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RESUMO

Avaliacado da citogenotoxicidade de aguas fluviais na area urbana do municipio
de Presidente Prudente — SP, através do teste Allium cepa L.

Vérios problemas de saude podem surgir em decorréncia da interacdo das pessoas
com o meio ambiente poluido. Muitos dos contaminantes langados no meio podem ter
propriedades toxicas e mutagénicas. A deteccdo desses agentes pode ser realizada
através de bioensaios com plantas superiores, como a cebola comum (Allium cepa),
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, através da analise do potencial citotéxico 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 célculo e comparacdo do indice
mitotico, anomalias cromossdmicas e microndcleos com um controle negativo,
observou-se que todos os pontos avaliados apresentaram algum nivel de
contaminacdo. Esses dados foram comparados aos resultados da andlises fisico-
guimicas e bioldgicas, que também foram realizadas nos mesmo locais e a partir
destes dados, pbde-se inferir algumas correlacdes. A nascente foi o Unico local que
nao apresentou citotoxicidade ou genotoxicidade, mas alguns valores quimicos foram
relevantes. O Balneéario da Amizade e o local de lancamento de ETE- Limoeiro foram
0s pontos que aparentemente foram mais impactados pela poluicdo, pois
apresentaram valores significativos em varios parametros analisados e em ambos
periodos do ano. Os demais pontos apresentaram valores significativos, porém, em
menos parametros ou menor frequéncia. Outros fatores devem ser avaliados para que
tenhamos melhor compreensdo dos agentes causadores dessas alteragdes. E
necessaria a obtencédo de mais dados sobre as fontes poluidoras e a identificacdo de
outros compostos que possam ter influenciados os resultados obtidos.

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



ABSTRACT

Evaluation of the cytogenotoxicity of fluvial waters from the urban area of
Presidente Prudente - SP, 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), 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, 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). By calculating and comparing mitotic index,
chromosomal abnormalities and micronuclei with a negative control, we observed that
all the evaluated points presented some level of contamination. By comparing these
data to the results of physical-chemical and biological analyzis, which were performed
in the same places and same date, it was possible to infer some correlations. The
springs were the only place that did not present cytotoxicity or genotoxicity, but some
chemical values were relevant. The Balneario da Amizade and the effluent place of
ETE-Limoeiro were the points that were apparently most impacted by pollution, since
they presented significant values in several analyzed parameters and in both periods
of the year. The other points presented significant values, however, in less parameters
or less frequency. Other factors should be evaluated so that we have a better
understanding of the agents that cause these changes. It is necessary to obtain more
data on pollutant sources and the identification of other compounds that may have
influenced the results that were obtained in this work.

Keywords: Allium cepa test. Citogenotoxicity. Environmental biomonitoring
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1 INTRODUCAO

Atualmente muitos problemas de saude em seres humanos sao
atribuidos a contaminacdo do meio ambiente por residuos decorrentes das atividades
humanas (VANZELLA; MARTINEZ; COLUS, 2007). Alguns tipos de cancer podem
estar associados a utilizacdo de agua contaminada por residuos industriais que sédo
langados propositalmente nos cursos d’agua, ou por residuos urbanos e agricolas que
séo carregados de forma difusa através do escoamento pluvial (VILLANUEVA et al.,
2007; RICHARDSON et al., 2007)

A liberacdo de poluentes em corpos hidricos de forma inadequada é,
muitas vezes, clandestina, principalmente em grandes centros urbanos cuja gestao
ambiental dos residuos e efluentes ndo acompanha de forma adequada o crescimento
econdmico e populacional (BOAVENTURA,; OLIVEIRA; GARCIA, 2010).

Para a avaliacdo, deteccdo de contaminantes e biomonitoramento em
ambientes de importancia regional como o cérrego do Limoeiro, 0os 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 (FISKESJO, 1985; EVSEEVA; GERASKIN; SHUKTOMOVA,
2003).

O teste de Allium cepa L. é considerado uma ferramenta util para a
pesquisa basica do potencial genotdéxico e citotoxico de produtos quimicos,
substancias complexas como extratos de plantas, dejetos industriais, radiacéo
eletromagnética e aguas contaminadas (FISKESJO, 1985; GRANT, 1994; CHANDEL
et al., 2019).

O método tem sido recomendado para analises 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 mitético e a formacdo de anomalias
cromossbmicas como parametros de avaliacdo da poluigdo ambiental (RANK;
NIELSEN, 1994; LEME; MARIN-MORALES, 2009; SILVEIRA et al., 2017; BONCIU et
al., 2018).

Com o crescimento da populagdo humana, aliado ao consequente

aumento do consumo hidrico nas areas urbanas e as notérias variacdes climéticas
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observadas nos ultimos anos, a realizacdo de estudos com cursos d'agua torna-se
necessaria para o monitoramento das condigcbes ambientais dessas regides.

A partir de dados observados em um grande nimero de estudos, pode-
se concluir que o potencial citotoxico e mutagénico de corpos d’agua depende do
contexto ao qual ele esta inserido. Locais com grande atividade industrial demonstram
potencial mutagénico mais elevado em relagao a locais com outros tipos de atividades
econbmicas, tais como: a agropecuaria, lavouras ou mesmo as regides urbanas
(ANACLETO; ROBERTO; MARIN-MORALES, 2017; HARA; MARIN-MORALES,
2017; BOLLANI et al., 2018; OGUNYEMI et al, 2018; WIJEYARATNE;
WADASINGHE, 2019).

O regime de chuvas e fatores climaticos também séo variaveis que
devem ser consideradas, pois estudos feitos em periodos de seca demonstraram
maiores potenciais citotoxicos se comparados aos periodos de chuva, onde ha maior
diluicdo das amostras da dgua coletada (CUCHIARA; BORGES; BOBROWSKI, 2012).

O monitoramento da qualidade das aguas superficiais, e a realizacao
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. 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.

O Art. 225 da Constituicdo Federal Brasileira prevé que: todos tém direito
ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de uso comum do povo e
essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao poder publico e a coletividade o
dever de defendé-lo e preserva-lo para as presentes e futuras geracdes (BRASIL,
2000), justificando a necessidade deste e outros estudos que possam avaliar a
qualidade ambiental de nossos recursos hidricos.

Dessa forma esse trabalho possibilita avaliar a qualidade das aguas do
Carrego do Limoeiro através do seu potencial mutagénico, e assim estimar o impacto
ambiental causado pelas atividades antropogénicas da regidao de Presidente Prudente
— SP, considerada uma cidade de médio porte com grande desenvolvimento urbano

industrial.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas da area de estudo

Presidente Prudente é considerada uma cidade de médio porte, sendo
gue a sua populacao registrada no censo de 2010 foi de 207.610 habitantes e a
projecdo para 2018 é de 227.072 habitantes (IBGE, 2019). A sua localizacéo
geografica compreende o paralelo 22°07'57”S e o meridiano 51°22’57”"W, sendo o seu
clima do tipo tropical continental sub-amido e caracterizado por um verdo quente e
chuvoso (AMORIM et al., 2009).

Neste municipio existe um sistema hidrografico constituido por
pequenos cursos d’agua, como o cérrego do Botafogo e do Veado, formadores dos
corregos do Cedro e do Limoeiro, respectivamente. Ambos sao afluentes do rio Santo
Anastacio, um importante rio do Oeste do Estado de Sao Paulo e que ja foi o principal
rio responsavel pelo abastecimento publico de agua da cidade de Presidente Prudente
(TEODORO; NUNES, 2011).

De acordo com Honda et al. (2015), a expansao territorial e a ocupacéo
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 corrego do Limoeiro € 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 ETE (Estacdo de Tratamento de Esgoto) de ambos municipios
(TAKENAKA et al., 2013). Ele também constitui o Balneario da Amizade, uma area
que, ultimamente, sofre um intenso processo de urbanizacdo com alto indice de
atividade antropogénica (BOAVENTURA; OLIVEIRA; GARCIA, 2010).

Apesar do corrego ser muito utilizado nas atividade humanas, muitos
efluentes sdo langcados ao longo do seu percurso em &rea urbana, como é o caso da
ETE Limoeiro, construida pela SABESP (Companhia de Saneamento Basico do
Estado de Sao Paulo) em 1997, que despeja esgoto tratado com diversas substancias

quimicas, aléem das aguas pluviais oriundas do cérrego do Veado, e de bairros
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localizados as margens do Balneario da Amizade e da sua nascente, nos levando a
supor que haja presenca de substancias poluidoras potencialmente mutagénicas e

citotoxicas em seu percurso.

2.2 Mutagénese Ambiental

Alguns agentes quimicos, fisicos ou biolégicos podem ter grande
potencial toxico para 0s seres vivos, causando muitas vezes efeitos fisioldgicos,
bioquimicos, patolégicos e genéticos nos organismos (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO,
2013). Os agentes capazes de interagir com o material genético séo definidos como
agentes mutagénicos e vém sendo estudados ha décadas. O mecanismo de acao
destes agentes tem grande importancia ambiental. Embora as mutacdes ocorram no
material genético espontaneamente e de forma natural, a maior parte delas é
induzidas por agentes externos, aos quais 0S seres Vvivos Sao expostos o tempo todo
(MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004; SZYNKOWSKA; PAWLACZYK, 2014)

A maior parte dos erros ocorridos durante a replicacdo do material
genético, sdo corrigidos naturalmente pelos mecanismos de reparos celulares.
Entretanto, alguns erros podem persistir ou serem reparados de forma errada, dando
origem a mutacdes de ponto ou alteracfes cromossdmicas (GRIFFITHS et al., 2009).

Os efeitos celulares e genéticos causados por agentes mutagénicos
podem ser detectados pela inibicdo ou interrupcéo do processo de divisdo celular e
alteracBes cromossOmicas numéricas e estruturais em organismos-teste, tais como
plantas e animais. Atualmente, existem diversos testes, incluindo véarias espécies de
organismos que nos apresentam informacdes seguras e precisas, quanto a
potencialidade de um agente causar lesdo no DNA, tais como os testes de
micronucleo (MN), teste do cometa, entre outros (VANZELLA, 2006).

Alguns dos danos observados com mais frequéncia em células
submetidas a agentes mutagénicos sdo a mitoinibicdo, que pode ser causada pelo
bloqueio de uma das fases dos ciclo celular, a mitoestimula¢cdo que ocorre quando 0s
mitogénios agem para superar os mecanismos de frenagem intracelulares e os danos
clastogénicos, como perda de fragmentos cromossdmicos e aneugénicos, como perda
de um ou mais cromossomos inteiros (BONCIU et al., 2018).

Fiskesjo (1993, 1994), ressaltou a importancia dos testes em vegetais

na avaliacdo da citogenotoxicidade de substancias e enfatizou que apesar das
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diferencas metabdlicas entre plantas e animais, ha também similaridades, e que a
ativacdo de pro-mutagénicos em plantas possui alta relevancia, pois seres humanos

consomem vegetais tratados com agentes quimicos.

2.3 Bioensaios

Testes com plantas superiores sdo reconhecidos como excelentes
indicadores de efeitos citotoxicos e mutagénicos de elementos quimicos e sdo,
portanto, aplicados para deteccao de citogenotoxicidade (GRANT, 1994; BONCIU et
al., 2018). Dois ensaios que sdo considerados ideais para 0 monitoramento in situ e
para testes de agentes mutagénicos atmosféricos ou aquosos, envolvem a andlise
dos pelos estaminais e micronucleos em Tradescantia, sendo que ambos estudos
podem ser utilizados em testes in vivo e in vitro (GRANT, 1994).

Outras plantas superiores que possuem grande numero de marcadores
genéticos sdo Arabidopsis thaliana, Allium cepa, Hordeum vulgare, Vicia faba, e Zea
mays (GRANT, 1999). Segundo o autor, esses ensaios sdo recomendados como um
meio alternativo de detectar possiveis danos genéticos resultados da poluicdo ou do
uso de substancias quimicas. Além disso, o autor menciona que, devido a facilidade
de coleta de dados e baixa exigéncia de infraestrutura laboratorial, todos eles sé&o
considerados ideais para cientistas de paises em desenvolvimento.

Os bioensaios com plantas tém sido considerados mais sensiveis e
simples que as avaliagbes utilizando animais. Esses organismos-teste tém sido
validados pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o
Programa Ambiental das Nacdes Unidas (UNEP) como eficientes testes para analise
e monitoramento “in situ” da genotoxicidade de contaminantes ambientais
(CABRERA; RODRIGUES, 1999).

2.4 O teste Allium cepa

O teste Allium cepa é um método muito conveniente para estimar efeitos
danosos de substancias quimicas e biolégicas em organismo vivos. Devido a sua
excelente caracterizagdo gendmica, com reduzido nimero de cromossomos e de
grande dimensao, a cebola € amplamente utilizada para varios propdsitos desde que

foi introduzida pela primeira vez através do sistema de Levan em 1938.
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Posteriormente, o teste se estendeu aos fatores de risco no monitoramento ambiental
(GRANT, 1994; RANK; NIELSEN, 1994). O teste mostrou boa correlagdo com outros
sistemas de testes, envolvendo toxidade geral (crescimento da raiz), genotoxicidade
(aberracbes cromossdmicas) e mutagenicidade (micronucleos) (RANK; NIELSEN,
1994).

Através da analise do indice Mitético (IM) que representa o indice de
células em divisdo no meristema radicular da cebola, pode-se avaliar a citotoxicidade
de diversas substancias, como agua poluida, extratos de plantas medicinais, e
contaminantes ambientais (CUCHIARA; BORGES; BOBROWSKI, 2012,
CAMPAROTO et al., 2002; MONARCA et al., 2005; BOLLANI et al., 2018). Usando
um controle negativo como comparacao, pode-se detectar a diminuicdo ou o0 aumento
do IM, parametro importante na determinacdo da taxa de crescimento da raiz. Se
houver diminuicdo do IM em relagdo ao controle negativo, pode ser indicio de
alteracao derivada da a¢do quimica no desenvolvimento e crescimento radicular; por
outro lado, quando o IM € maior que o controle negativo, pressupde-se que ha um
aumento da divisao celular levando a desordens na proliferacao celular e formacéo de
tecidos tumorais (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009).

O teste Allium cepa € sugerido como um padrdo no monitoramento
ambiental, como parte da bateria de testes. Suas vantagens sdo: baixo custo, facil
manuseio, boa condicdo dos cromossomos para o estudo de danos cromossémicos
durante a divisdo celular incluindo a avaliagdo do risco de aneuploidia (FISKESJO,
1985). O uso de séries de cebolas para cada concentracao de elementos quimicos
permite realizar consideracfes estatisticas e a partir das curvas de crescimento 0s
efeitos das concentracdes séo obtidos (BARBERIO; VOLTOLINI; MELLO, 2011). Esse
teste se mostrou muito sensivel em relacdo a outros sistemas de testes. Os resultados
positivos no teste Allium cepa devem ser considerados como alerta e também como
indicacdo de que os quimicos testados podem causar riscos a saude humana e
ambiental (RANK; NIELSEN, 1994).

Em um estudo realizado na Suécia, os resultados do teste Allium cepa
foram admitidos como evidéncias em uma ac¢ao judicial contra a fabrica acusada de
poluir um rio adjacente a ela. (FISKESJO, 1993).

Os protocolos experimentais do teste Allium cepa foram desenvolvidos
para 0 uso das raizes provenientes dos bulbos ou das sementes para estudos

citolégicos. Mesmo assim, considera-se que ambos tipos de divisdo (meiose e mitose)
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podem ser igualmente utilizados, e possibilitam a avaliacdo dos efeitos genotoxicos
das substancias quimicas (GRANT, 1982).

O teste pode fornecer dois parametros principais para analise de
toxidade. Os parametros macroscopicos podem ser observados através da formacao
de tumores, presenca de raizes torcidas e crescimento anormal da raiz, e 0s
parametros microscopicos, que podem ser avaliados através do indice mitético,
ocorréncia de anomalias cromossémicas, como: cromossomos em anel, pontes
cromossOmicas, atraso na separacdo de cromatides-irmas, que ocorrem
principalmente nas fases de metafase e anafase, e formacéo de microndicleos como
indicadores de anormalidades no DNA (CUCHIARA; BORGES; BOBROWSKI, 2012;
BARBERIO; VOLTOLINI; MELLO, 2011).

As substancias quimicas com potencial mutagénico sdo capazes de
alterar o material genético em todas as fases do ciclo celular, porém, para se fixarem
como alteragdes cromossOmicas, necessitam de mecanismo de replicagdo do DNA,
logo apds a ocorréncia dessas alteragcdes (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005).

2.5 Estudos de mutagenicidade em efluentes e cursos d’agua no Brasil e no

mundo

A poluicdo do meio ambiente por produtos mutagénicos provoca uma
elevacdo nas taxas de mutagénese ambiental e afeta todos os seres vivos, das
geracdes atuais, até as proximas geracdes. Estudos realizados para avaliar o
potencial mutagénico em cursos d’agua ja foram realizados em diversas localidades
no Brasil e no mundo, como descritos a seguir.

Em 1994, Rank e Nielsen avaliaram a sensibilidade do teste de anafase
- teléfase de A. cepa, em relacdo a outros dois testes em plantas superiores. Utilizando
aguas residuais das industrias, demonstrou que a sensibilidade do teste Allium cepa
foi calculada em 82%. Assim conclui-se que este teste € recomendado para triagem
de aguas residuais por sua alta sensibilidade, baixo custo, rapidez, e porque pode ser
usada para testar aguas sem pré-tratamento.

A partir de entdo, o teste comecou ser empregado com grande
frequéncia, principalmente em paises em desenvolvimento (GRANT, 1994). Em uma
pesquisa para a avaliagdo do potencial mutagénico de esgotos tratados, através do

teste Allium cepa, foram comparadas amostras de onze efluentes tratados
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provenientes de induUstrias e despejados em um curso d’agua. Os resultados
revelaram um aumento da genotoxicidade e da citotoxicidade da agua a medida que
o ponto analisado se encontrava mais préximo a jusante do curso d’agua. Tais
resultados, conjuntamente com a analise quimica das amostras, revelaram que,
mesmo apoés o tratamento do efluente proveniente das industrias, substancias com
potencial citotoxico e genotoxico estdo sendo despejadas no meio ambiente,
comprometendo a qualidade do ambiente aquético (PEREIRA et al., 2005).

Em outra pesquisa que avaliou os potenciais genotoxico e mutagénico
de um rio impactado pelo vazamento de oleoduto em 2004 através do mesmo teste,
realizou-se analises em dois periodos do ano posteriores a sua contaminagao.
Andlises quimicas de hidrocarbonetos totais de petréleo e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos foram realizadas simultaneamente, com a finalidade de dar suporte as
investigacdes biologicas. Dos resultados obtidos, foi detectado potencial genotoxico e
mutagénico somente para a amostra de agua coletada na nascente do rio durante a
estacdo seca, a qual corresponde ao local de afloramento do 6leo vazado e a Unica
amostra a apresentar hidrocarbonetos de petréleo nas avaliacbes quimicas. Tais
resultados levaram a conclusdo que as aguas impactadas por hidrocarbonetos de
petréleo podem comprometer a biota associada a este recurso, porém os vazamentos
de oleodutos em rios, se gerenciados corretamente, podem levar a uma recuperacao
da qualidade das aguas (LEME; MARIN-MORALES, 2007).

Na cidade de Tremembé, também foi realizada avaliacdo do nivel de
poluicdo do Rio Paraiba do Sul através dos testes de citotoxicidade e mutagenicidade
em diferentes estacdes do ano de 2008. Durante o periodo seco, foi observada
elevada acdo mutagénica das amostras quando comparadas ao controle negativo. No
periodo chuvoso, a Unica alteragcdo encontrada em nivel significativo foram as
anomalias cromossOmicas. Segundo os autores, ndo houve alteragdo significativa
para o indice mitotico para os dois periodos (OLIVEIRA; VOLTOLINI; BARBERIO,
2011).

Bianchi, Espindola e Marin-Morales (2011) avaliaram os efeitos
citotoxicos e genotoxicos através do sistema Allium cepa em efluentes domésticos e
industriais langados no rio Monjolinho em diferentes estacbes do ano. No verao e
estacOes intermediarias foram observadas aberra¢cdes cromossémicas, microndcleos,
morte celular e inibicdo do indice mitético. No inverno, caracterizado por ser

predominantemente chuvoso, ndao foram observadas altera¢cées cromossémicas nem



23

celulares. Através das andlises quimicas da agua, inferiu-se que o excesso de metais
pesados como Chumbo, Cobre e Zinco podem ter sido responsaveis pelos efeitos
observados no teste. Notou-se também quem o rio tem alta capacidade
autodepurativa no fim do seu curso.

Em outra investigagdo conduzida na regido Sul do Brasil, foram
analisados os efeitos toxicos e genotdxicos das dguas do Rio dos Sinos sujeitas as
descargas industriais e urbanas, coletadas nos municipios de Novo Hamburgo-RS e
Sao Leopoldo-RS em dois periodos do ano. Segundo os autores, os resultados
mostraram que o potencial efeito genotdxico, dependente do periodo e local avaliado
e que a presenca de cromo hexavalente, detectado através das andlises fisico-
guimicas, poderia ser responsavel pela toxicidade e genotoxicidade induzidas nas
células meristematicas de A. cepa (OLIVEIRA et al., 2012).

Na india, um estudo utilizando as espécies V. radiate e A. cepa como
bioindicadores para investigacéo de genotoxicidade e mutagenicidade de efluentes de
uma fabrica de papel e celulose em Saharanpur, Uttar Pradesh, foram realizadas
analises citogenéticas e fisico-quimicas. As plantas foram expostas a agua do efluente
e mostraram reducdo no comprimento das raizes e na biomassa da parte aérea, além
de outros dados que indicaram a inducado de citotoxicidade, sendo também possivel
observar aberracfes cromossdémicas (HAQ et al., 2016).

Em um estudo conduzido no Sri Lanka utilizou-se amostras de agua
coletadas nas areas urbana, industrial, abastecimento publico e de agricultura, e
apesar dos parametros de qualidade estarem de acordo com as normas de saude
para a vida aquatica, pode-se observar diminuicdo dos indices mitoticos em todas as
areas se comparadas com o controle negativo e a maior parte das anomalias celulares
encontradas estavam nas amostras das areas industriais e de abastecimento publico.
(WIJEYARATNE; WADASINGHE, 2019)

Na zona rural de Buenos Aires (Argentina). Foram determinadas as
concentracfes de metais pesados, glifosato e um de seus metabolitos (AMPA) nas
amostras de um rio no periodo seco e chuvoso. Nao foi identificada citotoxicidade
nessas aguas, mas observou-se o0 aumento significante da frequéncia de
micronucleos em relacéo ao controle, demonstrando o estado de deterioracédo da area
rural de Buenos Aires. (BOLLANI et al., 2018).

Um estudo referente a qualidade dos corregos do Veado e Limoeiro em

Presidente Prudente - SP foi realizado em dois periodos do ano. Neste trabalho
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avaliou-se a presenca de compostos anti-inflamatorios ndo esteroides em &aguas
naturais. Stelato et al., (2016) avaliaram a presenca de naproxeno, paracetamol,
diclofenaco e ibuprofeno ao longo dos cérregos. Segundo os autores, o diclofenaco e
o ibuprofeno foram o0s compostos que apresentaram maiores concentracoes,
indicando a contaminagé&o por esgoto domeéstico. Os maiores niveis de concentracao
foram observados nos periodos chuvosos, provavelmente devido a formacéao
geoldgica do municipio ou a mecanismos de dessorcdo dos farmacos a partir dos

sedimentos de rios.

2.6 Resolugcdo do CONAMA 357/2005

Para que se possa realizar um monitoramento eficaz e fiscalizacao da
qualidade dos corpos d’agua do Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) criado pela Lei Federal n° 6.938/81 e responsavel pelo estabelecimento
de padrdes de controle da poluicdo ambiental, por meio da Resolucdo CONAMA 357,
de 17 de marco de 2005 (BRASIL, 2005), estabeleceu condi¢des de qualidade para o
enquadramento dos corpos hidricos em territério nacional, de acordo com 0s seus
usos preponderantes, e para o lancamento de efluentes. Essa resolugdo, como
instrumento juridico, fixou limites superiores ou inferiores para diversas variaveis em
sistemas de 4gua doce, salobra e salina e é utilizado como referéncia legal em grande
parte dos trabalhos que avaliam a qualidade ambiental.

Entretanto, com as atuais mudancas climéaticas que o planeta tem
testemunhado e 0 aumento da populacdo mundial, seguida do aumento das regides
urbanizadas e dos conflitos decorrentes da busca por recursos hidricos, observa-se a
necessidade da revisdo e atualizacdo de muitos pontos da Resolucéo 357/2005.

Segundo o documento base do Projeto Legado, apresentado no 8°
Forum Mundial da Agua em marco de 2018, em Brasilia, nos Ultimos vinte anos
produziram-se muitos relatorios, diagnésticos, planos e propostas sobre a governanca
das aguas no pais. No entanto, ha hoje um reconhecimento de que é necessario
revisitar o arcabouco legal e institucional com vistas ao seu aprimoramento. O
documento apresenta-se, portanto, como ponto de partida um conjunto de reflexdes
iniciais da ANA (Agéncia Nacional das Aguas) sobre os principais desafios a

implementagcdo da Politica Nacional de Recursos Hidricos. Também sé&o
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apresentadas propostas para enfrentamento dos problemas identificados, bem como
possiveis instrumentos normativos para sua execugao.

Em relacédo a resolucdo 357/2005, o documento sugere solucdes para
corpos d’agua que nao se enquadram na resolucdo e por isso ndo estdo protegidos
adequadamente. Prop0e-se proteger os corpos d’agua de modo preventivo e integral,
regulando os usos nas bacias hidrograficas, de forma que, enquanto nao aprovados

0s enquadramentos, as aguas doces sejam classificadas como classe 1.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade das aguas coletadas no
corrego do Limoeiro, situado na cidade de Presidente Prudente - SP, por meio do
sistema teste Allium cepa como bioindicador de qualidade das aguas fluviais.

3.2 Objetivos Especificos

Para se alcancar o objetivo geral, pretendeu-se:

e Investigar se ha interferéncia de diferentes atividades humanas na
qualidade da agua do cérrego, determinando 5 pontos amostrais inseridos em
diferentes contextos locais ao longo do curso do cérrego usando o teste Allium
cepa.

¢ Avaliar se ha sazonalidade das observacdes, através da analise em dois
periodos do ano, sendo um caracterizado pela predominancia de precipitacdo
(verdo) e o outro pelos baixos indices de chuva e umidade.

e Correlacionar os valores das analises fisico-quimicas e biolégicas da
agua coletada nos diferentes pontos com os dados obtidos através das analises
de citogenotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.

e Contribuir com informacbes sobre os potenciais efeitos da poluicao
ambiental sobre o cérrego do Limoeiro, além de fornecer subsidios que possam
servir de alerta para possiveis acdes de preservacéo.

e Avaliar se os niveis maximos de chumbo, cadmio, cobre, cromo e zinco
determinados pela resolucdo do CONAMA 357/2005 refletem os niveis de

seguranca para danos ao material genético dos seres vivos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras e definicdo dos pontos

O corrego do Limoeiro € um corpo hidrico superficial que se encontra
inserido na (UGRHI22). De acordo com a resolugdo CONAMA no. 357/2005 (BRASIL,
2005) ele se enquadra na classe 4, o qual deve ser destinado a navegacao, harmonia
paisagistica e a usos menos exigentes. Entretanto, apesar desta recomendacéo,
verifica-se que o coOrrego é utilizado na irrigagdo de pomares e lavouras,
dessedentacdo de animais, pesca amadora e recreacdo, atividades atribuidas a
classe 3 da mesma resolucao.

As amostras foram coletadas na superficie do cérrego entre 15 e 30
centimetros de profundidade utilizando recipientes de vidro ambar e mantidas em
caixa térmica com gelo durante o periodo amostral e até serem transportadas para o
laboratorio, onde ficaram armazenadas no refrigerador a 4° C até aplicacdo dos
meétodos de andlises, de acordo com as recomendacdes do Guia Nacional de coleta
e Preservacao de Amostras (CETESB, 2011).

As coletas foram realizadas em dois periodos do ano, a fim de avaliar as
influéncia das diferentes condi¢Bes climaticas de cada periodo. A primeira coleta
aconteceu no verao, 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 Preservagdo de Amostras (CETESB,
2011), que sugere um periodo de 24 horas sem ocorréncia de chuvas precedendo a
coleta, para que ndo ocorra alteracdes 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 com as indicacdes dos pontos selecionados estédo
indicados na Figura 1. Os pontos representam cinco condi¢cdes ambientais diferentes
com contexto de atividades humanas distintas.

Nas figuras 2, 3 ,4 ,5 e 6 sdo apresentados 0s mapas com 0s pontos de
coleta P1, P2, P3, P4 e P5 respectivamente, em escala maior para melhor

visualizagéo.
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Figura 1 — Mapa da regido de Presidente Prudente - SP, onde esta situado o corrego

do Limoeiro (representado pela linha azul), apresentando os cinco pontos de coleta.
P1; P2; P3; P4 e P5..

Fonte: Google Maps, 20192
Nota: A linha amarela representa o curso do Cérrego do Veado e a linha vermelha o curso do Rio Santo
Anastacio.

P1 esta localizado préximo a nascente do corrego (Figura 2) e foi
escolhido por representar uma area preservada pela legislacéo, presumindo-se que
sofra pouca interferéncia antropica.

P2 localiza-se a margem do Balneario da Amizade (Figura 3), local onde
foi realizado o represamento do cérrego no final da década de 1970 através de uma
iniciativa conjunta dos municipios de Presidente Prudente e Alvares Machado com
fins recreativos, e posteriormente para o abastecimento urbano (SOARES; LEAL,
2011).

O Corrego do Veado que esta representado por uma linha amarela 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,
(Figura 4) foi posicionado a 1,5 Km a jusante da foz do cérrego do Veado, para que

pudéssemos identificar contaminacao proveniente da area urbana.
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P4 (Figura 5) fica imediatamente ap6s o local de despejo do esgoto
tratado pela Estacdo de Tratamento de Esgoto do Limoeiro — ETE/SABESP, que
atende aos municipios de Presidente Prudente e Alvares Machado.

P5 (Figura 6) fica a cerca de seis quildometros de distancia do despejo do
esgoto tratado pela ETE do Limoeiro, antes de sua confluéncia com o rio Santo
Anastécio. Durante esse percurso, que estd distante da regido urbana, ocorre a

autodepuracéao do corrego.

Figura 2 — P1 - Ponto proximo a nascente do corrego.

Fonte: Google Maps, 2019b

Figura 3 — P2 - Ponto localizado a margem do Balneario da Amizade.
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Fonte: Google Maps, 2019c
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Figura 4 — P3 - Ponto localizado dentro do dentro do Campus Il da Universidade do
Oeste Paulista — UNOESTE, e situado 1,5 Km a jusante da foz do corrego do Veado.
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Fonte: Google Maps, 2019d

Figura 5 — P4 - Ponto que fica a margem oposta ao local de despejo da ETE Limoeiro.
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Fonte: Google Maps, 2019e

Todos os treinamentos, testes piloto, protocolos experimentos foram
realizados nos laboratérios da UNOESTE, de abril de 2017 a janeiro de 2019.
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Figura 6 — P5 — Regido do cérrego que cruza a estrada Vicinal Vereador José Molina
o4 ;\’ 2 5

Imagens ©2019 CNES / Air

Fonte: Google Maps, 2019f.

4.2 Determinacao do parametros fisico-quimicos e microbiolégicos

ApoOs a coleta, as amostras de agua foram encaminhadas para o
laboratorio de analises quimicas da Unoeste, onde ficaram armazenadas sob
refrigeracao de 4°C até o preparo para as analises. Os métodos de preservacao de
amostras estdo preconizados no Standard Methods for Examination of Water and
WasteWater, 212 Edition (APHA, 2012).

Foram determinados os parametros 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 andlise
microbiolégica de coliformes fecais (NMP/100mL) e coliformes totais (NMP/100mL)
através da técnica da membrana filtrante em meio agar seletivo.

Para preparo e analise de metais pesados, as amostras de agua foram
submetidas a digestdo por via acida e posteriormente filtradas e transferidas para
recipiente de vidro &mbar, conservadas sob refrigeracéo até a leitura.

A leitura das concentracbes dos metais pesados foram realizadas
através do Espectrometro de Absorcao Atdmica de Chama (FAAS), marca Perkin
Elmer - Modelo AAnalyst 200 equipado com lampada de deutério como corretor de
fundo e lampadas de catodo-oco contendo analito. Para atomizacdo dos metais usou-

se 0 gas acetileno.
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4.3 Teste Allium cepa L.

Foram utilizados seis bulbos de Allium cepa (cebola comum) para cada
grupo tratamento e para os controles, onde P1, P2, P3, P4, P5 representavam 0s cinco
pontos de coleta, CN o controle negativo (agua mineral) e CP o controle positivo
(solucéo de Peroxido de Hidrogénio (H202) a 0,3 Molar). No total, foram utilizados 42
(quarenta e dois) bulbos para os testes realizados no periodo chuvoso e a mesma
qguantidade de bulbos para os testes realizados no periodo de estiagem. O numero de
amostras sugeridas por Barbério, Voltolini e Mello (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 morfolégicas similares entre si, com diametro
aproximado de 40mm, simétricos e sem sinais de danos, doenc¢as ou malformacdes.

O teste com as células meristematicas de A. cepa 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 modificacdes (Figura 7).

Os bulbos foram acondicionados em recipientes de vidro preenchidos
com os controles e os tratamentos, de forma que apenas a regido radicular da cebola
ficasse submersa.

Os recipientes com os bulbos de A. cepa foram dispostos em ambiente
com luz natural indireta (Figura 8). Os bulbos ficaram em contato com agua mineral
por 72 horas para estimular o inicio do crescimento de raizes e identificar a viabilidade
dos bulbos. Estas raizes foram removidas logo apds o término desse periodo.
Realizou-se entdo, a substituicdo da agua dos recipientes pela agua coletada do
Cérrego do Limoeiro e dos controles em cada grupo. Ao final de mais 72h, as novas
raizes dos bulbos que cresceram sob o tratamento, foram coletadas. O periodo de 72
horas é baseado no ciclo de divisdo celular das células da cebola que € de
aproximadamente 24 horas segundo Gonzéalez-Fernandes et al., (1966). Desta forma,
pode-se observar no minimo trés ciclos celulares e avaliar a presenca de micronucleos

gue ficam evidentes nas ceélulas filhas.



Figura 7 — Esquema do teste Allium cepa
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Fonte: Autora (2019).

Figura 8 — Preparo e distribuicdo das cebolas para realizagéo do teste Allium cepa.
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Fonte: Autora (2019).
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Para as analises citogenéticas, as raizes dos bulbos com comprimento
inferior a 20 milimetros de comprimento foram retiradas com o auxilio de pinca e
fixadas em solucdo Carnoy (3:1, alcool etilico absoluto: acido acético glacial) em
frascos devidamente etiquetados e identificados, por um periodo de 24h sob
temperatura ambiente. Posteriormente foram transferidas para recipientes contendo
solucdo de etanol 70% e conservadas sob refrigeracdo a 4°C até o preparo das
laminas (Figura 9).

Para o pré-preparo das laminas, as raizes (Figura 10) foram hidrolisadas
em solucao de &cido cloridrico (HCI) 1N por 10 minutos em banho Maria a 60°C e
lavadas com agua destilada. Em seguida, as regiées meristeméaticas das raizes foram
coradas com reativo de Schiff, através da técnica de coloracdo de Feulgen, e
intensificadas com solucdo de Carmim acético a 2% (MELLO; VIDAL, 2017).

As laminas foram preparadas através da técnica de esmagamento
(GUERRA; SOUZA, 2002) (Figura 11) e fotografadas em microscoépio de luz, modelo
Leica ICC50 HD, sob objetiva de 40x, através da técnica de varredura (Figura 12).
Foram contadas 6000 (seis mil) células por ponto de coleta (1000 células por bulbo),
observando-se e anotando o niumero de células em cada fase da mitose. Desta forma,
o0 indice mitético (IM) pode ser estabelecido através da divisdo das células em mitose

pelo nimero de células totais contadas como descrito na formula:

n? total de células em divisao
IM = - . x 100
n? total de células analisadas

Figura 9 — Crescimento das raizes apds 72 horas (a). Raizes fixadas em solugéo

Carnoy ap0és coleta (b). Raizes armazenadas em etanol 70% (c).

Fonte: Autora (2019).
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Figura 10 — Recipiente com raizes sob hidrolise em banho-maria (a); Raizes coradas

com o reativo de Schiff (b); Raizes ja coradas, mantidas em agua sulfurosa (c).

Fonte: Autora (2019).

A frequéncia de anomalias cromossomicas (AC) observaveis também foi
determinada através da contagem de células normais em divisdo e células que
apresentavam anomalias durante a mitose. Foram consideradas anomalias as pontes
cromossOmicas durante a anafase e a teléfase, o atraso na separagéo de cromatides
irmas, cromossomos pegajosos, fragmentos cromossdémicos, C-mitoses e poliploidia.

A formula utilizada para célculo do AC foi:

n? total de células com anomalias cromossémicas
AC= - . x 100
n? total de células analisadas

Figura 11 —Raizes coradas sobre a lamina de microscopia observadas através de lupa
(a). Espalhamento das células coradas apos separacdo da regido meristematica (b).

Laminas prontas apos técnica do esmagamento e aplicacdo de Balsamo Canada (c).

Fonte: Autora (2019).
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Figura 12 — Microscopio de luz conectado ao computador, utilizado para contagem
das células e captura de imagens fotograficas das laminas.

Fonte: Autora (2019).

4.4 Anélises Estatisticas

Os dados foram anotados em planilhas individuais para cada um dos
grupos de controle e tratamento. A analises 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) seguidos do teste de Dunnett para comparacao dos grupos tratamento com
0 grupo controle e teste de Tukey para comparacao dos grupos entre si e ao nivel de
5% de probabilidade.

Foram realizadas correlagdes entre IM, AC e MN com os valores de cada
parametro quimico analisado através da correlacdo de Spearman com nivel de
significancia de 0,01 num teste unilateral. Nos casos em que as correlagdes foram

superiores a r=0,810, foram elaborados graficos com interpolacdo da curva padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Periodos das coletas

Os dados referentes aos indices de precipitacdo dos meses das analises
estdo descritos na Tabela 1 e na Tabela 2. Através destes dados, observou-se que 0s
periodos de coleta retrataram as condi¢Bes climéticas esperadas para avaliacdo da
influéncia da sazonalidade. Os valores acumulados nos 30 dias 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 Precipitacdo (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 Precipitacdo (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)
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5.2 Caracteristica do locais de coleta

Durante a visita aos pontos de coleta, fez-se anotagdes sobre o contexto
ecolégico ao redor de cada ponto. Em P1, observou-se que o local da nascente fica
em meio a uma area de pastagem, abaixo de um bairro residencial recém loteado e
por isso € uma regiao que sofre um grande impacto ambiental. Notou-se sinais de que
0 escoamento pluvial decorrente do bairro Jardim Panoramico, que fica na parte mais
alta desta regido, segue em direcdo a nascente do cérrego percorrendo todo trecho
aberto de pastagem. Também foi observada a auséncia de mata ciliar ao redor do
ponto e a presencga de muitas erosdes e vogorocas como mostramos na Figura 13.
Ha presenca de gado e animais domeésticos, que utilizam este trecho do cérrego para
dessedentacdao.

Figura 13 — Local de coleta de P1.

Fonte: Autora (2019).

Em P2 foi observada alta turbidez da 4gua em ambos periodos de coleta
e presenca de planta daninhas aquaticas (Figura 14). As estruturas recreativas do
Balneario da Amizade que ficam na margem oposta ao local da nossa coleta, foram
reformadas a pouco tempo e durante o periodo das coletas deste experimento a area
destinada aos banhistas estava interditada por ndo atender as normas de qualidade
para recreacdo estabelecidas pela Companhia de Tecnologia e Saneamento
Ambiental - CETESB (2010). Em outros pontos a margem do balneéario e proximos
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ao nosso ponto de coleta, foi identificada a presenca de muito lixo, como méveis
velhos e garrafas PET, além e entulhos e dejetos da construgao civil.

Figura 14 — Local de coleta de P2 — Balneario da Amizade. Alta turbidez da agua e

presenca de plantas daninhas aquaticas.

Fonte: Autora (2019).

Figura 15 — Local de coleta de P3 — Campus Il da Unoeste.
0 Ty RN

Fonte: Autora (2019).
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P3 é uma regido que recebe a 4gua despejada pelo corrego do Veado e
esta a 1,5 Km a jusante de sua foz. Este cérrego atravessa toda regido urbana de
Presidente Prudente desde a Zona Leste da cidade, e apesar de estar canalizado
subterraneamente na maior parte de seu curso, é o principal destino da agua pluvial
decorrente da precipitacdo nas regides centrais da cidade. No local, apesar da
presenca de vegetacao ciliar (Figura 15), esta ndo atende a delimitacdo minima
estipulada pela Lei n°® 9.985/2000 estabelecida no Cdédigo Florestal (BRASIL, 1965)
que é de 30 metros para os cursos d’agua menores que 10 metros de largura.
Também € nitidamente predominante a presenca das Leucenas (Leucaena
leucocephala), espécie arbdrea que ja foi apontada por alguns autores como uma
espécie invasora (SCHERER et al., 2005), mas tem relativa importancia na
manutencdo da permeabilidade do solo e na estabilidade das encostas contra

deslizamentos.

Figura 16 — Local de coleta de P4. A seta indica o local de despejo da ETE- Limoeiro.
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Fonte: Autora (2019).

A coleta das amostras do P4 foram realizadas na margem oposta ao
despejo de esgoto tratado pela ETE — Sabesp. Apesar da presenca de aves aquaticas,
como garcgas, ao redor de grande parte do curso do corrego do Limoeiro ao qual

percorremos, nesta regido nao foi vista sua presenca em nenhum dos periodos de
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coleta, provavelmente devido a auséncia de peixes dos quais estas aves se
alimentam. Observou-se também a presenga de espuma sobre a lamina d’agua
(Figura 16) e odor desagradavel. Como observado no ponto anterior, ha presenca de
vegetacao riparia as margens do corrego com predominio das Leucenas.

Em P5 também observou-se a auséncia de vegetacdo as margens do
corrego, sabendo-se que se trata de uma APP (Area de Preservagdo Permanente)
segundo o Cddigo Florestal (BRASIL, 1965). O local é rodeado por pasto (Figura 17)
e ha presenca de gado. A transparéncia da agua no local € maior que a dos outros

pontos e foi observada a presenca de aves aquatica se alimentando no seu curso.

Figura 17 — P5. Regiado do corrego que cruza a Estrada Vicinal Vereador José Molina.

Fonte: Autora (2019).

5.3 Andlises fisico-quimicas e microbioldgicas

Os valores obtidos nas analises fisico-quimicas e microbiolégicas de
ambos periodos estdo demonstrados na Tabela 3 e na Tabela 4. Apesar do cérrego
do Limoeiro ser classificado como Classe 4 de acordo com a resolugdo CONAMA no.
357/2005 (BRASIL, 2000), esse enquadramento nao reflete a real atividade realizada
no local, pois durante o trabalho de campo pode-se constatar que o rio € utilizado para
dessedentacdo de animais nas areas rurais, irrigagdo 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.
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5.3.1 Periodo Chuvoso

Dos pontos analisados no periodo chuvoso (Tabela 3), os que
apresentaram menor quantidade das bactérias E. coli foram P1 (nascente) e P4 (ETE).
P3, que recebe descarga do cérrego do Veado, foi o unico local os valores ficaram
acima dos valores de referéncia do CONAMA que é de 1000 NMP/100mL.

P2 (Balneario da Amizade) e P4 (ETE) tiveram valores de DBO
(demanda bioquimica de oxigénio) superiores ao limite, sendo que P2 apresentou
valor muito superior ao exigido. O valor DBO ¢é utilizado para estimar a carga organica
dos recursos hidricos, e valores muito altos indicam que a matéria organica presente
utiliza grande parte o oxigénio dissolvido disponivel para sua oxidacdo no processo
de degradacéo.

As concentracdes de cobre, cadmio e cromo apresentaram valores
superiores aos limites determinados pelo CONAMA em todos o0s 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 microbiolégicas referentes ao més de fevereiro
de 2018 (periodo chuvoso).

Escherichia Coliformes

Ponto coli Totais bBO bQo cu zn cd Pb cr
(NMP/100mI)  (NMP/100ml) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mglL)
P1 5 220 005 1622 029 007 014 003 0,09
P2 230 1340 5524 7892 019 036 009 004 011
P3 1500 5500 665 3511 024 176 011 002 0,13
P4 0 4500 11,65 4400 015 043 015 003 022
P5 230 880 365 1067 028 032 011 006 014
Pl 1000 10 0013 5 001 0033 0,05

Fonte: Autora (2019).
Nota: *De acordo com a resolugdo do CONAMA N° 357/2005 para Classe 3/ Aguas Doces
Cu = cobre; Zn = zinco; Cd = cadmio; Pb = chumbo; Cr = Cromo
A partir dessas informacdes sabemos que todos 0s pontos apresentaram

algum grau de contaminag&o no periodo chuvoso, destacando P1 com altos niveis de
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cobre e caddmio, P2 com grande presenca de matéria organica, P3 com os maiores
valores de coliformes fecais e zinco, P4 com maior concentragdo de cadmio e cromo,

e P5 com valores de cobre e chumbo mais elevados.

5.3.2 Periodo Seco

No periodo seco, os dados obtidos (Tabela 4) para E. coli, demostraram
gue P5 apresentou valor maior que o determinado pelo CONAMA, enquanto 0s outros
pontos ficaram abaixo desse limite. Os valores de P1, P2 e P3 foram menores no
periodo seco que no periodo chuvoso. P4 e P5 foram maiores no periodo seco.

Para DBO, o Unico ponto que extrapolou o limite legal foi P4, sendo maior
que os valores do mesmo ponto no periodo chuvoso.

Nas analises de metais pesados, as concentracdes de cobre foram
superiores ao limite legal em todos os pontos, porém menores que as concentracdes
do periodo chuvoso em 4 pontos. Apenas P4 apresentou concentracdo maior que a
do periodo chuvoso.

O zinco apresentou valores pequenos se comparados ao valores do
periodo chuvoso e muito inferiores aos determinados pelo CONAMA.

A concentracao de cromo foi superior ao limite legal em quatro dos cinco
pontos, somente P1 ndo apresentou tracos detectaveis deste metal e em relacéo ao
periodo anterior P3, P4 e P5 apresentaram concentra¢cdes maiores no periodo seco.

No caso do cadmio e chumbo, as quantidades presentes nas amostras
nao foram detectaveis pelo equipamento. Devido a improbabilidade da auséncia
desses metais nas amostras e tendo como base as andlises do semestre anterior,
consideramos que houve possivel falha do equipamento durante a leitura, ou os
concentracfes eram menores que as concentracdes detectaveis pelo equipamento.
Portanto esses dados ndo foram considerados nas relacdes que fizemos
posteriormente.

Resumindo, no periodo seco verificamos que todos 0s pontos
apresentaram algum grau de contaminacdo também. P1 com 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 extrapolando os valores determinados.
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Tabela 4 — Andlises fisico-quimicas e microbioldgicas referentes ao més de setembro
de 2018 (periodo seco).

Escherichia Coliformes
DBO DQO Cu Zn Cd Pb Cr

(NMP/L00ml)  (NMP/100ml) (mg/L) (mg/L)  (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Ponto coli totais

P1 0 165 065 1067 019 012 0 O 0
P2 20 140 365 1733 016 016 0 0 011
P3 135 1450 721 9733 023 016 0  0* 026
P4 340 1200 27,21 90,67 024 017  0* 0 044
P5 1500 5500 565 54 026 012  0* 0 027
e 1000 10 0,013 5 00l 0033 005

Fonte: Autora (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 deteccéo dos tracos desses metais. Portanto ndo validamos esses dados.

**De acordo com a resolu¢do do CONAMA N° 357/2005 para Classe 3/ Aguas Doces
Cu = cobre; Zn = zinco; Cd = cadmio; Pb = chumbo; Cr = Cromo

Sabemos que a maioria dos metais pesados sdo encontrados
naturalmente no ambiente natural em pequenas concentracfes, porém em altas
concentracfes podem causar danos ao ecossistema, devido a bioacumulacao,
podendo causar mutacdo no material genético dos organismos vivos (FLOREA;
BUSSELBERG, 2006).

O chumbo é o Unico metal que parece ter apenas efeitos toxicos e
nenhuma funcdo essencial ao organismo dos seres vivos. Ele esta presente
principalmente nas baterias elétricas, em alguns pigmentos e tintas e principalmente
nos produtos industrializados e na gasolina como um aditivo, sendo as atividades
relacionadas a esses produtos as principais fontes de contaminacdo ambiental
(GERBER; LEONARD; JACQUET, 1980). Em concentracbes intermediarias tem
capacidade de inibir o crescimento celular em raizes de A. cepa e em concentracdes
acima de 50ppm bloqueiam a divisao celular (LERDA, 1992)

O cadmio € carcinogénico e atua como um mutageno muito potente,
devido sua meia-vida extremamente longa. Essa propriedade faz com que se acumule
com facilidade no meio ambiente. Naturalmente, ele é produzido pela atividade
vulcénica e transportado pelos ventos, mas suas principais fontes de contaminagéo
estdo relacionadas a producédo de PVC onde atua como estabilizante, pigmentos,
baterias recarregaveis e até mesmo o cigarro (FILIPIC, 2012).
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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 Gnica forma do
metal que geralmente causa efeitos toxicos a individuos expostos (MATSUMOTO;
MARIN-MORALES, 2004). Os processos industriais, como curticdo de couro e
producdo de aco inoxidavel, sdo as principais fontes de poluicao.

O cobre também é um metal essencial, porém, em altos niveis, pode ser
perigoso devido a formacéo de espécies reativas de oxigénio (PRA et al., 2008). E
frequentemente utilizado nas atividades agricolas, estando presentes em diversos
produtos, incluindo agrotoxicos (BENITES et al., 2014).

Dentre os metais avaliados neste trabalho, o zinco é que possui menor
toxicidade, além de ndo ser mutagénico em si. Entretanto, é necesséario na
proliferacéo celular. A falta desse elemento em plantas, por exemplo, leva a repressao

de seu crescimento.

5.4 Analises citogenéticas em Allium cepa L.

5.4.1 Citotoxicidade

Ao avaliar as células meristematicas de A. cepa em processo de divisdo
celular, foi possivel determinar o indice mitético (IM) para cada grupo. 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 (H202 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 verificamos
gue o procedimento experimental foi eficaz, com valores significativos ao nivel de 1%.

Estatisticamente, os pontos P2 e P4 tiveram reducao significativa do IM
se comparados ao controle negativo, revelando que estes pontos apresentam

contaminacgao por substancias citotoxicas (Tabela 5).
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Tabela 5 — indice mitético dos meristemas radiculares de A. cepa referentes ao més

de fevereiro de 2018 (periodo chuvoso).

indice Numero de células nas diferentes fases
Grupos it rae
Mitdtico (%) |nterfase Profase Metafase Anafase Teldfase
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: Autora (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 mitético dos meristemas radiculares das cebolas referentes ao més

de Setembro de 2018 (periodo seco)

indice Numero de células nas diferentes fases
Grupos ar s
Mitdtico (%) |nterfase Préfase Metafase Anafase Teldfase

Controle Negativo 8.78 6141 267 89 113 122

Ponto 1 975 6038 284 134 107 127

Ponto 2 6.72%* 6403 201 81 72 106

Ponto 3 6.15%* 5310 158 65 46 112

Ponto 4 8.27 6143 248 82 83 141

Ponto 5 7.11%* 5957 216 70 73 97

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

No periodo seco, os pontos que sofreram variagéo significativa foram P2,
P3 e P5 se comparados ao controle negativo como demonstrado na Tabela 6. Nos
graficos da Figura 18 e 19 pode-se observar também a diferenca estatistica entre

todos os grupos atraves de agrupamento pelo teste de Tukey.
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Através da analise do IM pode-se avaliar a citotoxicidade de diversas
substancias, como agua poluida ou contaminada (CUCHIARA; BORGES;
BOBROWSKI, 2012). Tanto o aumento quanto a diminui¢cdo do IM s&o importantes
indicadores no monitoramento da poluicdo ambiental.

Dos valores de IM obtidos neste experimento, podemos inferir o
potencial citotdéxico dos diferentes pontos de coleta de adgua do cérrego do Limoeiro,
usando o controle negativo como comparagao. Smaka-Kincl et al. (1996) mostrou que
a diminuicdo do IM em células meristematicas de A. cepa pode ser considerada um
método confidvel para determinar a presenca de agentes citotéxicos no ambiente e,
portanto, pode ser considerado como um teste sensivel para estimar os niveis de

poluicéo.

Figura 18 — indice mitdtico dos grupos no periodo chuvoso.
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Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes (Teste Tukey; p < 0,05)
Fonte: Autora (2019).

O IM em todos os grupos tratados do periodo chuvoso foi inferior ao IM
do controle negativo, mas somente em P2 e P4 essa reducgdo foi significativa. Nos
grupos tratados do periodo seco o IM de P1 foi 0 Unico superior ao controle negativo.
Os demais pontos tiveram o IM inferior ao controle, mas somente em P2, P3 e P5

essa variacao foi significativa.
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Figura 19 — indice mitdtico dos grupos no periodo seco.
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Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes (Teste Tukey; p < 0,05)
Fonte: Autora (2019).

Através da correlacdo de Spearman comparamos os dados de IM
obtidos e os dados fisico-quimicos e biolégicos avaliados nos dois periodos. Em
nenhum dos periodos observou-se resultados significativos para as substancias
avaliadas.

A diminuicdo do IM dos grupos tratados em relacéo ao controle negativo,
pode ser indicio da presenca de substancias que provocam ac¢des quimicas no
crescimento e no desenvolvimento do organismo exposto. Além dos metais pesados
outras substancias ja testadas sdo capazes de inibir a divisdo celular no estagio
anterior a mitose (LERDA, 1992).

Mesmo sendo aceito como um 6timo mecanismo de biomonitoramento
ambiental, o teste Allium cepa apresenta restricbes nas avaliacfes de algumas
classes de substancias (UHL et al., 2003) devido as grandes diferencas metabdlicas
entre 0s organismos vegetais e animais. Os resultados obtidos através deste trabalho
podem ser extrapolados para muitos outros organismo que sdo expostos diariamente
ao contato com as aguas contaminadas do coOrrego do Limoeiro, mas servem
principalmente como sinal de alerta para os riscos provenientes da exposi¢céo continua

de outros organismo, incluindo seres humanos, aos seus efeitos citotdxicos.
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5.4.2 Genotoxicidade

A avaliacdo da genotoxicidade do Corrego do Limoeiro foi feita através
da comparacéo dos indices de anomalias cromoss6micas. Utilizamos como parametro
para determinacdo das células normais e células anormais as seguintes imagens

(Figura 20) que demonstram células em divisdo sem anomalias.

Figura 20 — Fases da mitose sem anomalias: Interfase (a); Préfase (b); Metafase (c);

Anéfase (d); Tel6fase (e).
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Fonte: Autora (2019).

Anomalias Cromossomicas (AC). Os resultados estdo apresentados na Tabela 7 e 8.
Foram consideradas anomalias as pontes cromoss6micas durante a anafase e a
telofase, o atraso na separacdo de cromatides irmas, cromossomos pegajosos,
fragmentos cromossémicos, C-mitoses e poliploidia. Alguns exemplos estédo

demonstrados na Figura 21.

Tabela 7 — indice de Anomalias Cromossdmicas referentes periodo chuvoso.

Grupos P AC M AC A AC T AC MT:;ELS T:tca' F’;"c”gz)cia
CN 125 0 109 4 8 6 92 1 413 11 2,66%
cp 22 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: Autora (2019).

P = préfase; M = metafase; A= anéfase; T = tel6fase; 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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Figura 21 — Principais tipos de anomalias cromossomicas identificadas: metafase com
fragmento cromossdémico (a); anafase com pontes cromossémicas (b); metafase com
perda cromossbmica (c); anafase com cromossomos pegajosos (d); metafase
poliploide (e); anafase com ponte cromossémica (f); teléfase com atraso

cromossémico (g); tel6fase com quebra cromossémica (h); c-mitose (i, k); metafase

com cromossomos soltos (j); cromossomos atrasados (l).
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Tabela 8 — indice de Anomalias Cromossdmicas eferentes ao periodo seco.

Fonte: Autora (2019).

Gupos P AC M AC A AC T AC NI:;:LS thca' Fr:qc“ﬁz)cia
CN 259 0 122 1 174 10 110 2 665 13 1,95
P1 18 0 124 6 140 9 120 O 570 15 2,63
P2 29 0 8 2 9 10 79 2 385 14 3,63*
P3 22 0 76 5 93 5 70 2 361 12 3,32
P4 66 0 105 3 137 15 135 2 443 20 451%*
PS5 94 0 97 6 116 6 8 0 396 12 3,03

Fonte: Autora (2019).

P = profase; M = metéfase; A= anéafase; T = tel6fase; AC = anomalias cromossOmicas.
* Significativo ao nivel de 5% (p < 0.05), ** Significativo ao nivel de 1% (p < 0.01) se comparados ao
controle
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No periodo chuvoso somente P5 apresentou potencial genotoxico
significativo em comparac&o ao controle negativo. Na Figura 22 é possivel observar o
indice de anomalia para cada ponto e o agrupamento realizado pelo teste de Tukey.
No periodo seco os pontos P2 e P4 apresentaram valores significativos em relagcéo

ao controle e o gréafico pode ser observado na Figura 23.

Figura 22 — Frequéncia de AC dos grupos no periodo chuvoso.
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Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes (Teste Tukey; p < 0,05)
Fonte: Autora (2019).

De acordo com Natarajan (2002), alteracdes cromossémicas séo
reconhecidas como consequéncia das acdes 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 genotoxicos) e/ou ao efeito cumulativo de diferentes fontes (MATSUMOTO et
al., 2006). Por este motivo foram escolhidos 5 pontos amostrais nesta pesquisa,
considerando lugares com diferentes tipos de atividade onde fosse possivel fazer

correlagdes entre os resultados e as atividades.
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Figura 23 — Frequéncia de AC dos grupos no periodo seco.
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Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes (Teste Tukey; p < 0,05)
Fonte: Autora (2019).

Figura 24 — Gréfico de correlacéo entre AC e as concentracdes de chumbo no pontos
de coleta durante o periodo chuvoso.
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Fonte: Autora (2019).



53

Figura 25 — Gréfico de correlacao entre AC e as concentra¢des de zinco no pontos de

coleta durante o periodo seco.
AC X Zn Setembro

-2 Zn mg/L

0.20+
=" ops
oP3  OP2 ..o
0.15-
-
il B--" oOpPs
£ 0.101
=
N
0.05+
N
0.00 a.c . T ]
2 3 4 5
AC (%)

Correlacdo de Spearman r=0,971; p < 0,01
Fonte: Autora (2019).

Figura 26 — Grafico de correlagcédo entre AC e as concentra¢des de DBO no pontos de

coleta durante o periodo seco.
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A sazonalidade também foi avaliada devido ao efeito de diluicdo que
ocorre nos periodos de chuva. Resultados encontrados por Scalon et al. (2010),
mostraram que a genotoxicidade do Rio dos Sinos, avaliada através de A. cepa, foi
mais significante durante a primavera e 0 verdo, € menor no outono e inverno,
sugerindo influéncia das diferencas sazonais de precipitagdo pluviométrica.

Neste trabalho essa variacdo néo foi constatada de forma clara, pois 0s
pontos que apresentaram valores de AC significativos foram diferentes para os dois
periodos. Entretanto, as correlacdes entre as analises fisico-quimicas e os indices de
AC, nos ajudaram a entender melhor quais as possiveis causas podem estar
relacionadas ao aumento da genotoxicidade nos pontos em ambos periodos.

A presenca de chumbo parece ter sido um dos fatores que influenciaram
o aumento dos indices de AC no periodo chuvoso (Figura 24). P5 apresentou os
maiores valores para AC e maior concentracdo de chumbo. Sabendo que uma das
principais fontes de contaminacéo é a gasolina, por utilizar este metal como um aditivo,
e que o P5 é o ponto mais exposto e proximo a rodovia, podemos supor que a
presenca do chumbo € em decorréncia do escoamento pluvial que transporta as
particulas de chumbo, liberadas pelo trafego de veiculos, para o corrego.

O zinco apresentou uma correlagdo muito forte com os valores de AC
para o periodo seco (Figura 25). Os pontos P2, P3 e P4 que apresentaram
concentracdo elevada, em relacdo aos demais pontos, sdo os locais que recebem
influéncia maior das atividades urbana. P2 esta muito préximo de varios bairros
residenciais, P3 recebe toda a agua do Cérrego do Veado que cruza a cidade de
Presidente Prudente e P4 recebe o esgoto tratado que € produzido por Presidente
Prudente e Alvares Machado. Esses dados divergem muito dos dados obtidos por
Evseeva, Geraskin e Shuktomova, 2003. Neste estudo a correlacdo entre as
concentracbes de zinco e a genotoxicidade foi fraca. As principais fontes de
contaminacgao de zinco pelo homem sé&o os produtos utilizados contra a corrosdo de
pecas de metal, a industria automobilistica, ferramentas, aparelhos elétricos e
fabricacéo de hardwares (LEONARD; GERBER; LEONARD, 1986).

A presenca de matéria organica na agua, indicada pelos valores de DBO
também mostram correlagcdo com a genotoxicidade (Figura 26). P4, que apresentou 0
maior valor de DBO no periodo seco, foi o ponto a apresentar maior genotoxicidade
neste periodo. Monarca et al.(2005) e Ferreti et al. (2008) avaliaram a genotoxicidade

de diversos desinfetantes utilizados no tratamento de agua e encontraram valores
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significativos. Na ETE — Limoeiro que fica em frente a P4, sdo acrescentados
desinfetantes a base de cloro ao efluente que, segundo os autores supracitados, ao
reagirem com a matéria organica geram subprodutos com alto potencial de danos do
material genético, como os trihalometanos (TAMs). Quanto maior for a presenca de
matéria organica presente na 4gua tratada, maiores séo os danos genéticos, sendo a
forma gasosa do desinfetante (gas cloro) mais genotoxico que o hipoclorito.
Considerando que no periodo seco, o fluxo do cérrego no local de despejo da ETE,
seja menor e a quantidade de lancamento de esgoto tratado continue a mesma, a
concentracdo de matéria organica deve ser maior também, explicando o fato deste
periodo apresentar potencial genotéxico.

Lankoff et al., (2006), explicam que atividades originadas de fontes
naturais, como a presenca de cianobactérias, também podem liberar substancias
genotdxicas na agua e interferir nos resultados finais.

De certa forma o impacto genotdxico das aguas residuais sobre o meio
ambiente e para a saude humana sao dificeis de prever, devido as misturas complexas
de substancias quimicas, e uma interpretacdo completa de seu efeito requer mais que
analises quimicas. (ODEIGAH et al.,1997).

5.4.3 Mutagenicidade

A avaliacdo de mutagenicidade foi obtida através da comparacédo dos
indices de frequéncia de micronucleos (MN) presentes nas células meristematicas de
A. cepa. Os resultados dos grupos tratados foram comparados aos do controle
negativo e estdo apresentados nas Tabelas 9 e 10.

A presenca dos MN pode ser causada por efeitos tanto clastogénicos
(perda de fragmentos cromossdmicos ou de cromatide) quanto por efeitos
aneugeénicos (perda dos cromossomos inteiros). Isso ocorre porque durante a mitose
eles ndo se ligam adequadamente ao fuso durante o processo de segregacao. Esses
cromossomos deslocados ou fragmentos sdo entdo envolvidos por uma membrana
nuclear e, com exceg¢éo de seu tamanho menor, sdo morfologicamente similares aos
nacleos apos a coloracao nuclear convencional. Mas isso sO ocorre quando a carga
de dano ao DNA excede a capacidade de reparo da célula dentro de um periodo de
tempo especificado (FENECH et al., 2011).
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Portanto, se a velocidade do ciclo celular € aumentada, a capacidade de
reparo celular pode ser comprometida levando a formacdo de MN (EVSEEVA;
GERASKIN; SHUKTOMOVA, 2003).

No periodo chuvoso (Tabela 9) nenhum dos pontos avaliados
apresentou frequéncia significativa de MN em suas células. Apenas o controle positivo
apresentou variagdo significativa, validando a confiabilidade do método. O gréfico

pode ser observado na Figura 27.

Tabela 9 — indice de microntcleos referentes ao periodo chuvoso.

Frequéncia MN

Grupos Interfase MN (%)
CN 6435 8 0,12
cp 6354 15 0,24**
P1 5742 6 0,10
P2 6259 5 0,08
P3 6521 4 0,06
P4 6041 4 0,07
P5 6019 4 0,07

Fonte: Autora (2019).
MN = micronucleo.

** Significativo ao nivel de 1% (p < 0.01) se comparados ao controle

No periodo seco (Tabela 10), em P2, P3 e P4 a variacdo da frequéncia
foi significativamente maior que a frequéncia no grupo controle. Estes grupos foram
também os que apresentaram os maiores valores para zinco. Na Figura 28 é possivel

observar o grafico com os valores agrupados através do teste de Tukey.

Tabela 10 — indice de microntcleos referentes ao periodo seco.

Frequéncia MN

Grupos Interfase MN (%)
CN 6141 6 0,06
P1 6038 7 0,12
P2 6403 10 0,16**
P3 5810 11 0,19%*
P4 6143 13 0,21%**
P5 5957 8 0,13

Fonte: Autora (2019).

MN = micronucleo.
** Significativo ao nivel de 1% (p < 0.01) se comparados ao controle



Figura 27 — Frequéncia de MN dos grupos no periodo chuvoso.
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Fonte: Autora (2019).

Figura 28 — Frequéncia de MN dos grupos no periodo seco
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Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes (Teste Tukey; p < 0,05)
Fonte: Autora (2019).
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Apesar do periodo chuvoso nao apresentar variagao significativa de MN
entre 0s grupos, os testes de correlacao realizados entre MN e o dados fisico-quimicos
do periodo apresentaram relacdo negativa e foram significativas apenas para cromo

e zinco, como pode ser observado nas Figuras 29 e 30.

Figura 29 — Gréfico de correlacdo entre MN e as concentracdes de cromo no pontos
de coleta durante o periodo chuvoso
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Fonte: Autora (2019).

Uma possivel explicacdo para esse resultado (Figura 29) é que as
concentracbes mais elevadas do cromo tenham inibido a replicacdo celular e desta
forma a quantidade de ciclos no periodo do experimento ndo foram suficientes para
fixacdo da mutacdo (GRANT, 1982). Leonard e Lauwerys (1980) demonstraram que
os testes de mutagenicidade do cromo em plantas ndo apresentaram resultados
significativos.

No caso do zinco (Figura 30), as baixas concentra¢cdes podem ter agido
da mesma maneira, retardando o processo de divisdo celular e diminuindo a
guantidade de ciclos durante o periodo de 72 horas. O zinco também tem capacidade
de interagir com outros compostos inibindo seus efeitos e assim pode ter protegido as
células de danos causados por outros compostos ndo avaliados (LEONARD;
GERBER; LEONARD, 1986).
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Figura 30 — Gréfico de correlagdo entre MN e as concentragfes de zinco no pontos

de coleta durante o periodo chuvoso.
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Fonte: Autora (2019).

Figura 31 — Grafico de correlacao entre MN e as concentracbes de DBO no pontos de

coleta durante o periodo seco.
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No periodo seco, a frequéncia de MN foi mais evidente nos pontos P2,
P3 e P4, dado que coincide com os valores elevados de zinco no mesmo periodo e
em comparacdo com o periodo chuvoso. Nos testes de correlacdo, valores
significativos foram apresentados para DBO, zinco e cromo.

Em relacdo a DBO (Figura 31), os resultados sdo similares aos
apresentado para AC no mesmo periodo. P4 foi o local com maior indice de MN que
pode também estar relacionado a presenca de TAMs produzidos pela alta carga de
matéria organica despejada no local.

A correlacdo de MN com o zinco neste periodo (Figura 32) foi
extremamente forte segundo os testes estatisticos e ao contrério do periodo chuvoso,
a correlacdo foi positiva. Entretanto o zinco ndo tem propriedades mutagénicas
segundo Leonard, Gerber e Leonard (1986) nas concentracfes descritas. Talvez
sejam necessarios outros estudos para identificar se ha existéncia de alguma outra
substancia mutagénica que esteja relacionada diretamente a presenca de zinco nos

pontos de coleta estudados.

Figura 32 — Gréfico de correlagdo entre MN e as concentragbes de zinco no pontos

de coleta durante o periodo seco.
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O cromo (Figura 33) também apresentou forte correlacdo com a
frequéncia de MN, confirmando os efeitos mutagénicos do metal observados por
Matsumoto e Marin-Morales (2004). Anormalidades cromoss6micas semelhantes
foram observadas por Liu et al. (1992) e Smaka-Kincl (1996), ao submeter raizes de

A. cepa a diferentes concentracdes do metal.

Figura 33 — Grafico de correlacéo entre MN e as concentracfes de cromo no pontos

de coleta durante o periodo seco.
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O fato, € que maiores informacdes sobre outras substancias com
potencial mutagénico devem ser levantadas em futuros estudos. A caracterizacéo de
agentes contaminantes através de testes isolados podem nos dar referencial dos
principais agentes mutagénicos encontrados nos pontos amostrais, mas deve-se levar
em consideragao que a interagcéo entre duas ou mais substancias com baixo potencial
toxico podem levar a producdo de outros compostos que podem ser nocivos aos
organismos vivos (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).

Por estas questdes, muitos efluentes que atendem os padrdes fisicos
quimicos estabelecidos pela legislacdo, podem causar distarbios no ecossistema e

essa é a grande vantagem dos bioensaios. Eles tém maior preocupagdo em
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caracterizar os efeitos adversos causados por uma amostra sem necessariamente
identificar os agentes toxicos isoladamente. (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).
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6 CONCLUSAO

Esta pesquisa demonstra a necessidade da realizacdo bioensaios no
biomonitoramento ambiental juntamente com as outras analises de qualidade de
agua. Desta forma é possivel determinar a saude ambiental de locais com importancia
social e econdmica.

Em muitos casos nao € viavel avaliar o impacto ambiental de um corpo
d’agua apenas através das avaliagdes fisico-quimicos. A interacéo entre substancias
ja conhecidas no local e a presenca de substancias que ainda ndo foram avaliadas
pode refletir a necessidade de acdes de conservagdo ambiental que ndo sao
detectaveis por estes métodos. Por isso € 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 poluicdo. 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 supfe-se que a presenca de matéria orgéanica, 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 consideracdo que a presenca de
outras substancias ndo avaliadas neste estudo podem, também, estar relacionadas
aos dados obtidos, de forma direta ou sinergicamente.

Os valores dos limites do CONAMA, devem ser revisados e atualizados
periodicamente, conforme novos estudos sao publicados.

Impactos ambientais em pequenos corpos d’agua, como o Corrego 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 conservagao
dos pequenos afluentes, pois estes sdo objetos importantes na identificacdo de
impactos ambientais causados pela agdo humana e servem de alerta para que se faca
um monitoramento mais criterioso em relacéo as substancias que séao lancadas no

meio ambiente.
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