (mg/L | (mg/L

) ) ) ) )

P1 0 165 0,65 10,67 0,19 0,12 0* 0* 0

P2 20 140 3,65 17,33 0,16 0,16 0* 0* 0,11

P3 135 1450 7,21 97,33 0,23 0,16 0* 0* 0,26

P4 340 1200 27,21 90,67 0,24 0,17 0* o* 0,44

P5 1500 5500 5,65 54 0,26 0,12 0* o* 0,27

Parametros 1000 10 0,013 5 0,01 0,033 0,05

maximos**

Fonte: Malaman (2019).

Nota: *Devido a improbabilidade da auséncia desses metais nas amostras e tendo como base analises do periodo
anterior, consideramos possivel falha do equipamento durante a leitura ou pouca sensibilidade de detec¢do dos tracos
desses metais. Portanto ndo validamos esses dados.

**De acordo com a resolucdo do CONAMA N2 357/2005 para Classe 3/ Aguas Doces

Cu = cobre; Zn = zinco; Cd = cddmio; Pb = chumbo; Cr = Cromo.

Em sintese, no periodo seco foi verificado que todos os pontos apresentaram algum grau de
contaminacdo. Foi constatado que P1 apresentou um nivel de cobre superior ao limite, P2 e P3 com cobre e
cromo acima dos limites, P4 apresentou DBO, cobre e cromo em valores acima do permitido e P5 com altos
niveis de coliformes fecais, cobre e cromo, sendo que todos estes parametros extrapolam os valores
determinados pela resolugdo do CONAMA (2005).

Sabe-se que a maioria dos metais pesados sao encontrados naturalmente no ambiente natural em
pequenas concentragdes, porém em altas concentragdes podem causar danos ao ecossistema, devido a
bioacumulag¢do, podendo causar mutagdo no material genético dos organismos vivos (FLOREA et al., 2006).
O chumbo é o Unico metal que parece ter apenas efeitos tdxicos e nenhuma fungdo essencial ao organismo
dos seres vivos. Ele estd presente principalmente no revestimento de motores, em baterias elétricas, em
alguns pigmentos, tintas e, principalmente, nos produtos industrializados e na gasolina como um aditivo,
sendo as atividades relacionadas a esses produtos as principais fontes de contaminagdo ambiental (GERBER
et al.,, 1980). Em concentra¢cBes intermedidrias, esse elemento quimico tem capacidade de inibir o
crescimento celular em raizes de Allium cepa e, em concentragdes acima de 50ppm, provocam o bloqueio da
divisdo celular (LERDA, 1992).

O cadmio é carcinogénico e atua como um agente mutagénico muito potente, devido a sua meia-
vida extremamente longa. Essa propriedade faz com que se acumule com facilidade no meio ambiente.

Naturalmente, ele é produzido pela atividade vulcanica e transportado pelos ventos, mas suas principais
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fontes de contaminagdo estdo relacionadas a produgao de produtos pldsticos do tipo PVC (onde atua como
estabilizante), além de também ser encontrado em pigmentos, baterias recarregdveis e até mesmo o cigarro
(FILIPIC, 2012). O cromo é um elemento essencial a atividade metabdlica da glicose nos animais. Sua forma
hexavalente é facilmente absorvida pela membrana celular e reduzida para a forma trivalente. Entretanto, o
cromo hexavalente é a Unica forma do metal que geralmente causa efeitos téxicos a individuos expostos
(MATSUMOTO et al., 2004). Segundo os autores, processos industriais como a curticdo de couro através da
utilizacdo do processo Wet-blue e a producdo de aco inoxidavel sdo as principais fontes de poluicdo deste
elemento.

O cobre também é um metal essencial, porém, em altos niveis, pode ser perigoso devido a formacdo
de espécies reativas de oxigénio (PRA et al., 2008). Este elemento é frequentemente utilizado nas atividades
agricolas, estando presentes em diversos produtos, incluindo agrotéxicos (BENITES et al., 2014). Dentre os
metais avaliados neste trabalho, o zinco é o que possui menor toxicidade, além de ndo ser mutagénico em
si, e ser considerado um elemento necessario na proliferacdo celular. A falta desse elemento em plantas,

por exemplo, leva a repressao de seu crescimento (FLOREA et al., 2006).

Andlises citogenéticas em Allium cepa L.
Avaliagdo da citotoxicidade

Os valores de indice Mitético (IM) observados nos experimentos possibilita inferir o potencial
citotdxico dos diferentes pontos de coleta de dgua do corrego do Limoeiro, usando o controle negativo como
comparacdo. Smaka-Kincl et al. (1996) mostrou que a diminui¢do do IM em células meristematicas de Allium
cepa pode ser considerado um método confidvel para determinar a presenca de agentes citotoxicos no
ambiente e, portanto, pode ser considerado como um teste sensivel para estimar os niveis de poluicdo.

Ao avaliar as células meristematicas de Allium cepa em processo de divisdo celular, foi possivel
determinar o IM para cada grupo de amostras hidricas coletadas. Os valores encontrados estdo descritos nas
Tabela 5 (periodo chuvoso) e na Tabela 6 (periodo seco). Na primeira fase do experimento (periodo chuvoso)
foi realizada avaliacdo do controle positivo (H.0, a 0,3M) como forma de avaliar a sensibilidade do teste,
juntamente com a avaliagdo do controle negativo e dos pontos de coleta selecionados.

Através da analise variancia ANOVA e do teste de Dunnett foi verificado que o procedimento
experimental foi eficaz, com valores significativos ao nivel de 1%. Estatisticamente, os pontos P2 e P4 tiveram
reducgdo significativa do IM se comparados ao controle negativo, revelando que estes pontos apresentam
contaminacgado por substancias citotdxicas (Tabela 5).

No periodo seco, os pontos que sofreram variagdo significativa foram P2, P3 e P5 se comparados ao
controle negativo, tal como apresentado na Tabela 6. Nos graficos das Figuras 2 e 3, pode-se observar
também a diferenca estatistica entre todos os grupos através de agrupamento pelo teste de Tukey. Sabe-se
gue as analises do IM possibilitam a avaliagdo da citotoxicidade de diversas substdncias presentes em

amostras de dgua poluida ou contaminada (CUCHIARA et al., 2012). Conforme exposto pelos autores, tanto
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0 aumento quanto a diminuicdo do IM sdo importantes indicadores no monitoramento da poluicdo

ambiental.

Tabela 5: indice mitético dos meristemas radiculares de A. cepa referentes ao més de fevereiro de 2018 (periodo

chuvoso).
Grupos indice Mitético IM (%) Numero de células nas diferentes fases
Interfase Profase Metéfase Andfase Tel6fase

Controle Negativo 6.89 6435 181 93 77 125
Controle Positivo 2.95%* 6354 88 58 19 28

P1 5.14 5742 127 24 61 99

P2 4.56* 6259 90 45 55 109

P3 5.73 6521 148 69 44 135

P4 4.67** 6041 130 45 32 89

P5 5.36 6019 115 49 48 129

Fonte: Malaman (2019).
* Significativo ao nivel de 5% (p < 0.05), ** Significativo ao nivel de 1% (p < 0.01) se comparados ao controle negativo.

Tabela 6: indice mitdtico dos meristemas radiculares das cebolas referentes ao més de Setembro de 2018 (periodo

seco).
Grupos indice Mitético IM (%) Numero de células nas diferentes fases
Interfase Profase Metéfase Andfase Tel6fase

Controle Negativo 8.78 6141 267 89 113 122
Ponto 1 9.75 6038 284 134 107 127
Ponto 2 6.72%* 6403 201 81 72 106
Ponto 3 6.15%* 5810 158 65 46 112
Ponto 4 8.27 6143 248 82 83 141
Ponto 5 7.11%* 5957 216 70 73 97

Fonte: Malaman (2019).
* Significativo ao nivel de 5% (p < 0.05), ** Significativo ao nivel de 1% (p < 0.01) se comparados ao controle negativo.

Os valores de IM observados em todos os grupos avaliados no periodo chuvoso foram inferiores aos
valores de IM do controle negativo, mas somente em P2 e P4 essa reducdo foi significativa. Nos grupos
avaliados durante o periodo seco, os valores de IM de P1 foi o Unico superior ao controle negativo. Os demais
pontos apresentaram valores de IM inferiores ao controle, mas somente em P2, P3 e P5 essa varia¢do foi

significativa. Esses dados podem ser melhor observados nos graficos representados nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2: Indice mitdtico dos grupos no periodo Figura 3: Indice mitotico dos grupos no periodo seco.
chuvoso.

Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes (Teste Tukey; p < 0,05)
Fonte: Malaman (2019).

A diminuicdo do IM dos grupos tratados em relagdo ao controle negativo, pode ser indicio da
presenca de substancias que provocam a¢ées quimicas no crescimento e no desenvolvimento do organismo

exposto. Porém, é importante ressaltar que, além dos metais pesados, outras substancias ja testadas sdo
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capazes de inibir a divisdo celular no estagio anterior a mitose (LERDA, 1992).

Avaliacdo da genotoxicidade

A avaliacdo da genotoxicidade do Cdérrego do Limoeiro foi realizada através da comparagao dos
indices de Anomalias CromossOmicas (AC). Para tanto, foi utilizado como parametro de determinac¢do da
ocorréncia de células normais e anormais as imagens representadas na Figura 4, que demonstram células em

processo de divisdo mitdtica sem a ocorréncia de anomalias.

D || v II‘ Ii 2 |
@ 4 © © h @ .

(e)

Figura 4: Fases da mitose sem ocorréncia de anomalias em Allium cepa L.: Interfase (a); Préfase (b); Metafase (c);
Anafase (d); Teléfase (e). Fonte: Malaman (2019).

Entre as anomalias cromossémicas mais frequentes, foram observadas a ocorréncia de: pontes
cromossomicas durante a andfase e a teldfase, o atraso na separagao de cromatides irmds durante a anafase,
cromossomos pegajosos, fragmentos cromossémicos, C-mitoses e poliploidia. Alguns exemplos destas

observagdes sdo apresentados na Figura 5.

Figura 5: Principais tipos de anomalias cromossOmicas identificadas: metafase com fragmento cromossémico (a);
anafase com pontes cromossOmicas (b); metafase com perda cromossGmica (c); anafase com cromossomos pegajosos
e atraso na separagdo de cromatides (d); metafase poliploide (e); anafase com ponte cromossdmica (f); tel6fase com
atraso na separacdo de cromatide (g); teléfase com quebra cromossémica (h); c-mitose (i, k); metafase com
cromossomos soltos (j); anafase com cromossomos atrasados e pegajosos (I). Fonte: Malaman (2019).

Apds a contagem total das células em divisdo, foram calculados os indices de Anomalias
Cromossémicas (AC) para cada um dos grupos experimentais avaliados. Os resultados observados estdo

apresentados nas Tabela 7 e 8, respectivamente para as coletas realizadas nos periodos chuvoso e seco.

Tabela 7: indice de Anomalias Cromossdmicas referentes ao periodo chuvoso.

Grupos P AC M AC | A AC T AC | Total Mitoses Total AC Frequéncia AC (%)
CN 125 0 109 4 87 6 92 1 413 11 2,66%

CcP 28 1 33 3 19 3 15 4 95 11 11,58%**

P1 88 1 28 1 43 |5 38 |0 197 7 3,55%

P2 65 2 44 3 41 5 34 1 184 11 5,98%

P3 101 1 76 7 49 4 45 0 271 12 4,43%

P4 67 0 58 1 41 6 41 3 207 10 4,83%

P5 66 0 79 7 54 12 49 1 248 20 8,06%**

Fonte: Malaman (2019).
P = préfase; M = metdfase; A= anafase; T = teléfase; AC = anomalias cromossémicas.
* Significativo ao nivel de 5% (p < 0.05), ** Significativo ao nivel de 1% (p < 0.01) se comparados ao controle
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Tabela 8: indice de Anomalias Cromossomicas referentes ao periodo seco.

Grupos P AC M AC | A AC | T AC | Total Mitoses Total AC Frequéncia AC (%)
CN 259 0 122 1 174 10 110 2 665 13 1,95

P1 186 | 0 124 | 6 140 |9 120 | O 570 15 2,63

P2 129 | 0 81 2 96 10 79 2 385 14 3,63*

P3 122 | 0 76 5 93 5 70 2 361 12 3,32

P4 66 0 105 3 137 15 135 2 443 20 4,51**

P5 94 0 97 6 116 6 89 0 396 12 3,03

Fonte: Malaman (2019).
P = préfase; M = metdfase; A= anafase; T = teléfase; AC = anomalias cromossémicas.
* Significativo ao nivel de 5% (p < 0.05), ** Significativo ao nivel de 1% (p < 0.01) se comparados ao controle

Pode-se notar que, no periodo chuvoso, somente P5 apresentou um potencial genotdxico
significativo em comparagdo ao controle negativo, enquanto que, no periodo seco, foi constatado um
potencial genotodxico significativo na amostra coletada em P4, em comparacdo ao controle negativo naquela
estacdo climatica.

Esses resultados podem ser melhor analisados através dos graficos representados nas Figuras 6 e 7,
respectivamente para os grupos experimentais avaliados nos periodos chuvoso e seco. Nesta forma de
apresentacdo, pode-se notar as diferencas estatisticas entre os diferentes grupos experimentais e que foram
detectadas pelo teste de Tukey, bem como a sua compara¢do em relacdo aos respectivos controles negativo

e positivo para cada estacgao.
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Figura 6: Frequéncia de anomalias cromossémicas (AC)  Figura 7: Frequéncia de anomalias cromossdmicas (AC)
das amostras coletadas no periodo chuvoso. das amostras coletadas no periodo seco.

Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes (Teste Tukey; p < 0,05)
Fonte: Malaman (2019).

De acordo com inUmeros autores, entre eles os estudos desenvolvidos por Natarajan (2002) e Pereira
et al. (2014), alteragbes cromossOmicas sao reconhecidas como consequéncia das a¢bes genotdxicas de
agentes quimicos. As diferencas de genotoxicidade entre os varios pontos de coleta em um rio podem estar
relacionadas ao volume de agua (variacdo na concentracdo dos agentes genotdxicos) e/ou ao efeito
cumulativo de diferentes fontes (MATSUMOTO et al., 2006). Por este motivo foram escolhidos cinco (5)
pontos amostrais nesta pesquisa, considerando lugares com diferentes caracteristicas de atividades
antrépicas e que, desta forma, possibilite relacionar os resultados observados as respectivas atividades.

A sazonalidade também foi avaliada devido ao efeito de diluicdo que ocorre nos periodos de chuva.

Os resultados encontrados por Scalon et al. (2010), mostraram que a genotoxicidade do Rio dos Sinos,
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avaliada através do teste Allium cepa foi mais significativo durante a primavera e o verdo, e menos
significativo no outono e inverno, sugerindo influéncia das diferencgas sazonais de precipitacdo pluviométrica.

Na presente pesquisa, essa variacdo ndo foi constatada de forma clara, pois os pontos que
apresentaram valores de AC significativos foram diferentes para os dois periodos, embora em ambas
estacOes estejam predominantes nos pontos localizados mais distantes da regido urbana, respectivamente
P4 e P5 para os periodos seco e chuvoso. Ressalta-se que o impacto genotdxico das aguas residuais sobre o
meio ambiente e para a salude humana sao dificeis de prever, devido as misturas complexas de substancias
guimicas, e uma interpretacdo completa de seu efeito requer mais que analises quimicas (ODEIGAH et

al.,1997).

CONCLUSOES

Esta pesquisa demonstra a necessidade da realizacdo bioensaios no biomonitoramento ambiental
juntamente com as outras andlises de qualidade de agua. Desta forma é possivel determinar a saude
ambiental de locais com importancia social e econ6mica. Em muitos casos ndo é vidvel avaliar o impacto
ambiental de um corpo d’adgua apenas através das avaliagdes fisico-quimicos. A intera¢do entre substancias
ja conhecidas no local e a presenga de substancias que ainda ndo foram avaliadas pode refletir a necessidade
de agbes de conservacdao ambiental que ndo sdo detectdveis por estes métodos. Por isso é de extrema
importancia a realizacdo de testes de citogenotoxicidade e mutagenicidade juntamente aos demais testes.

O teste Allium cepa, confirmou neste trabalho, ser bastante sensivel aos diferentes tipos de poluigao.
Ficou demostrado que diferentes atividades antrépicas podem interferir de forma diferente na qualidade de
um mesmo curso d’agua. Isso ficou evidente através dos dados apurados na regido da ETE. Através das
correlacdes estabelecidas supde-se que a presenca de matéria organica, juntamente ao zinco e o cromo,
foram as substancias que, possivelmente, atuaram de forma danosa as células e ao material genético.
Entretanto deve-se levar em consideragdo que a presenca de outras substancias ndo avaliadas neste estudo
podem, também, estar relacionadas aos dados obtidos, de forma direta ou sinergicamente.

Mesmo sendo aceito como um 6timo mecanismo de biomonitoramento ambiental, o teste Allium
cepa apresenta restricdes nas avaliagdes de algumas classes de substancias (UHL et al., 2003) devido as
grandes diferencas metabdlicas entre os organismos vegetais e animais. Entretanto, os resultados obtidos
através da presente pesquisa podem ser extrapolados para muitos outros organismos que sdo expostos
diariamente ao contato com as aguas contaminadas do cérrego do Limoeiro, mas servem principalmente
como sinal de alerta para os riscos provenientes da exposi¢do continua de outros organismos, incluindo seres
humanos, aos seus efeitos citotoxicos.

Impactos ambientais em pequenos corpos d’agua, como o Cérrego do Limoeiro, sdo muitas vezes
subestimados por sua discreta importancia perante os grandes rios de abastecimento urbano e aos grandes
impactos ambientais. Entretanto, os dados obtidos por esse estudo reforcam a necessidade de conservacao
dos pequenos afluentes, pois estes sdo objetos importantes na identificacdo de impactos ambientais

causados pela acdo humana e servem de alerta para que se faga um monitoramento mais criterioso em
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relagdo as substancias que sao langadas no meio ambiente.
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