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RESUMO

A qualidade hidrica de diversos cursos de agua tem sido reduzida devido ao
aumento consideravel de contaminantes, principalmente de origens antropicas, nos
ecossistemas aquaticos. Diante deste cenario, torna-se imprescindivel o
biomonitoramento da qualidade ambiental destes locais para se entender a
problematica e assim levar a proposigao de agdes voltadas ao manejo adequado
destes locais. O Rio Uberabinha é o principal curso d’agua responsavel pelo
abastecimento da cidade de Uberlandia-MG e varios trabalhos cientificos apontam
uma crescente degradagédo nesse local. Visto isso, o presente estudo teve como
objetivo realizar o biomonitoramento da qualidade da agua em alguns afluentes
deste rio, por meio de testes citogenotoxicos em organismos modelo. A coleta de
agua foi realizada em cinco afluentes: Corrego do Paula (C1), Ribeirdo Bom Jardim
(C2), Cérrego Lagoinha (LA1 e LA2), Cérrego do Oleo (OL1) e Cérrego Liso (L1,
L2 e L3), sendo estas submetidas também a analises fisico-quimicas e Calculo do
indice da Qualidade da Agua (IQA). Para avaliar o potencial citogenotéxico da 4gua
dos afluentes foram realizados bioensaios in vivo utilizando Allium cepa e Poecilia
reticulata e in vitro com células C2C12. Os resultados obtidos na analise dos
parametros fisico-quimicos apresentaram muitas desconformidades, uma delas foi
a presenca de metais pesados Cadmio e Chumbo. O IQA classificou os afluentes
C1 e C2 como “BOM” e os demais como “RUIM”. Para citotoxicidade os testes
foram: tamanho de raizes, indice Mitético e viabilidade celular. As amostras de agua
nao apresentaram efeitos citotdxicos, ao contrario, demonstraram proliferacéo
celular. Para genotoxicidade os testes foram: micronucleo (MN), aberracoes
cromossOmicas e anormalidades celulares. A maioria dos afluentes apresentaram
um alto potencial genotdxico, havendo aumento estatisticamente significativo na
frequéncia de micronucleos de todos bioensaios. As alteragdes nos parametros
fisico-quimicos e os efeitos citogenotdxicos observados podem estar
correlacionados, e a consequéncia desses resultados pode ser devido aos
descartes de efluentes domésticos e industriais nos locais que, de acordo com as
analises de agua, apresentaram Cadmio e Chumbo, agentes capazes de causar
danos no material genético.

PALAVRAS-CHAVE: Citotoxicidade; Genotoxicidade; Teste do Micronucleo;

Allium cepa; Poecilia reticulata; Cultura de Células.



ABSTRACT

The water quality of several watercourses has been reduced due to the considerable
increase of contaminants, mainly of anthropic origin, in the aquatic ecosystems. In
this scenario, it is essential to biomonitoring the environmental quality of these sites
to understand the problem and thus lead to the proposal of actions aimed at the
proper management of these sites. The Uberabinha River is the main watercourse
responsible for the supply of the city of Uberlandia-MG and several scientific works
point to a growing degradation in this place. Considering this, the present study had
as objective to perform the biomonitoring of water quality in some tributaries of this
river, through cytotoxic tests in model organisms. The water collection was carried
out in five tributaries: Cérrego do Paula (C1), Ribeirdo Bom Jardim (C2), Corrego
Lagoinha (LA1 and LA2), Cérrego do Oleo (OL1) and Cérrego Liso (L1, L2 and
L3) being also submitted to physical-chemical analysis and Water Quality Index
(IQA) calculation. To evaluate the cytotoxic potential of the water from the tributaries,
in vivo bioassays were performed using Allium cepa and Poecilia reticulata and in
vitro with C2C12 cells. The results obtained in the analysis of the physical-chemical
parameters presented many non-conformities, one of them was the presence of
heavy metals Cadmium and Lead. The IQA classified the tributaries C1 and C2 as
"GOOD" and the others as "BAD". For cytotoxicity the tests were: root size, Mitotic
Index and cell viability. The water samples did not present cytotoxic effects, on the
contrary, demonstrated cellular proliferation. For genotoxicity the tests were:
micronucleus (MN), chromosomal aberrations and cellular abnormalities. Most of
the tributaries presented a high genotoxic potential, with a statistically significant
increase in the frequency of micronucleus of all bioassays. The changes in the
physico-chemical parameters and the cytotoxotoxic effects observed may be
correlated, and the consequence of these results may be due to the discards of
domestic and industrial effluents in the places that, according to the water analysis,
presented Cadmium and Lead, agents capable of causing damage to the genetic
material.

KEYWORDS: Cytotoxicity; Genotoxicity; Micronucleus Test; Allium cepa; Poecilia

reticulata; Cell Culture.



1- INTRODUGAO

1.1. Caracterizagao da area de estudo

O municipio de Uberlandia localiza-se na por¢éo sudoeste do estado de
Minas Gerais (Figura 1), regido denominada Triangulo Mineiro, entre as
coordenadas 18° 55' 07" S e 48° 16' 38" W (BERNARDES; SILVA, 2007). O clima
e tropical, caracterizado por um periodo marcadamente seco nos meses de maio a
setembro, e outro umido nos meses de novembro a margco (CARRIJO; BACCARO,
2000).

A Bacia do Rio Uberabinha (Figura 1) esta inserida no Tridangulo Mineiro e
abrange o perimetro de trés municipios, Uberaba, Uberlandia e Tupaciguara,
ocupando principalmente o municipio de Uberlandia, 37% da area. Possui uma
superficie de 1.276 Km?, com aproximadamente 145 km de extensdo desde a sua

nascente até sua foz, tendo 49 afluentes ao longo de seu curso (DMAE, 2015).

Figura 1. Localizagao da area de estudo. Cidade de Uberlandia, Estado de Minas

Gerais (MG), no Brasil, e a e a Bacia Hidrografica do Rio Uberabinha.
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Fonte: Cartas Topograficas do IBGE. Escala 1:100000. BERNARDES, M. B. J.;SILVA, M. K. A,
2005.



Alguns dos afluentes do Rio Uberabinha na cidade de Uberlandia sédo: na
zona rural, Cérrego do Jacaré, Cérrego do Carogo, Coérrego do Paula, Corrego do
Roncador, Cérrego do Abril, Ribeirdo Beija-flor e Bom Jardim, Rio das pedras; e na
area urbana, Corrego Liso, Corrego Cajuba, cérrego Sado Pedro, Corrego das
Tabocas, Coérrego do Oleo, Cérrego Jatai, Cérrego Lagoinha, Cérrego do Salto,
Cdrrego Guariba, corrego do Lobo, Cérrego Moji, Cérrego do Cavalo, Coérrego do
Vinhedo, Corrego Buritizinho. Na area urbana o municipio de Uberlandia possui um
total de 22 corregos, quatro dos quais se encontram totalmente canalizados, sendo
que muitos desses afluentes atualmente encontram-se com graus variados de
degradagao (CAMPOS; VILELA, 2008).

Os impactos encontrados nestes recursos hidricos sdo em grande parte
ocasionados por uma intensa ocupagcao antropica nas redondezas destes
afluentes, principalmente pelo fato destas areas receberem despejos de efluentes
domésticos e também industriais (BRITES; RANTIN, 2004).

O Coarrego Liso (Figura 2) € um dos principais afluentes do Rio Uberabinha
e esta localizado em uma regido de intensa atividade industrial do municipio de
Uberlandia, em que diversas atividades sao desenvolvidas, entre elas:
processamento de alimentos de origem vegetal e animal, abatedouros, curtumes,
ceramica, entre outras. (VASCONCELOQOS, 2012).

A sub-bacia do Corrego Liso ocupa uma area aproximada de 15,78 km?2.
Além de estar localizado no Setor Industrial, o corrego ainda é rodeado por treze
bairros urbanizados. Devido a esse elevado grau de ocupagao, o corrego apresenta
indicadores de degradagao ambiental tipicos de areas onde a urbanizagédo nao foi
acompanhada por agdes de minimizagao de impactos. As margens do Cérrego Liso
foram ocupadas desde os primeiros anos de crescimento significativo da cidade,
mas ainda possui algumas areas verdes destinadas a conservagdo ambiental no
Parque Municipal Victério Siquierolli e no Parque do Distrito Industrial (PERES,
2005).

Outro importante afluente da bacia do Rio Uberabinha é o Corrego Lagoinha
(Figura 2) com 6,4 km de comprimento. Os impactos ambientais ja se iniciam em
sua nascente, isso devido ao fato da area de preservacao permanente desse local
nao estar protegida de maneira adequada. Apds os primeiros bairros até o centro o

reflexo da degradacao é eminente, esgotos domésticos, depdsitos de lixo, mata



ciliar eliminada deixando o corrego exposto, ocupagao inadequada da populagao
com abastecimento de agua e energia ilegais e sem rede de esgoto legalizada,
sendo este ultimo escoado “in natura” para o corrego, e outros diversos problemas
ambientais. Apos o bairro Lagoinha a agua do corrego continua poluida, porém sua
APP se encontra preservada, sendo que no local ha um trabalho de revegetagao
por parte dos moradores do bairro Karaiba (CAMPOS; VILELA, 2008).

O Cérrego do Oleo (Figura 2), também afluente do Rio Uberabinha, se
localiza no setor oeste da cidade de Uberlandia e sua bacia hidrografica ocupa uma
area que corresponde a aproximadamente 10% do perimetro urbano. Neste
Corrego também ha ocupacao irregular das margens do cérrego nas areas
proximas a nascente, grande quantidade de residuos sélidos espalhados e
desmatamento da mata de galeria. Esta abrangéncia faz com que haja uma
dinamica direta com a populagdo do seu entorno, que assim como no Cdérrego

Lagoinha, resulta em varios tipos de impactos neste afluente (FARIAS et al, 2009).

Figura 2. Afluentes urbanos do rio Uberabinha na cidade de Uberlandia-MG
avaliados no presente estudo: Cérrego Lagoinha, Cérrego do Oleo e Cérrego Liso.

Localizados no setor urbano.
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Fonte: Autoria prépria. Dados bacia do Rio Uberabinha SEPLAM Prefeitura de Uberlandia, 2016.

v

O Ribeirao Bom Jardim, outro afluente do Rio Uberabinha, localiza-se entre

as porcdes sul do municipio de Uberlandia, tendo sua nascente na cidade de



Uberaba-MG, trata-se de um dos principais afluentes do rio Uberabinha e drena
uma area de 396,54 km?, cujo perimetro é de 108,848 quildmetros (BRITO, 2001).
Sua extensado, segundo dados do DMAE 2015, equivale a 25 km e nele ha um
represamento para a captagdo de agua, sendo esta levada até a Estagdo de
Tratamento de Agua (ETA) desse afluente. Desta forma, trata-se de uma importante
fonte de abastecimento da cidade que se localiza no perimetro rural, podendo
assim ser utilizado como ponto controle para a presente pesquisa.

O Corrego do Paula é um afluente pouco relatado na bibliografia, se localiza
no setor rural da cidade, ndo recebendo assim grande influéncia da poluicao
urbana, o que faz dele um potencial ponto controle para o estudo em questao.

O IGAM, por meio do Projeto Aguas de Minas, realiza 0 monitoramento das
aguas superficiais e subterraneas de Minas Gerais desde 1997, o que permite
identificar alteracbes na qualidade das aguas do Estado, possibilitando a
proposicao de acdes de planejamento e controle de usos das mesmas (IGAM,
2007).

De acordo com o Instituto Mineiro de Gestdo das Aguas (IGAM), no ponto a
jusante do Rio Uberabinha em relac&o a cidade de Uberlandia, as analises de agua
indicaram elevadas concentracbes de fésforo total, estando relacionadas
diretamente com o langamento de esgotos sanitarios, sem tratamento prévio.
Apresentou ainda ocorréncia de coliformes termotolerantes, fésforo total e
demanda bioquimica de oxigénio em desconformidade com o limite estabelecido
pela legislagao para corpos de agua de Classe 2 (CONAMA n°357, 2005).

Cabe ressaltar que o Rio Uberabinha é o principal curso d’agua responsavel
pelo abastecimento da cidade e suas aguas sdo usadas para consumo publico,
geracgao de energia e irrigagdo. Na escala da bacia, o rio principal e seus afluentes
sao capazes de detectar as mudancas ambientais em toda a bacia, ou seja,
alteragbes nas correntes superiores influenciam os cursos inferiores (MORENO, P.;
et al 2009). Deste modo, os esgotos langados no Corrego Liso (REZENDE, P. S;;
et al 2012) e em outros afluentes poluem e contaminam a agua ndo somente dos
proprios corregos, mas também do Rio Uberabinha que é receptor desses afluentes
e também de toda a bacia hidrografica, podendo acarretar problemas a saude da

populagao que utiliza essa agua e disseminar vetores de varias doengas.



Dessa forma, € de grande relevancia o monitoramento da qualidade
ambiental destes afluentes, ja que eles influenciarao diretamente na qualidade da

agua do Rio Uberabinha.
1.2. Qualidade ambiental dos recursos hidricos

A agua representa um recurso de fundamental importancia para a
manutencao da vida e, além de manter o equilibrio do meio ambiente, se trata de
um elemento indispensavel para quase todas as atividades humanas, tais como:
consumo dos seres Vvivos; irrigacdo de culturas agricolas; geragdo de energia
elétrica; abastecimento doméstico e industrial; recreacdo; dentre outras. A
estimativa de consumo de agua no Rio Uberabinha por atividade na cidade de

Uberléndia esta demonstrada na figura 3.

Figura 3. Utilizacdo da agua na Bacia do Rio Uberabinha por atividade

desenvolvida.
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Uberabinha por Atividade
25%
—
0/
47% 16%
[ Irrigacao O Consumo Industrial
O Consumo Humano O Dessedentacao de Animais
O Lavagem de Veiculos 0 Outros

Fonte: BORGES, R. F. (2008).

A agua se trata de um elemento essencial para a vida, para o0 meio ambiental

e para o desenvolvimento econdmico e social. Os rios possibilitaram a formacgéao



das primeiras civilizagbes urbanas, sendo que muitas das primeiras cidades do
mundo se formaram proximas aos rios a fim de garantir o abastecimento da
populacdo e favorecer as comunicagdes e o comércio (BAPTISTA; CARDOSO,
2013).

Desta maneira, a relevancia destes recursos hidricos é nitida e também
versatil, por exemplo quando estes recursos sao utilizados tanto como pontos de
captacdo de agua para abastecer areas metropolitanas, e também receptores de
descarga de aguas residuais. Porém a recepcgao de descargas pode perturbar o
ambiente de tal modo que a degradagdo dos contaminantes ali presentes e
restauracao do equilibrio natural ndo sao possiveis, levando a um impacto
ambiental de dificil reversdo nesses locais (DAHSHAN et al., 2013; KAUR; DUA,
2015).

Neste contexto, Borges (2010) relata que uma das maiores preocupacoes
das sociedades consiste na utilizagao racional dos recursos hidricos pelo homem.
Em razdo da escassez de agua em algumas regides do pais e também dos
problemas relacionados com a qualidade das aguas, a procura por maneiras de
solucionar estes impasses vem ganhando atencao. Isto pode ser verificado pelo
crescente numero de estudos na area e pela elaboracao de leis especificas para a
sua gestao, nas quais a agua passa a ser tratada como um recurso natural escasso
e limitado.

Dentre as cartas legais, pode-se citar a Lei 9.433 de 07 de janeiro de 1997,
que estabelece a Politica Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos e a Lei
9.984 de 17 de julho de 2000, que instituiu a Agéncia Nacional de Aguas (ANA). O
Orgao federal tem como funcéo a implementac&o da referida Politica, assim como
a coordenacéao do Sistema de Gerenciamento de Recursos Hidricos.

O rapido desenvolvimento da industria e da agricultura tem resultado no
aumento da polui¢do dos rios e lagos com metais pesados, o que € indicado como
significativo risco ambiental e também representa riscos para os organismos vivos
que fazem parte do ecossistema, como os invertebrados, peixes e humanos
(BIDAR et al.2009). Poluentes libertados em cursos de agua alteraram a
composicao fisico-quimica da agua, formando misturas complexas que podem

provocar efeitos toxicos e genotoxicos em organismos vivos (MERLO et al, 2011).



Rashed (2001) relata que a biota aquatica esta constantemente exposta a
um grande numero de substancias toxicas langadas no ambiente, oriundas de
diversas fontes de emissdo. A disposicdo inadequada de residuos sélidos, os
processos de drenagem agricola, os derrames acidentais de lixos quimicos, e o
langamento de efluentes domésticos, urbanos e industriais, contribuem para a
contaminagao dos ecossistemas aquaticos com uma ampla gama de agentes
téxicos como metais pesados, agrotdxicos, compostos organicos e outros, o que
influencia diretamente na qualidade das aguas (FILHO et al., 2012).

Afluentes de areas urbanas, em especial, enfrentam graves problemas de
qualidade de agua devido a descarga de produtos de esgoto domeésticos nao
tratados, residuos municipais e efluentes industriais, levando ao aumento,
principalmente, da toxicidade metalica nestes locais (VENUGOPAL et al., 2009;
SEKABIRA et al., 2010).

Os metais pesados, quando em altas concentragdes no meio aquatico, sao
conhecidos por sua toxicidade persistente e tendéncia para se bioacumular no
ecossistema (ATLI e CANLI 2010). Essas substancias toxicas tendem a persistir
indefinidamente no meio ambiente, comprometendo o bem-estar e o equilibrio nao
s6 da fauna e flora existente nesse ecossistema, mas também da saude das
pessoas que vivem nas comunidades vizinhas, através da acumulacéo e entrada
na cadeia tréfica (FAROOQ, U. et al, 2010).

Os principais metais pesados poluentes séo: chumbo (Pb), cromo (Cr), zinco
(Zn), e mercurio (Hg) (STRBAC et al., 2015). Os sedimentos tem alta capacidade
de acumular metais pesados e desempenham um importante papel na
determinacao da qualidade da agua dos corregos e rios (VARDY et al., 2015).

De acordo com Cruvinel (2009) os impactos ambientais e a diminuigao da
qualidade ambiental das aguas do Corrego Liso sdo percebidos no proprio local e
apdés a realizacdo da analise da qualidade da agua os resultados obtidos
evidenciaram a contaminag¢ao dos sedimentos do Cérrego Liso pelos metais Cd,
Cu, Cr e Pb, apresentando valores acima do minimo estabelecido pela Resolucéo
CONAMA 344/04.

Em 2005 o Conselho Nacional do Meio Ambiente pela resolucao de n°. 357
(CONAMA, 2005) determinou diretrizes ambientais para o enquadramento da

qualidade da agua, bem como estabeleceu condi¢des e padrdes de langamento de



efluentes. O Conselho Nacional do Meio Ambiente € o responsavel por definir a
classificagdo da qualidade da agua no Brasil e determinar os niveis fisicos e
quimicos aceitaveis que sao seguros para 0s organismos usarem este recurso
(BARBERIO et al., 2011). O descarte de efluentes que contém metais pesados fora
dos padrdées da legislagdo ambiental vigente, bem como a sua incorreta
manipulacdo nos diversos ecossistemas naturais, ocasionam danos ao meio
ambiente, o que torna de fundamental importédncia o monitoramento e o surgimento
de possiveis solugdes para resolucao destes contaminantes no ecossistema.

O impacto ambiental gerado pelo descarte de substancias téxicas no meio
ambiente levou a comunidade cientifica a desenvolver diferentes métodos para a
resolucao destes problemas (SALA et al, 2010). Dentre as ferramentas para auxiliar
a gestao e conservagao dos Recursos Hidricos esta o biomonitoramento, que vem

sendo amplamente utilizado para essa finalidade.
1.3. Biomonitoramento da qualidade da agua

De acordo com dados da Agéncia Nacional das Aguas (2001) o acelerado
crescimento demografico e o desenvolvimento econémico e tecnoldgico tém
causado um aumento na demanda por agua, o que gera diversos conflitos entre
seus usuarios e que, possivelmente, se nao forem adotadas medidas eficazes para
sua gestao, incorrera na escassez desta em um futuro muito préximo.

O monitoramento e avaliagdo da qualidade da agua, como importante
ferramenta na gestdo de recursos hidricos, passa pela obtengdo de dados
confiaveis dos corpos d'agua de interesse. Os teores maximos de impurezas
permitidos na agua constituem os padrdes de qualidade, que devem ser cumpridos,
mediante a legislacdo que estabelece limites individuais para cada substancia, em
funcao do uso previsto para a agua (VASCONCELOQS, 2012).

Varios contaminantes, tanto organicos quanto inorganicos, sdo despejados
cotidianamente no ambiente aquatico, alterando assim a qualidade ambiental, além
de serem absorvidos pela biota residente no local contaminado. Neste contexto,
existe uma grande demanda por analises da qualidade do ambiente em sua
totalidade. Os métodos para o monitoramento da saude ou qualidade ambiental
podem ser divididos em analises que: (1) detectam poluentes e os quantificam, em

meios fisicos e bioldgicos, e (2) avaliam a poluigdo em organismos vivos, seja no
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individuo isolado, a nivel populacional ou a nivel de comunidade. Esses métodos
tém sido empregados ha varios anos e nenhum deles € exclusivo e analisados de
forma isolada, ndo fornecendo informagdes completas sobre o status ambiental
(ATHIRA; JAYA, 2018).

Na legislagao brasileira, a qualidade das aguas superficiais ambientais é
monitorada usando apenas parametros fisico-quimicos e microbiolégicos (por
exemplo, coliformes fecais), que sado comparados com os limites nacionais
estabelecidos para as respectivas variaveis e classes de agua (CONAMA n°357,
2005). Aguas de boa qualidade ndo devem apresentar variaveis que excedam as
diretrizes nacionais para a contaminacdo ambiental, porém, para uma
compreensao adequada dos riscos ecoldgicos para a fauna, informacdes
especificas sobre a biodisponibilidade ou efeitos toxicoldgicos potenciais sobre a
biota devem ser reunidos além dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos.

Desta forma, os estudos voltados ao conhecimento das condi¢gdes de uso
dos recursos hidricos em bacias hidrograficas brasileiras se tornaram cada vez
mais necessarios, levando a proposigao de agdes voltadas ao manejo adequado e,
com isto, evitar ou solucionar problemas relacionados a utilizacdo da agua (ARIAS
et al., 2007). A partir deste pressuposto, a presenca de produtos quimicos nos
ambientes precisa ser monitorada para determinar os efeitos potenciais sobre a
saude dos animais, das plantas, e das populagdes humanas (GADZALA-
KOPCIUCH et al., 2004).

As diferentes abordagens para avaliar a qualidade da agua em programas
de monitoramento em ecossistema de agua doce ganharam atencéo crescente nos
ultimos 15 anos. O primeiro uso oficial de um método biolégico para avaliar a
qualidade da agua foi em 1970, nos rios britanicos. Mais tarde, em resposta as
criticas sobre a adequagao do meétodo, desenvolveram o BMWP (Grupo de
Trabalho de Monitorizagao Bioldgica) que € recomendado para uso em
levantamentos de poluicédo de rios (PINTO et al, 2004).

O monitoramento da presenca de xenobidticos em ambientes aquaticos
pode, a partir de estudos com espécies residentes, beneficiar a qualidade do
ambiente, juntamente com a saude humana. A localizagdo e a determinacédo da

concentragdo dos poluentes podem assegurar a vida destas espécies e também
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um ambiente saudavel, garantindo ao homem sua utilizacdo para alimentacao,
abastecimento e lazer (NICARETA, 2004).

O monitoramento ambiental, principalmente no que diz respeito a
organismos expostos a poluentes, utilizando testes em sistemas biologicos
(biomarcadores), propicia promissoras ferramentas para a identificacdo de
poluentes capazes de causar dano a saude humana e ao ambiente (DA SILVA et
al., 2003).

O monitoramento utilizando respostas biologicas € de fundamental
importancia para complementar o monitoramento fisico-quimico, pois se trata de
uma tentativa de melhorar o conhecimento sobre a identidade dos contaminantes
emitidos e, subsequentemente, para proporcionar uma base para a incorporagao
de medidas preventivas ou de protecdo (CARVALHO, 2005). Quando comparado
ao método tradicional fisico-quimico, que sdo normalmente utilizados para avaliar
0 presencga ou nao de substancias perigosas ou poluentes, fornece informagdes
adicionais como a exposi¢cao cumulativa na biota e também a deteccéo de efeitos
indiretos.

Por exemplo, os efeitos bioldgicos aditivos, sinérgicos, ou antagonistas das
substancias nem sempre sado claros, porque muitos deles estdo normalmente
presentes em baixos niveis em aguas de superficie, dando, assim, nenhuma
evidéncia clara para o seu risco ambiental (POLLACK, et al. 2003). Esta lacuna no
conhecimento pode ser coberta pela utilizagdo de bioensaios com os organismos
biomonitores (DEFU, et al. 2014).

O Biomonitoramento ¢é definido como a utilizacédo sistematica das respostas
de variaveis biologicas para avaliar as mudancas no meio ambiente, estas
geralmente causadas por agdes antropogénicas. Portanto, o processo de
biomonitorar envolve o0 uso das respostas de organismos, chamados biomonitores,
para avaliar mudangas no ambiente em que vivem (BUSS et al. 2003). Tais
organismos sao escolhidos pela sua sensibilidade ou tolerancia para a presencga de
fatores de estresse, sendo que sua abundancia e comportamento refletem os
efeitos do fator de estresse sobre a biota. Estes organismos atuam como
sinalizadores ambientais de areas poluidas e podem ser amplamente utilizados

alertando pessoas sobre ambientes que apresentam riscos (BONADA et al., 2006).
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Nas areas urbanas, os ecossistemas aquaticos sdo mais suscetiveis a
degradacao, e muitos vertebrados e invertebrados tém sido usados para monitorar
a qualidade ambiental, sendo varios reconhecidos cientificamente como
indicadores de poluicdo, embora as suas respectivas respostas sejam dependentes
dos tipos de poluentes e as condigdes experimentais em que eles sao expostos
(MIELLI et al., 2009). Algas (CHARALAMPOUS et al., 2015), vegetais como Allium
cepa (KRUGER, 2009; LEME; et al, 2009), e Tradescantia sp. (CAMPOS et al.,
2016), peixes de diversas espécies (BIANCHI, E. et al, 2015; GUTIERREZ; et al,
2015) e macroinvertebrados (MARLEY; et al, 2018; STENERT, 2010), sao alguns
exemplos de indicadores utilizados no biomonitoramento ambiental.

Quando massas de agua séo avaliadas por um controle ativo, bioindicadores
sdo expostos a amostras de agua durante curtos periodos que variam desde
algumas horas a dias. A exposig¢ao constante da biota a substancias toxicas pode
levar estes organismos a impactos de nivel molecular, como também no organismo
como um todo (JESUS E CARVALHO, 2008).

A utilizagdo de diferentes parametros em estudos de biomonitoramento
permite uma avaliagao abrangente de ambientes que tenham sido contaminados
por residuos urbanos, industriais ou agricolas. O monitoramento dos recursos
hidricos no Brasil € amplamente estudado, sendo de extrema importancia para
paises em desenvolvimento como o Brasil, uma vez que demonstram que a falta
de gestéo de residuos pode ter efeitos negativos sobre corpos d'agua e aumentar
o risco de contato humano com aguas contaminadas, o que pode levar a surtos de
doencas devido a utilizagao destas aguas (MAURO et al. 2014).

Nesse segmento é de grande relevancia o monitoramento dos corpos
hidricos, ja que os mesmos além de constituirem a principal fonte para o
abastecimento publico de agua, sao utilizados também para o desenvolvimento de
atividades agricolas, na criagado de animais, entre outros.

Levando em consideracdo que diferentes espécies sao caracterizadas por
sensibilidades diferentes contra uma variedade de poluentes, a analise de
toxicidade deve ser realizada por uma bateria de bioensaios em espécies de
diferentes niveis tréficos (SCHMIDT et al. 2002).

Ginebreda et al. (2014), relata que as aguas a serem analisadas podem

conter muitos compostos citogenotdxicos desconhecidos, dificilmente
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determinados por analises convencionais e por isso ensaios in vitro de
citogenotoxicidade também devem ser inclusos na avaliagéo da qualidade da agua
para eficientemente estimar a presenga de substancias toxicas em aguas de
superficie (PELLACANI et al. 2006).

1.4. Testes Citotoxicos e Genotoxicos

Na maioria dos paises em desenvolvimento, como o Brasil, existe uma
grande escassez de recursos para a realizagdo de importantes pesquisas
cientificas relacionadas ao monitoramento da qualidade da agua. Assim, encontrar
técnicas que possam responder hipéteses de maneira mais econdmica € muito
importante (LAUGHINGHOUSE et al., 2012).

Analises citotoxicas combinadas com as genotdxicas permitem a previséo
da toxicidade da agua, especialmente se houver sinergismo, antagonismo ou
potencializagdo de efeitos observados nos componentes presentes na agua, os
quais nao sao observaveis nos testes comuns fisico-quimicos. Estas analises sao
caracterizadas por apresentarem uma resposta global, independentemente do
conhecimento de poluentes e as suas propriedades quimicas (ZEGURA et al.,
2009).

Diversos ensaios que avaliam a citotoxicidade e a genotoxicidade tém sido
utilizados de maneira eficaz para analisar a qualidade da agua de rios e corregos
que recebem efluentes urbanos. Dentre os testes de citotoxicidade estdo os
ensaios in vitro utilizando culturas celulares e o teste in vivo utilizando o Alium cepa,
sendo o segundo mais simples e barato (BARBERIO; et al, 2011).

Os ensaios citotoxicos sao experimentos utilizados para avaliar a
biocompatibilidade de substancias, permitindo fornecer informacdes a respeito de
sua seguranga ou detectar danos celulares causados pela substancia ou mistura
avaliada. Para que o ensaio funcione é imprescindivel a presenga de um controle
que nao promova morte nem altere as fungdes celulares (APARECIDA et al., 2008).

Dentre os ensaios in vitro utilizados para avaliacdo da citotoxicidade se
destacam o MTT e o teste de redug¢ado da resazurina (comercialmente chamado de
alamar blue). Por sua vez, os ensaios in vivo que tém sido muito utilizados para

identificar poluentes potencialmente citotoxicos em ambientes aquaticos sédo a
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avaliagao do indice mitdtico e comprimento de raiz no teste do Allium cepa (LEME;
MARIN-MORALES, 2009; BARBERIO; et al 2011).

Dentre os ensaios de genotoxicidade encontram-se o teste do micronucleo
in vitro utilizando cultura celular e os testes de micronucleo in vivo utilizando Alium
cepa ou peixes, que podem ser encontrados nos rios analisados ou expostos
experimentalmente a agua destes rios, sendo esses dois testes in vivo também
mais simples e baratos (KOCAN; et al 1985; LAUGHINGHOUSE et al., 2012;
SERIANI et al., 2012; KANEV, 2017).

Agentes genotoxicos sdo aqueles que causam mudangas na estrutura e
funcao do DNA, provocando mutagdes e afetando sua integridade, podendo induzir
rupturas e perdas de material genético. Testes de genotoxicidade s&o os protocolos
que detectam a presencga destes agentes genotdxicos no meio analisado. Varios
organismos aquaticos tém sido utilizados como biomarcadores genéticos em
diferentes ensaios para detectar os efeitos de contaminantes ambientais. Embora
nao sejam aquaticos, alguns bioensaios de plantas, como o de micronucleo em
Allium cepa, também permitem a deteccéo da atividade genotdxica de efluentes ou
areas contaminadas (TORRES DE LEMOS et al., 2007; DA ROCHA et al., 2018).

Desta forma, estudos sobre a citotoxicidade e genotoxicidade de
substancias e elementos quimicos, se revestem de grande importancia, pois
permitem determinar as respostas de um dado organismo a contaminagao por
poluentes, permitindo ainda avaliar o impacto e o efeito destes sobre células,
tecidos e orgaos bem como inferir sobre possiveis perturbacées metabdlicas,
efeitos sobre o material genético e ainda possiveis efeitos sobre as populagdes,
uma vez que estas substancias podem atuar de maneira a diminuir a variabilidade
genética da populagédo. Deve-se ressaltar que devido a variedade de possiveis
efeitos de um xenobiodtico, um teste isolado nao é suficiente para avaliar a atuacao
deste sobre um ser vivo. Também deve-se considerar que os efeitos encontrados

podem ficar restritos as espécies estudadas (FRENZILLI; et al 2008).
1.5. Bioensaios In Vivo

A necessidade de se obter informagbes nao reveladas pela simples
caracterizagao fisica e quimica tem estimulado a realizacdo de diferentes testes

que atualmente sédo considerados como analises indispensaveis para um controle
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mais abrangente das fontes de poluigdo das aguas. Os bioensaios de toxicidade in
vivo sao utilizados para esse controle da qualidade do meio ambiente,
principalmente nos ambientes aquaticos. Nesse tipo de teste s&o utilizados
organismos vivos como indicadores de efeitos toxicos do ambiente. Através destas
analises determina-se o potencial toxico de um agente quimico ou de uma mistura
complexa, sendo os efeitos desses poluentes medidos através da resposta de
organismos vivos (WILLIAMS et al, 2002).

A ideia de que organismos vivos podem indicar a qualidade do meio
ambiente é amplamente difundida e os testes experimentais possuem metodologias
distintas estabelecidas de acordo com os diversos objetivos que se procuram
alcangar nas avaliagdes. A escolha do bioensaio mais adequado deve considerar
0os seguintes fatores: sensibilidade, distribuicdo geografica, abundancia,

importancia ecoldgica e relevancia do organismo indicador (REGINATTO, 1998).
1.5.1.  Ensaio com Allium cepa

Os bioensaios com plantas superiores tém sido recomendados desde a
década de 70 para avaliagdo, monitoramento e deteccdo de agentes
citogenotéxicos no ambiente. Dentre as espécies vegetais, a cebola (Allium cepa
L.) é um eficiente sistema-teste para medir o potencial citogenotdxico de produtos
poluidores no ambiente por apresentar caracteristicas como: crescimento rapido de
suas raizes, grande numero de células em processo de divisdo, adaptagdo a
diferentes meios de cultivos, sua disponibilidade durante todo o ano, baixo custo,
seu facil manuseio, por possuir cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de
grande tamanho e também pela alta sensibilidade e correlagdo com outros
bioensaios (COSTA et al., 2015; ABDELMIGID, 2013).

O teste de Allium cepa é uma valiosa ferramenta de monitoramento
ambiental para a detecgao do potencial genotoxico das substancias langcadas no
ambiente (OLIVEIRA et al., 2011; BRAGA e LOPES, 2015), e vem sendo indicado
por alguns érgaos e programas: IPCS (International Programme on Chemical
Safety — Programa Internacional de Seguranga Quimica), UNEP (United Nations
Environment Programme — Programa Ambiental das Nac¢des Unidas) e a USEPA
(US Environmental Protection Agency — Agéncia de Protegdo Ambiental dos
Estados Unidos) (KHAN et al., 2011).
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O uso de Allium cepa como material teste foi originalmente introduzido por
Levan (1938) e, em seguida, diversos autores tém indicado o referido sistema como
um excelente modelo in vivo para avaligdo de toxicidade de inumeras substancias
(FISKESJO, 1985; BARBERIO, 2013;) e, em particular, de poluentes aquaticos
(PATHIRATNE et al., 2015; HEMACHANDRA et al, 2017; RAHMAN, et al 2017).

Fiskesjo (1994), defende a importancia do uso de sistemas vegetais para o
biomonitoramento ambiental, salienta que embora existam diferencas entre os
metabolismos de plantas e animais, ha também similaridades, tais como o
importante sistema de oxidase e, que a ativagao de pro-mutagenos em plantas tem
alta relevancia, uma vez que seres humanos consomem plantas tratadas com
agentes quimicos. Comparando com o sistema teste de mamiferos, o teste A. cepa
indica correlagédo de 82% em relagdo ao teste de carcinogenicidade em roedores,
além de ter quase a mesma sensibilidade do sistema-teste de algas e de linfécitos
humanos (FISKESJO, 1985; LEME et al., 2008).

Nos ensaios com A. cepa, apos a exposicao dos bulbos de cebola a solugéo
teste por um determinado periodo, € possivel avaliar tanto os efeitos citotdxicos,
por meio da analise do crescimento das raizes e do indice mitético, quanto os
efeitos genotoxicos, geralmente através da analise de micronucleos ou de
anormalidades da anéafase-teléfase (FISKEJO, LEVAN, 1994; TEDESCO,
LAUGHINGHOUSE, 2012).

O desenvolvimento das raizes de A. cepa ocorre devido a frequente divisao
mitética observada em seu meristema apical. A determinagao do indice mitotico e
a afericdo do comprimento das raizes podem ser usadas como indicadores de
proliferacdo adequada ou ndo destas células quando expostas ao tratamento,
demonstrando assim uma possivel agao citotoxica da amostra. Para a avaliagao
dos efeitos ou danos que os agentes mutagénicos podem causar, faz-se necessario
que a raiz exposta ao tratamento esteja em constante divisdo mitotica e que um
grupo néo tratado seja mantido como controle (BIANCHI, 2015).

O micronucleo é uma pequena massa de material genético, envolta por
membrana, resultante da perda de fragmento(s) cromossémico(s) ou de
cromossomo(s) inteiro(s), podendo ser induzido por agentes que danificam
diretamente o cromossomo, podendo ocorrer espontaneamente ou ser induzidos

por agentes que danificam diretamente o cromossomo, produzindo quebras, ou por
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agentes que afetam o fuso mitético (Figura 4). Assim, a presenga de micronucleos
em células somaticas € indicativa de quebras cromossémicas (clastogénese) e/ou

de disturbios do fuso mitdtico (aneugénese) (OBE, G.; et.al, 2002).

Figura 4. Formacdo de micronucleo: agdo do agente clastogénico com quebra

cromossOmica e agao do agente aneugénico no fuso mitético.

" Perda do cromessomo mteiro
Agentes .
aneugenicos .-~
Agentes -, '
Clastogénicos S

--7 Perda do fragmento cromossomico
T-.._  acéntrico

A acéo desses agentes clastogénicos e aneugénicos, dentre outras formas,

Fonte: Autoria prépria

7

€ responsavel pelo surgimento das alteragbes cromossémicas estruturais e
numeéricas. Quando essas alteragdes ocorrem em células somaticas humana por
exemplo, podem levar a formacdo de neoplasias (CARRARD et al., 2007). As
aberragdes cromossdmicas podem ser observadas e quantificadas pela analise de
células mitéticas de A. cepa em metafase, anafase e teléfase. As analises de
aberragcbes cromossOmicas também podem identificar separadamente os efeitos
clastogénicos, pela presenga de pontes e fragmentos cromossémicos, e os efeitos
aneugénicos, devido a alteragdes do fuso mitético, pela presenga de cromossomos
retardatarios (FISKEJO, 1985).



Devido ao grande numero de células que podem ser analisadas, a técnica
de micronucleo representa uma maneira simples e precisa de se estimar dano
genético induzido, constituindo-se em uma ferramenta amplamente aplicavel para

testar o efeito de compostos quimicos sobre as células (EL-SHAHABY, 2003).
1.5.2. Peixes

Nos ultimos anos, os peixes tém recebido uma atencdo especial no
biomonitoramento. Diversas espécies destes organismos, que sao a base do
desenvolvimento dos vertebrados, tém sido extensivamente utilizadas como
monitores bioldégicos, inclusive em analises genotoxicologicas. Os peixes
representam o nivel trofico final na rede alimentar aquatica e reagem sensivelmente
as mudangas ambientais, estando em contato direto com as descargas de
poluentes ambientais. Uma vez que os peixes respondem a substancias toxicas de
forma semelhante a vertebrados superiores, como os mamiferos, eles tém sido
frequentemente utilizados para pesquisar substancias quimicas com potencial para
causar efeitos teratogénicos e carcinogénicos em humanos (AL-SABTI;
METCALFE, 1995; TORRES DE LEMOS et al., 2007; ARAUJO et al., 2016).

Um dos ensaios de atividades genotdxicas amplamente utilizados em peixes
€ o teste de micronucleos em eritrocitos. O uso de peixes como bioindicadores
permite uma avaliacdo fiavel da presenca de fontes poluentes que poderiam
potencialmente causar efeitos genotdxicos, uma vez que estes animais tém a
capacidade de concentracdo e metabolizagdo de poluentes aquaticos
(BOLOGNESI E HAYASHI, 2011).

Sao considerados adequados para uso no controle de poluicdo em sistemas
aquaticos por serem altamente sensiveis a varios contaminantes, capazes de
responder a agentes mutagénicos em baixas concentragdes, sofrerem
bioacumulagao, ocuparem posicdes diferentes dentro da cadeia alimentar e assim
transferir energia e biomassa entre niveis tréficos e por serem facilmente
manuseaveis em laboratério (NWANI, C.D, et al, 2010).

Varias espécies de peixes tém sido frequentemente usadas para detectar e
avaliar os efeitos biologicos dos contaminantes introduzidas em corpos d'agua,
podendo apresentar respostas letais e subletais a produtos quimicos. Além disso,

a presenca de poluentes no ambiente pode causar o estresse, levando a alteraces
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a niveis moleculares, fisiologicos, histolégicos, ou respostas comportamentais. A
espécie Poecilia reticulata é descrita pela Organizacdo de Cooperagdo e
Desenvolvimento econémico (OECD) como organismo-teste para estudos de
ecotoxicidade, isso porque apresentam uma ampla distribuicdo e por serem
sensiveis a diversas substancias toxicas (OECD, 1992).

P. reticulata pertence a Familia dos Poeciliidae, comumente conhecido como
guppy. Esta é uma espécie amplamente distribuida por toda a regido Neotropical,
€ um peixe pequeno e facil de manusear em aquarios, também sendo facil a
obtencdo e processamento de materiais para analise, como células, tecidos e
orgaos (CAVAS, T. 2003). Sao excelentes modelos para biomonitoramento de
produtos quimicos toxicos no ambiente aquatico, podendo acumular substancias
téxicas e responder a baixas concentragdes de agentes mutagénicos. Portanto,
eles se tornaram um importante organismo sentinela para avaliar a
citogenotoxicidade. (SIBANDA, T. et al. 2015).

1.6. Bioensaios In Vitro

Testes de toxicidade em animais sao frequentemente utilizados para
investigar os efeitos de contaminantes ambientais em espécies aquaticas, porém
tais testes sdo limitados pelo numero de animais que podem ser economicamente
e convenientemente estudados e por problemas na obtengcdo de organismos com
caracteristicas ja descritas (KOCAN; SABO; LANDOLT, 1985). Neste contexto, o
uso de sistemas in vitro se mostra uma ferramenta efetiva para responder

perguntas de ordem toxicoldgica.

Dentre as metodologias alternativas in vitro de monitoramento ambiental
tém-se aquelas que se utilizam de linhagens celulares, pois estas podem ser
aplicadas em diversos ensaios de citogenotoxicidade devido a sua facil
manipulacdo e sensibilidade quando expostos a agentes quimicos e fisicos, e
também por apresentarem uma boa reprodutibilidade (MORALES, de 2008;
ZEGURA et al, 2009).

1.6.1. Cultura de células

O uso dos sistemas de cultura de células e tecidos para o estudo de
substancias toxicas € amplamente difundido pela comunidade cientifica. Varios

toxicologistas demonstraram que células de diferentes espécies respondem da
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mesma maneira a varios agentes mutagénicos/carcinogénicos, tornando possiveis
os estudos de respostas toxicas basicas em sistemas menos complexos do que as
analises in vivo.

Testes de toxicidade em animais sao frequentemente utilizados para
investigar os efeitos de contaminantes ambientais em espécies aquaticas, porém
tais testes sao limitados pelo numero de animais que podem ser economicamente
e convenientemente estudados e por problemas na obtengdo de organismos com
caracteristicas ja descritas (KOCAN; SABO; LANDOLT, 1985). Neste contexto, o
uso de sistemas in vitro se mostra uma ferramenta efetiva para responder
perguntas de ordem toxicoldgica.

Os ensaios in vitro usando linhagens celulares s&o altamente especificos e
sensiveis para caracterizar os mecanismos de toxicidade, como citotoxicidade e
genotoxicidade, ndo apenas para substancias isoladas, mas também para misturas
complexas de poluentes que estdo presentes em amostras ambientais, (HEINRICH
et al., 2017), como as amostras de aguas poluidas por efluentes urbanos.

Varios testes sdo usados para analise de citotoxicidade in vitro e a maioria
deles mensuram, indiretamente, a taxa de viabilidade celular ou a integridade da
membrana através de algum indicador, como a mudanca de coloragao
(HOUGHTON et al., 2007). Dentre estes ensaios esta o teste de reducédo da
resazurina, que € altamente estavel. Trata-se de um corante atoxico soluvel em
agua que quantifica a viabilidade celular. Sua forma oxidada (resazurina de
coloragao azul indigo) entra no citosol, onde é reduzida por enzimas mitocondriais
a resorufina (de coloragao rosa fluorescente). A mudancga de coloragao indica a
mudanca da viabilidade e metabolismo celular e é detectada por espectrofotometria
em um leitor de ELISA (O’BRIEN et al., 2000).

Dentre os diversos ensaios de genotoxicidade disponiveis esta o teste de
micronucleo, sendo este um dos mais difundidos em genética toxicologica
(BONASSI et al., 2007). Este ensaio possui varias vantagens em relacdo aos
demais, pois ndo necessita de células em metadfase e é considerado um
procedimento rapido, sensivel, preciso e barato (CARVALHO et al., 2002). Este
teste pode ser realizado in vivo ou in vitro, sendo que o sistema in vitro oferece a

possibilidade de utilizacgdo de uma série de modelos celulares diferentes e
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proporciona simplicidade na quantificagcdo dos micronucleos (ALBERTINI et al.,
2000; FENECH, 2000).

2- JUSTIFICATIVA

Diante da crescente degradacdo dos corpos d’aguas pela emisséo de
efluentes de atividades residenciais, industriais e rurais contendo substancias
téxicas que sao potencialmente maléficas ao ecossistema, observa-se a
necessidade da realizagcao de biomonitoramento constante desses ambientes por

testes que sejam rapidos e sensiveis.
3- OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo realizar o biomonitoramento da
qualidade da agua nos recursos hidricos afluentes do Rio Uberabinha localizados
no perimetro urbano, industrial e rural da cidade de Uberlandia-MG, por meio da
caracterizagao dos parametros fisico-quimicos e testes de citogenotoxicidade em

organismos modelo.

4- OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar a composicao fisico-quimica da agua dos recursos
hidricos biomonitorados na presente pesquisa;

o Avaliar o potencial ecotoxicolégico dos afluentes para os
organismos vivos por meio de testes de citotoxicicidade e genotoxicidade;

o Testar a correlacao e interdependéncia dos parametros fisico-
quimicos com os parametros bidticos diagnosticados na avaliagao
ecotoxicoldgica para a plena avaliagdo do ambiente aquatico.

5- MATERIAL E METODOS

5.1. Locais de coleta

Os ensaios foram realizados de setembro de 2016 a maio de 2018. A
avaliagao da qualidade da agua ocorreu em cinco afluentes do Rio Uberabinha, trés
deles pertencentes ao setor urbano/industrial da cidade de Uberlandia-MG: Cérrego
Liso (L), Cérrego do Oleo (OL) e Cérrego Lagoinha (LA). Os outros dois afluentes
se localizam no setor rural de Uberlandia-MG: Cérrego do Paula (C1) e Ribeirdao
Bom Jardim (C2). O Cérrego Liso, por apresentar caracteristicas de langamento de

efluentes industriais e ter histdrico de forte impacto ambiental (PERES, 2005), foi
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avaliado em 3 pontos, denominados L1, L2 e L3. O Cérrego Lagoinha também
possui grande influéncia antropica e teve dois pontos estudados, LA1 e LAZ2.
Algumas fotos foram tiradas em ambos os Corregos, Liso e Lagoinha,

demonstrando a poluigdo encontrada nesses locais (Figura 5).

Figura 5. Fotos dos Cdrregos Liso e Lagoinha. a) Cérrego Lagoinha no ponto LA2.

b) Cérrego Liso no ponto L2 ¢) Cérrego Liso no ponto L3.

Fonte: Autoria prépria.

Os dois afluentes localizados na area rural, C1 e C2 foram usados como
locais de referéncia por estarem a montante da cidade e nao receberem descarga
de efluentes urbanos.

Os afluentes e pontos de coleta com suas localizagcbes encontram-se

especificados na Tabela 1 e Figura 6.

Tabela 1. Afluentes e pontos de coleta com coordenadas geograficas e

especificacoes de localizagao.

Afluentes Pontos Coordenadas Localizag6es
Corrego liso L1 18°52'22.2"S  APP do Parque Victorio
48°17'13.5"W  Siquieroli
Corrego liso L2 18°53'18.6"S  Intermediario — Bairro
48°18'28.6"W  Maravilha
Corrego liso L3 18°563'32.0"S A jusante (confluéncia com

48°18'56.6"W Rio Uberabinha)
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Cérrego do Oleo OL1

Cdrrego Lagoinha LA1
Cdrrego Lagoinha LA2
Corrego do Paula C1

Ribeirdo Bom Jardim C2

18°54'53.8"S
48°18'38.3"W
18°56'26.9"S
48°14'10.8"W
18°56'07.4"S
48°16'06.1"W
18°58'14.0"S
48°11'19.9"W
18°59'50.3"S
48°16'22.7"W

Parque Linear Corrego do
Oleo

Parque Santa Luzia —
proximo a nascente

Parque linear Cérrego
Lagoinha — a jusante

A montante da cidade, na
confluéncia

Préximo a confluéncia com
o Rio Uberabinha

Fonte: Autoria prépria.

O Codrrego Lagoinha, no seu ponto LA1, possui um represamento que se

encontra dentro do Parque Santa Luzia, uma area de preservacdo permanente

(APP), no local ha muita fauna e flora, porém também existe muitos pontos de

langamento de residuos urbanos neste local.

O ponto LA2 deste afluente se encontra entre os bairros Jardim Karaiba e

Vigilato Pereira, também se localiza em uma APP dentro do Parque Linear

Lagoinha, nesta area percebe-se um cuidado maior ao redor do corrego por parte

da populacdo, mas a agua continua com indicios de poluigdo, pois nos bairros

anteriores o cuidado com este recurso hidrico ndo € o mesmo.
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Figura 6. Localizagbes dos pontos de coleta na Bacia do Rio Uberabinha. Cérrego
do Paula (C1); Ribeirao Bom Jardim (C2); Cdrrego Lagoinha 1 (LA1); Cdrrego
Lagoinha 2 (LA2); Cérrego do Oleo (OL1); Cérrego Liso 1 (L1); Cérrego Liso 2 (L2);
Corrego Liso 3 (L3);

-65°0.0°  -74°0.0°  -58°0.0"  -44°0.0°

LA2

Rio Uberabinha

1 01 2 3 4km
N .

] América do Sul
(1 Brasil
Uberlandia
[ Bacia hidrografica do Rio Uberabinha

Fonte: Autoria propria.

No proximo afluente analisado, o Cérrego do Oleo, o ponto de coleta OL1 se
localiza entre os bairros Dona Zulmira e Jaragua, um setor de extrema urbanizagao
e que também nao se encontra preservado.

O ponto L1 do Cérrego Liso se localiza dentro do Parque Municipal Victorio
Siquierolli, que possui uma area total de 232.300 metros quadrados, incluindo as
areas de preservacao permanente (APP) dos Cérregos Liso e Carvao (Prefeitura
Municipal de Uberlandia, 2012). Este ponto encontra-se a montante da principal
area de despejo de efluentes industriais, mas ainda sim possui algumas polui¢cdes
que sao visiveis, ndo se encontrando preservado da maneira ideal.

O préximo ponto deste afluente € o L2, localizado no bairro Maravilha, e
recebe muitos despejos industrias em seu curso de agua. O terceiro ponto do

Coarrego Liso, L3, fica na confluéncia deste afluente com o Rio Uberabinha, também
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se localiza em um ponto de extrema influéncia de efluentes industriais e a poluigéo

no local é nitida.
5.2. Coleta de agua

A coleta de agua para analise fisico-quimica e realizagdo dos bioensaios
ocorreu entre os meses de novembro (2017) a abril (2018). As amostras de agua
foram coletadas nos cinco afluentes, como especificado na Tabela 1. A coleta foi
realizada com o uso de frascos plasticos (5L) para as analises biolégicas e vidros
ambar (1L) para os testes fisico-quimicos devidamente higienizados, sendo as
preservacdes especificas realizadas para cada tipo de analise, conforme as

necessidades (Figura 7).

Figura 7. Coleta de agua na confluéncia do Corrego Liso com o Rio Uberabinha.

Fonte: Autoria propria.

Apés a coleta das amostras de aguas, os frascos foram imediatamente
lacrados e refrigerados a 4 £ 2°C, e assim transportadas para o laboratério de
citogenética da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) em conformidade com
o protocolo da Associagao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2001) e os
métodos padrées para analise de agua e de aguas residuais (APHA, 2005),
mantendo-os sob refrigeragao e protegidos da luz até o momento dos testes fisico-

quimicos e bioldgicos.
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5.3. Analise dos parametros fisico-quimicos dos recursos hidricos

Para obtencdo dos parametros fisico-quimicos da agua foram realizadas
coletas de amostras de agua nos afluentes para que estas fossem submetidas as
analises. A analise seguiu os procedimentos de Boyd e Tucken (1992), dosando-
se 0 Oxigénio Dissolvido, pH, Aménia nao ionizada, taxa de Nitrito e Nitrato,
alcalinidade, cor, turbidez, fluoreto, cloreto, surfactantes, sdlidos totais dissolvidos,
bario, metais pesado, Cloro, Cobre, Sédio, Manganés, Niquel, Crédmio, Zinco.

Os parametros obtidos foram comparados com a normalidade aceita de
acordo com a Resolugao CONAMA N°357/2005, que dispde sobre a classificagao
dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como
estabelece as condigcbes e padrdes de lancamento de efluentes, e da outras
providéncias. Essa legislacéo sofreu alteragcbes pelas resolugdes n°370 de 2008,
n°410 de 2009 e n°430 de 2011 e foi complementada pela Resolugdo n°393 de
2009 (Tabela 2). As analises foram feitas em ftriplicatas, das quais foram retiradas

as médias com os desvios padrdes.
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Tabela 2. Padrdes para corpos de agua Classe 2.

Parametros

Valor maximo

Oxigénio dissolvido OD (mg/L)

Cloreto total

coliformes termotolerantes
pH

DBO 5 dias a 20°C;
Nitrato

Fosforo total

Turbidez

Solidos dissolvidos totais

Nitrogénio amoniacal total

Arsénio total
Bario total
Chumbo total
Cianeto livre
Cobre dissolvido
Cromo total
Fendis totais
Mercurio total

Zinco total

N&o inferior a 5 mg/L O2

250 mg/L CI

1000/100mL

6,0 a 9,0.

até 5 mg/L O2

10,0 mg/L N

0,1 mg/L P

até 100 UNT

500 mg/L

3,7mg/L N, para pH =< 7,5 2,0 mg/L N,
para7,5<pH=<8,01,0mg/LN, para 8,0
<pH<8,50,5mg/L N, parapH > 8,5
0,01 mg/L As

0,7 mg/L Ba

0,01mg/L Pb

0,005 mg/L CN

0,009 mg/L Cu

0,05 mg/L Cr

0,003 mg/L C6H50H

0,0002 mg/L Hg

0,18 mg/L Zn

Fonte: CONAMA N°357/2005
5.4. Calculo do indice de Qualidade de Agua (IQA)

No Estado de Minas Gerais para indicar a qualidade das aguas é utilizado o
indice de Qualidade das Aguas (IQA) que foi desenvolvido pela National Sanitation

Foundation, dos Estados Unidos. Ele é formado por um conjunto de nove
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parametros considerados mais representativos para a caracterizagao da qualidade
das aguas: oxigénio dissolvido, coliformes termotolerantes, pH, demanda
bioquimica de oxigénio, nitrato, fosforo total, variacdo da temperatura da agua,
turbidez e solidos totais.

Os indices de Qualidade de Agua (IQA) destes cursos d’agua foram
determinados de acordo com os resultados obtidos com as analises dos parametros
fisico-quimicos, seguindo a metodologia proposta pelo Instituto Mineiro de gestéo
de Aguas (IGAM) (SEMAD, 2004). Os calculos s&o analisados usando o software

IQADATA e os dados fornecidos sao classificados conforme mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. Classificagdo dos indices de Qualidade de Agua (IQA).

Nivel de qualidade Faixa
Excelente 90 <IQA =100
Bom 70 <1QA =90
Regular 50<IQA =70
Ruim 25 <1QA =50
Muito ruim 0<IQA =25

Fonte: SEMAD 2004.
5.5. Bioensaios In vivo

As analises biologicas realizadas no presente estudo utilizaram modelos
bioindicadores de toxicidade para obtencao de respostas acerca das condigdes em
que estes ambientes se encontram. Estes modelos s&o capazes de mensurar a
qualidade ambiental através da exposi¢cao a estimulos externos. Os bioensaios
foram realizados utilizando os seguintes organismos modelos bioindicadores de
toxicidade: a) Allium cepa b) Poecilia reticulata c) Cultura de célula C2C12 (Figura
8). Estes organismos foram submetidos aos testes de citotoxicidade e/ou

genotoxicidade como descrito na tabela 2.
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Figura 8: Organismos utilizados como boindicadores de toxicidade nos afluentes do
Rio Uberabinha. a) Allium cepa (cebola) b) Poecilia reticulata c) Cultura de célula
C2C12.

—
- 1

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 4. Testes citogenotoxicos realizados com cada organismo modelo.

Organismos bioindicadores Citotoxicidade Genotoxidade
Tamanho das Aberracdes

~ Raizes cromossomicas

Allium cepa (cebola) e Indice Mitotico e Micronucleo
Poecilia reticulata (peixe) - Micronucleo
Cultura de Células C2C12 Viabilidade Celular Micronucleo

Fonte: Autoria propria
Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Citogenética-Bloco 4N da

Universidade Federal de Uberlandia.
5.5.1. Allium cepa (cebola)

O protocolo seguido para o bioensaio com Allium cepa (cebola) foi o
estabelecido por Fiskesjo (1985) com algumas modificagées. Os bulbos utilizados
no teste foram adquiridos na Central de abastecimento (CEASA) da cidade de
Uberlandia-MG, essas possuiam tamanhos médios uniformes, nao eram
germinadas e se encontravam saudaveis. Para a realizagdo do teste foram
utilizados 5 bulbos de A. cepa para cada tratamento (3 afluentes com um total de

5 pontos) e suas diluigdes e também para os controles negativo (agua destilada) e

30



positivo (paracetamol 400 mg/L) . As diluicbes realizadas foram de 25%, 50% e
100% (Tabela 2).

Tabela 5: Quantidade de Bulbos de Allium cepa utilizados para cada diluicao e para

os controles positivo e negativo.

Pontos Diluicoes Total de

25% 50% 100% Bulbos
Controle Negativo 5 5 5 15
Controle Positivo 5 5 5 15
Corrego Lagoinha (L2) 5 5 5 15
Coérrego do Oleo (OL1) 5 5 5 15
Corrego Liso (L1) 5 5 5 15
Cérrego Liso (L2) 5 5 5 15
Cérrego Liso (L3) 5 5 5 15

Fonte: Autoria prépria.
Para a exposicao de A. cepa ao teste € necessario que se faga a preparagao
do bulbo, limpando e raspando sua parte inferior, regido de crescimento das raizes

chamada prato, para que haja o surgimento das gemas radiculares (Figura 9).

Figura 9. Estruturas dos Bulbos de Allium cepa (cebola).

B B Talo
S Colo

Catafilo externo
BULBO =

Ve Prato
- = ~ Raiz

Fonte: http://www.faep.com.br/comissoes/frutas/cartilhas/hortalicas/cebola.htm

Em seguida os bulbos sdo estaqueados em recipientes com as gemas
radiculares entrando em contato com agua destilada por 24 horas a temperatura
ambiente e iluminagdo baixa, para que assim ocorra o desenvolvimento do

meristema radicular (Figura 10).
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Figura 10. Exposicao de A. cepa ao bioensaio de citogenotoxicidade.

Fonte: Autoria propria.

Ap0s este periodo, os bulbos foram colocados em contato com as solugdes-
teste e com os controles negativo e positivo por um periodo de 72 horas.

Conseguinte ao periodo de exposigéo, os bulbos de cebola foram retirados
das solucbes teste e as 10 maiores raizes de cada bulbo foram cortadas com
estilete e medidas com auxilio de paquimetro digital para posterior analise. Essas
raizes obtidas foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol:acido acético) por 24 horas a
temperatura ambiente e armazenadas em etanol 70% a 4°C para posterior preparo
de laminas para analise.

O preparo das laminas foi realizado segundo a metodologia de GUERRA
(2002) com adaptacgbes. Primeiramente as raizes retiradas do etanol 70% foram
lavadas trés vezes em agua destilada, 5 minutos cada lavagem, em seguida
hidrolisadas em HCI 5N a temperatura ambiente por 3 minutos e lavadas
novamente duas vezes em agua destilada. Depois de lavada, o meristema da raiz
foi transferido para a lamina e uma gota de acido acético a 45% foi pingada sobre
a lamina para evitar ressecamento das raizes. Com o auxilio de um estereoscopio
a coifa foi retirada procurando deixar apenas o meristema, que sera fragmentado
em pedacos pequenos.

Posteriormente, uma gota de acido acético € pingada novamente na lamina
sobre o material para que esta seja coberta com laminula. Para que o material ndo

fique sobreposto é feito um esmagamento com o dedo polegar sobre a o conjunto

32



lamina/laminula. Apds a preparagao da lamina, a laminula foi retirada em nitrogénio
liquido e seca ao ar (Figura 11).

Figura 11. Etapas da confecgédo das laminas. a) raizes armazenadas em etanol

70%; b) preparacao das laminas; c) retirada da lamina apés nitrogénio liquido.

Fonte: Autoria propria.

As laminas foram coradas com fluorocromo Hoechst (33258) por 20 minutos

NO eSscuro.

Para cada bulbo foi preparada uma lamina, contendo pelo menos duas
raizes. Para as analises, as laminas foram codificadas e examinadas pela mesma
pessoa utilizando um microscépio de fluorescéncia com objetiva de 40x. Foram
analisadas 1000 células por repeticao, totalizando 5000 células para cada

tratamento.

A partir dos dados obtidos pode-se averiguar o efeito citotéxico e genotdxico.
Os efeitos citotdxicos foram mensurados a partir da medi¢ao das raizes utilizando
um paquimetro apds a exposicdo aos tratamentos e também através do indice
Mitético no experimento que foi calculado pela razdo do numero de células em
divisdo pelo numero total de células analisadas, multiplicado por 100, como
representado na férmula abaixo:
IM = N°cm/N°tx 100
Onde:

N° cm representa o numero de células em divisdo mitética;

N°ct o numero de células totais.

33



Ja o efeito genotodxico é estimado através da frequéncia de micronucleos em
1.000 células na interfase por bulbo € 0 nimero de anormalidades cromossémicas
(cromossomos retardatarios, pontes cromossdmicas e fragmentos) em 100
anafases-teléfases. Algumas anormalidades cromossémicas estéo representadas
na figura 12.

As aberragdes cromossémicas (AC) foram apresentadas como um numero
total de aberragdes em 100 células em divisdo (excluindo a profase) por cebola.
Foram consideradas anormalidades cromossémicas: fragmentos cromossémicos,

cromossomos atrasados e pontes.

Cada tratamento foi comparado com o controle negativo (agua destilada) e
a ocorréncia de toxicidade (inibicdo do crescimento) foi considerada quando a
diferenca entre tratamento e controle negativo for estatisticamente significativa.
Como teste estatistico para calculo foi utilizado o teste ANOVA.
Figura 12. Micronucleos e dois exemplos de anormalidades cromossOmicas

observadas nas células meristematicas radiculares de A. cepa: (a) Micronucleos;
(b) Cromossomos perdidos em anafase; (c) pontes anafasicas.

fd : .
< Y ' b -

Fonte: (PATHIRATNE; et al, 2015)
5.5.2. Poecilia reticulata (peixe)

O ensaio in vivo utilizando peixes foi realizado com a espécie Poecilia
reticulata, sob ciéncia da Comisséo de Etica na Utilizacdo de Animais pelo protocolo
119/17.

Para a captura dos espécimes foram utilizadas redes de méao, sendo
capturados 7 exemplares machos adultos da espécie em cada um dos pontos,
sendo eles: Pontos controles Cérrego do Paula (Ponto C1), Ribeirdo Bom Jardim

(Ponto C2), e os afluentes urbanos, Cérrego Lagoinha (Pontos LA1 e LA2), Cérrego
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do Oleo (OL1) e para finalizar o Cérrego Liso (Pontos L1, L2 e L3). Os pontos de
coleta estao detalhados na Figura 7 e Tabela 1.

Os bioensaios seguiram o protocolo de Pereira e De Campos Junior (2015).
A eutanasia dos peixes foi por imersdo em solugdo de benzocaina (190mg/L de
agua) conforme consta no projeto 119/17 do CEUA.

O material biolégico usado para os testes foi o sangue, de onde se tem os
eritrécitos que sido analisados para quantificar os micronucleos e assim poder
mensurar a genotoxicidade do local onde esse peixe vive.

Os eritrocitos para analises foram obtidos das branquias do peixe, sendo que
para isso estas foram centrifugadas em soro fetal bovino (800 x por 5 minutos),
desta forma o sobrenadante é descartado e o pellet que fica no fundo do recipiente
contém as células de eritrécitos que sao utilizadas para montar as laminas.

Para analise microscopica de cada um dos peixes foram preparadas trés
ldminas com esfregacgo dos eritrocitos. As laminas foram coradas com Giemsa (5%)
e foram contados 2.000 eritrocitos por lamina, totalizando 6.000 células por peixe.
Por meio de um fotomicroscépio (magnificagdo de 1000 x), foram identificadas as

frequéncias de anormalidades nucleares (AN) e de micronucleos (MN).
5.6. Bioensaios In vitro

Cultura de células C2C12

Manutencao das linhagens celulares

A linhagem celular de Miocito C2C12 foi mantida in vitro, cultivadas em
frascos de 25 cm? em meio RPMI-1640 (Gibco, Paisley, UK), suplementado, 100
U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) e 10% de soro fetal bovino inativado por aquecimento (Cultilab, Campinas,

Brazil). As células foram cultivadas em uma estufa a 37°C e 5% COa.

Avaliagcao da atividade citotoxica do CuDoxPhen pelo teste de reducao da

resazurina

Para a realizacdo do ensaio de viabilidade celular utilizando o teste de
reducao da resazurina a linhagem celular de miécitos C2C12 (2 x 10* células/pogo)
foi incubada em meio de cultura RPMI-1640 completo e adicionadas a uma
microplaca estéril de 96 pocos transparentes. O meio de cultura foi preparado com
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agua oriunda dos pontos estudados esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22
Mm.

Os tratamentos consistiram na incubagdo das células em meio completo
preparado com a agua oriunda dos pontos estudados nas concentragdes de 100%,
75%, 50% e 25% e quando necessario utilizou-se agua destilada para completar a
diluicdo. A microplaca foi incubada a 37°C com 5% de COz2, por 24 horas. Na
sequéncia, foram adicionados em cada po¢o da microplaca 15 yL do agente
revelador resazurina 10%, procedendo a leitura apos 4 a 6 horas de incubacgao. Os
experimentos foram realizados em quadriplicata. A leitura da placa foi realizada em
um espectrofotdmetro a 570 e 600 nm.

De acordo com Bénéré et al., (2007), a porcentagem de viabilidade celular
obtida pelo teste de Alamar Blue é dada pela seguinte formula:

% Viabilidade Celular = [(O2 x A1)-(01 x A2))/((02 x P1)-(O1 x P2)] x 100

Em que:

O1 = coeficiente de extingdo molar (E) de Alamar Blue oxidado a 570nm (pré-
determinado em 117216);

02 = valor de coeficiente de extingao molar (E) de Alamar Blue oxidado a
600nm (pré-determinado em 80586);

A1 = absorbancia das células tratadas com CuDoxPhen a 570nm:;

A2 = absorbancia das células tratadas com CuDoxPhen a 600nm;

P1 = valores de absorbancia do controle de viabilidade a 570nm;

P2 = valores de absorbéancia do controle de viabilidade a 600nm.
Avaliagao da genotoxicidade pelo Teste do Micronucleo in vitro

As analises de genotoxicidade foram realizadas pelo teste de micronucleo in
vitro acompanhando o protocolo OECD 487, com algumas modificagdes. As células
cuja citotoxicidade foram testadas pelo método de reducao da resazurina foram
utilizadas para a realizagdo do teste do micronucleo. Para este ensaio foram
escolhidas as concentragdes de 100%, 50% e 25% da agua dos pontos estudados.
Foi mantido um controle negativo que recebeu meio completo preparado apenas
com agua destilada e dois controle positivo aos quais foram adicionadas drogas
com comprovada atividade genotdéxica (Mitomicina-C a uma concentragédo de

50pg/mL e colchicina a uma concentragao de 10 pg/mL).
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Além do tratamento de 24h, as células foram cultivadas por mais 24h na
presenca de citocalasina b com o intuito de bloquear a citocinese e permitir a
identificacdo das células que completaram uma divisao nuclear apds o tratamento
e tinham a aparéncia binucleada, as quais foram utilizadas para a contagem de
micronucleos.

Apéds esse periodo as células foram fixadas em PBS/formol 10%, coradas
com o fluorocromo Hoechst 33258 e analisadas em microscopio invertido de
fluorescéncia Evos (Thermo Fisher Scientific, Massachusets, EUA). Foi contado um
valor minimo de 2000 ceélulas binucleadas por concentragdo e apenas o0s
micronucleos presentes em células binucleadas foram considerados na

determinacao da frequéncia de micronucleos.
5.7. Analises estatisticas

Nos ensaios de citotoxicidade, a 1Cso (concentragdo que inibe 50 % do
crescimento celular em relagcao ao controle) foi determinada utilizando o programa
GraphPad Prism 7.0, a partir de uma regressao nao linear, onde se relacionou o
percentual de viabilidade celular em funcdo do logaritmo das concentragdes
testadas, admitindo-se um intervalo de confianga de 95% (p<0,05). Por fim, foram
plotados graficos expressos como média + erro padrao da média. Tanto os graficos
quanto as analises estatisticas foram feitos utilizando o software GraphPad Prism
7.0.

O teste de micronucleos em Poecilia reticulata foi analisado estatisticamente
por analise de variancia one-way ANOVA, seguido pelo teste de comparacgbes
multiplas de Dunnetts. Os demais ensaios foram analisados por two-way ANOVA,
também seguido pelo teste de comparagées multiplas de Dunnett. Todos os
tratamentos foram comparados com o controle negativo. O calculo da viabilidade
celular no teste de citotoxicidade em cultura de células foi feito a partir de uma
regressao nao linear, que relaciona o percentual de viabilidade celular em fungao
do logaritmo das diferentes concentragdes de agua testadas. Todos os testes

admitiram um intervalo de confianga de no minimo 95% de confiabilidade (p < 0,05).
6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Parametros fisico-quimicos dos recursos hidricos
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Os resultados da analise dos parametros fisico-quimicos estéao
representados na tabela 6. Os valores destacados em vermelho sdo aqueles que
estdo acima do limite permitido na Resolugdo CONAMA 357/2005 e em azul
aqueles que estdo abaixo do limite permitido.

O parametro Oxigénio Dissolvido (OD) foi o unico que apresentou valores
abaixo dos permitidos nos pontos LA1, L1 e L3 apenas. O OD é um componente
essencial para os organismos aerobicos presentes na agua, os quais geralmente
nao resistem a concentragdes inferiores a 4mg/L. Um decréscimo no OD da agua
pode ocorrer devido a eutrofizacdo do corpo hidrico. A eutrofizagdo € causada
principalmente pelo despejo de matéria organica nos cursos de agua, que podem
ser advindos de esgoto doméstico, fertilizantes agricolas e efluentes industriais. Os
pontos que apresentaram esse decréscimo de OD se localizam em setor altamente
urbano (LA1) e industrial (L1 e L3), tendo possivelmente recebido esgotos sem o
devido tratamento, o que pode ser o motivo dessa problematica (PARRON, L. M. et
al. 2011).

O fosforo total €, em razdo da sua baixa disponibilidade em regides de clima
tropical, o nutriente mais importante para o crescimento de plantas aquaticas.
Quando o fésforo estd em excesso o crescimento das plantes aumenta,
prejudicando os usos da agua. O fésforo quando esta em excesso também esta
relacionado ao fendbmeno de eutrofizacéo, pois se trata de um nutriente em altos
niveis que interfere na biota, fazendo, principalmente, com que a populagao de
bactérias se eleve e consuma o oxigénio disponivel na agua. No ponto LA1 foi
observado um aumento na quantidade de fésforo total, que assim como no
parametro de Oxigénio Dissolvido, esta vinculado com os despejos de esgotos
domeésticos e industriais (BRASIL, 2014).

Os coliformes fecais foram encontrados em desconformidade apenas no
ponto L3 do Cdrrego Liso, onde apresentou um valor de 1016.33 NMP/100mL. Essa
avaliagao microbiolégica da agua tem um papel destacado, visto que uma grande
variedade de microrganismos patogénicos, em sua maioria de origem fecal, podem
ser veiculos de doengas. A falta de saneamento basico € um dos principais motivos
para a contaminacao de afluentes por coliformes fecais (BETTEGA, 2006). No

ponto L3 ha grandes indicios de langamentos de esgotos clandestinos tanto
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domésticos como industriais, o que pode estar ocasionando este resultado alto para
coliformes fecais.

Apenas os Controles C1 (Corrego do Paula) e C2 (Ribeirdo Bom jardim)
apresentaram valores abaixo do permitido para a Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO) e para os Solidos Totais Dissolvidos. O parametro de DBO ¢é utilizado para
identificar a presenga de matéria organica, o que € mensurado pelo consumo de
oxigénio pelos organismos vivos (VON SPERLING, M., 2005). Ja os Solidos
Dissolvidos, que € a somatéria de todos os constituintes quimicos dissolvidos nas
aguas, sdao mensurados em funcdo da qualidade estética da agua potavel e
também por serem indicadores agregados da presenca de produtos quimicos
contaminantes (PARRON, L. M. et al. 2011). Esses numeros de DBO e Sdélidos
Totais Dissolvidos acima dos valores indicados para uma agua de boa qualidade
estdo, na maioria das vezes, relacionados ao langamento de esgotos domésticos e
industriais, o que ocorre nos seis pontos de estudo que apresentaram valores mais
altos.

A turbidez da agua nos pontos LA1, OL1, L1, L2 e L3 estava acima do
desejavel. De acordo com Von Sperling (2005) elevados valores de Turbidez
podem estar relacionados a fatores naturais como particulas de rocha, algas e/ou
fatores antropogénicos como despejos domésticos, industriais ou erosao, estes
ultimos fatores podem estar associados a compostos tdxicos e organismos
patogénicos, o que pode colocar em risco a saude dos seres vivos que habitam
esses locais.

De acordo com o manual da FUNASA (2014), o parametro Nitrogénio
Amoniacal tem uma significativa origem antropogénica, principalmente em
decorréncia do langamento em corpos d’agua de despejos domésticos, industriais
e de criatorios de animais, assim como de fertilizantes. Nos pontos LA1, OL1, L1,
L2 e L3 também houve um nivel maior desse parametro, o que indica mais uma vez
a influéncia dos esgotos domésticos e industriais na qualidade da agua nesses
afluentes.

Os pontos OL1, L1, L2 e L3 apresentaram valores acima dos permitidos para
os metais pesados Cadmio e Chumbo, sendo o L3 o local com maior incidéncia
destes metais. Dentre as varias formas de contaminacdo do meio ambiente, a

contaminagdo da agua por metais pesados tem sido uma das formas que tem
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trazido maior preocupacao aos pesquisadores e 6rgaos governamentais envolvidos
no controle de poluigédo, principalmente devido ao seu alto potencial de toxicidade
tanto para os organismos aquaticos quanto para o homem (ZEMAN et al., 2006).

Tanto o Cadmio quanto o Chumbo, sdo metais pesados classificados dentro
dos mais perigosos poluentes ambientais, que rapidamente se bioacumulam em
sistemas biolégicos de diferentes tipos de ambientes, incluindo os ambientes
aquaticos. Esses metais sdo emitidos no meio ambiente em decorréncia do
aumento da industrializacdo e de outras atividades antropogénicas. Com a
persisténcia desses metais nos ecossistemas, inumeros efeitos adversos deletérios
podem ocorrer, afetando tanto a vida selvagem (causando desequilibrios
ecoldgicos), quanto os seres humanos (gerando doengas importantes, como o
cancer) (ALIMBA et al., 2018).

O Cadmio e o Chumbo estao vinculados ao padrao de emissao de esgotos
e € uma problematica no ambito de saude publica, tendo em vista que a toxicidade
desses elementos pode afetar ndo apenas os segmentos da biota aquatica, mas
de forma direta ou indireta os seres humanos, através do consumo dessa agua ou
da ingestao de peixes contaminados.

Nos organismos aquaticos os efeitos toxicos podem se manifestar em
diferentes niveis de organizagcao, desde estruturas celulares até individuos,
populagcdes e comunidades. Esses compostos toxicos podem ser retidos nos
organismos e provocar efeitos deletérios quando niveis elevados sao atingidos

resultantes de um processo chamado biomagnificacdo (COSTA, et al., 2008).
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Tabela 6. Parametros fisico-quimicos dos pontos de estudo. Cérrego do Paula (C1); Ribeirdo Bom Jardim (C2); Cérrego Lagoinha

1(LA1); Cérrego Lagoinha 2(LA2); Cérrego do Oleo 1 (OL1); Cérrego Liso 1(L1); Cérrego Liso 2(L2); Cérrego Liso 3(L3); Os dados

representam a média + o erro padrao de 3 replicatas.

Pontos de Estudo (MédiatSD)

Parametros  Unid. c1 c2 LA1 LA2 oL1 L1 L2 L3

oD (mgl)  7.53+012  7.17+0.06 3.00. £ 0.17* 5.33+0.15 4.93 +0.21 3.47 £ 0.15* 5.03 + 0.06 3.03 £ 0.15*
Cloretos (mgll)  1.03£0.17 1.86 +0.10 12.24 £0.32 11.40 £ 0.28 9.45+0.34 10.04 £ 0.29 9.74 £ 0.15 10.98 +0.24
Col.fecais (NMP)  11.67+4.93  24.0:6.24 417.33 £ 35.25 581.33 + 98.19 752 + 117.69 787,67 + 79.21 605.00 + 117.15  1016.33 + 112.86*
pH UpH 6.77+0.06  6.77 +0.06 6.43+0.15 6.47 +0.15 6.17 + 0.06 6.17 +0.12 6.27+ 0.06 5.97 + 0.06
DBO (mgll)  1.43+0.06 1.17 £ 0.21 10.77 £ 2.27* 7.53 +0.47* 6.93 £0.31* 9.70 £ 0.53* 7.07 £ 0.65* 9.53 + 0.65*
Nitratos (mgl)  053+0.09  0.45%0.07 3.52+0.15 3.00 +0.12 3.54 +0.11 4.56 +0.12 4.42 +0.08 4.51+0.24
Nitritos (mglL) ND ND 0.04 +0.00 0.03 +0.00 0.04 0.01 0,05 + 0.01 0.04 + 0.01 0.04 + 0.01
FosforoT.  (mglL) ND ND 0.12 £ 0.01* 0.03+0.0 0,05+ 0.00 0.07 + 0.01 0.05 + 0.00 0.06 + 0.01
Turbidez (UNT)  3.90%026  5.370.15 113.40 % 3.67* 97.77 + 1.42 117.97 + 4.15* 141.43 + 2.85* 108.77 + 2.18* 150.63 * 1.91*
Sélidos T.  (mg/L) 5253+11.49 51.27+7.78  572.53 + 98.45* 586.47 £ 112.97*  499.63 * 64.70* 719.87  62.00* 524.80  46.48*  943.07 * 106.68*
N.Amon. (mg/l)  0.65+0.08  0.57 +0.11 3.94 +0.06* 3.50 +0.08 4.55 % 0.07* 4.77 £ 0.06* 4.87%0.13* 5.56 + 0.23*

Fonte: Autoria propria ND: Nao detectado. Valores em desconformidade com o nivel permitido, conforme determinado pelo CONAMA (Resolugao

357/2005 - Classe 2).
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Cont. Tabela 6. Parametros fisico-quimicos de todos os pontos de estudo. Cdérrego do Paula (C1); Ribeirao Bom Jardim (C2);
Cérrego Lagoinha 1 (LA1); Cérrego Lagoinha 2 (LA2); Cérrego do Oleo 1 (OL1); Cérrego Liso 1 (L1); Cérrego Liso 2 (L2); Cérrego

Liso 3 (L3); Os dados representam a média £ o erro padréo de 3 replicatas.

Parametros Unid c1 c2 LA1 LA2 oL1 L1 L2 L3
Arsénio (mg/L) ND ND ND ND ND ND ND ND
Bario (mg/L) ND ND ND ND ND ND ND ND
Cadmio (mg/L) ND ND ND ND 0.04 + 0.00* 0.04 * 0.00* 0.05 + 0.00* 0.11 £ 0.02*
Chumbo (mglL) ND ND ND ND 0.01+ 0.00* 0.05 0.01* 0.05 + 0.00* 0.06 + 0.00*
Cianeto (mglL) ND ND ND ND ND ND ND ND
Cobre (mglL) ND ND ND ND ND ND ND ND
Cromo (mglL) ND ND 0.01 +0.00 0.01 +0.00 0.02£0.0 0.02 + 0.00 0.03 + 0.00 0.04 £ 0.00
Fenolicos (mg/L) ND ND ND ND ND ND ND ND
totais

Mercurio (mg/L) ND ND ND ND ND ND ND ND
Zinco (mg/L) ND ND ND ND ND ND ND ND

Fonte: Autoria propria ND: Nao detectado. Valores em desconformidade com o nivel permitido, conforme determinado pelo CONAMA (Resolugao
357/2005 - Classe 2).

42



Varios autores (COOGAN; BARE; WAALKES, 1992; LIN et al., 1994;
MONTEIRO et al., 2007) descrevem o Cadmio (Cd) e o Chumbo (Pb) como
potentes agentes genotoxicos em diversos modelos biologicos. Karri et al. (2017)
em seu trabalho realizou uma avaliagdo comparativa da Toxicidade In Vitro de
alguns metais pesados, dentre eles o Chumbo e Cadmio, e constatou que ambos
metais pesados sdo causadores de danos na molécula de DNA e que possuem

uma genotoxicidade de potencial similar.
6.2. indice de Qualidade de Agua (IQA)

Os dados obtidos na analise fisico-quimica das amostras de agua dos oito
pontos do presente estudo foram interpretados com a utilizacdo do software
IQAData. Os resultados obtidos classificam o nivel de qualidade da agua em
excelente, bom, regular, ruim, muito ruim. Os resultados obtidos encontram-se

representados na Tabela 7 e Figura 13.

Tabela 7. Tabela com valores de IQA para as analises de agua dos pontos de coleta.

Afluentes Pontos IQA Nivel de Qualidade
Ribeirao Bom Jardim C2 84,50 BOM
Corrego do Paula C1 86,35 BOM
Corrego Lagoinha LA1 35,95 RUIM
Cdrrego Lagoinha LA2 48,65 RUIM
Cérrego do Oleo OoL1 43,02 RUIM
Corrego liso L1 36,12 RUIM
Corrego liso L2 42,03 RUIM
Corrego liso L3 34,17 RUIM

Fonte: Autoria propria com dados obtidos no software IQAData.

O IQA pode ser utilizado para refletir a interferéncia de esgotos domésticos
e outros materiais organicos, nutrientes e sélidos na qualidade da agua. A partir
dos resultados encontrados em relacdo a esse indice que mede a qualidade da
agua podde-se aferir que os afluentes LA1, LA2, OL1, L1, L2 e L3, que apresentaram
um IQA de nivel RUIM estdo tendo fortes interferéncias dos efluentes lancados

nesses corpos hidricos.
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Figura 13. Representacao grafica da classificagao do nivel de qualidade da agua

em excelente, bom, regular, ruim, muito ruim.
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Fonte: Software IQAData
Ja os afluentes C1 e C2 foram qualificados como tendo um nivel de

qualidade da agua BOM, isso se deve ao fato destes recursos hidricos estarem na

area rural, ndo recebendo assim despejos de contaminantes pelos esgotos.
6.3. Bioensaios in vivo
6.3.1. Allium cepa

Nos resultados obtidos para A. cepa cada tratamento foi comparado com o
controle negativo (agua destilada) e a ocorréncia de toxicidade (inibicdo do
crescimento, taxa de micronucleo e taxa de aberragbes cromossdmicas) foi
considerada quando a diferengca entre tratamento e controle negativo foi

estatisticamente significativa.
Toxicidade

Para avaliagao da toxicidade entre os afluentes foram realizadas analises
estatisticas comparando as médias de comprimento de raizes de Allium cepa apos
a exposicdo aos tratamentos. O crescimento das raizes em diferentes
concentracdes de tratamento foram comparados com o controle. A partir dos

resultados obtidos foi gerado o grafico abaixo (Figura 14).
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Figura 14. Grafico de comprimento de raizes de Allium cepa tratadas com agua dos
diferentes afluentes e com os controles negativo (C- agua destilada) e positivo (C+
paracetamol). Os dados representam a média * o erro padrdo. NS: ndo significativo
(P>0,05). Significativos: p<0,05. * p < 0,05. ** p < 0.01, *™* p < 0.001 e *™* p <

0.0001 (comparando com o controle negativo).
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Fonte: Autoria prépria com dados obtidos no software GraphPad Prism6. NS: nao significativo (P>
0,05).

Os resultados representados no grafico apontam para uma nao toxicidade
dos afluentes testados em relagéo ao crescimento radicular de Allium cepa. Quando
¢é feita uma comparacgao entre o controle positivo (C+) e o negativo (C-) observa-se
que o comprimento das raizes do C- foi bem maior que o do C+, diferindo
estatisticamente deste, o que demonstra que o C+ foi capaz de diminuir o
crescimento radicular das cebolas, apresentando assim toxicidade para as raizes.

Porém quando se compara o C- com os demais afluentes o efeito é contrario,
pois todos os afluentes demonstram tamanhos maiores das raizes que o proprio C-
. O aumento no crescimento radicular das raizes expostas aos afluentes em relagao
aquelas expostas apenas a agua destilada (C+) pode ser justificado devido ao fato
de nesses cursos de agua haver uma maior concentragao de residuos organicos
advindos de despejo de esgotos domésticos e industriais. A presenga dessa
matéria organica fornece nutrientes para as radiculas e assim elas tém um maior
crescimento (FERREIRA, 2012).

Quando sao feitas comparagdes do crescimento das raizes entre as

diluicdes de 100%, 50% e 25% do mesmo afluente os resultados mostram que as
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diluicbes de 100% sempre possuem os maiores tamanhos de raizes comparado
com as diluicbes de 50% e 25%. Esse fato se constatou no Cérrego Lagoinha, no
Cérrego do Oleo e também no Cérrego liso, ou seja, em todos os afluentes ha um
gradiente de crescimento radicular relacionado as diluigdes desses afluentes,
sendo que as diluigbes mais concentradas provocam maior crescimento e as
menos concentradas provocam menor crescimento.

Dessa maneira o afluente ndo se demonstrou téxico para o crescimento das
raizes e sim potencializou o crescimento destas. Esse € mais um indicio de que a
presenca da matéria organica realmente estimula o crescimento dessas raizes,
sendo que quanto mais concentrada estiver a diluicdo do afluente, maior serao os
valores dos comprimentos das raizes, pois havera nestes maior quantidade de

matéria organica.
Citotoxicidade

Outro teste realizado neste estudo avalia a citotoxicidade a partir do indice
Mitético (IM) das células de A. cepa. O IM indica a porcentagem de células que
estdo em processo de divisdo celular e a partir dos valores gerados séo feitas
analises estatisticas comparativas que relacionam o IM de cada tratamento,
podendo assim mensurar a citotoxicidade desses tratamentos quando comparados
com a normalidade (Controle Negativo). Na figura 15 o grafico expde esses
resultados comparativos gerados pela analise estatistica.

Os dados da figura 15 demonstram a nao citotoxicidade dos afluentes para
as células de Allium cepa. A citotoxicidade é evidenciada quando ocorre um efeito
mito-depressivo, ou seja, a taxa de células em mitose diminui em comparagao com
o controle negativo, levando a um baixo IM. Um exemplo é o que acontece com o
controle positivo desse experimento, quando o seu IM é comparado com o IM do
controle negativo observa-se um decréscimo no IM do controle positivo com
significancia estatistica, desta maneira o controle positivo é visto como citotdxico.

Nos resultados obtidos nessa avaliagcdo a comparacdo entre os IMs dos
afluentes com o IM do Controle negativo, em sua maioria, apresentaram valores
nao significativos em quase todas as comparagdes. Apenas os pontos L2 100% e
L3 100% apresentaram o indice Mitético maior que no controle negativo, sugerindo
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que nesses pontos haja muita deposicdo de matéria organica por esgotos

domésticos, levando a uma maior proliferagao celular (FERREIRA, 2012).

Figura 15. Grafico representativo do Indice Mitético encontrado nas células
meristematicas de A. cepa de acordo com cada ponto de coleta. Os dados
representam a média £ o erro padrdao. NS: Nao Significativo (P> 0,05).Significativo
*p<0,05. " p<0.01, "™ p<0.001 e **** p <0.0001 (comparando com o controle

negativo).

12-

e~
L =] L= ]
1 M

1000 células
L= ]

Células em divisao

C- C+ o oo ol o sl ele o oo e o elo ale o olo oo
ST $°8%° '8t St $8

L1 L2 L3 oL1 LA2
Tratamentos
Fonte: Autoria prépria com dados obtidos no software GraphPad Prism6. NS: nao significativo (P>
0,05).

Como os resultados desses testes sao analisados a partir da comparagao
do controle negativo com as diferentes concentracbes das amostras avaliadas,
quando o valor do IM é menor que o controle negativo, pode ser um indicativo de
inibicado do crescimento radicular pela presencga de substancias quimicas toxicas;
por outro lado, quando o IM é maior que o controle negativo, € um indicativo de
crescimento desordenado das células na divisdo celular, podendo sugerir até

mesmo uma possivel indu¢cao de formacado de tumores em seres humanos que
venham entrar em contato com a amostra (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009).

Genotoxicidade
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Os bioensaios de genotoxicidade em Allium cepa incluem a frequéncia de
micronucleos em 1.000 células na interfase por bulbo e o numero de aberragdes
cromossémicas (cromossomos atrasados, pontes cromossémicas e fragmentos
cromossémicos) em 1000 anafases-teléfases.

O micronucleo (MN) pode ser utilizado como um instrumento ou marcador
bioldgico para detecgao dos efeitos clastogénicos e aneugénicos em funcédo da
exposicao a agentes genotdxicos. A figura 16 mostra alguns MN encontrados nas
células de A. cepa do presente estudo.

Figura 16. Micronucleos de A. cepa corados com fluorocromo Hoescht, as setas
indicam os micronucleos. a) Micronucleo ponto L2, Cdrrego Liso. b) Micronucleo

ponto L3, Corrego Liso. ¢) Micronucleo controle positivo, paracetamol.

Fonte: Autoria propria.

Na avaliagcao da frequéncia de micronucleos encontrados em A. cepa apos
exposicao aos tratamentos com amostras dos efluentes os resultados sao
significativos, mostrando um aumento na frequéncia de MN nesses tratamentos
(Figura 17).

As comparagdes entre o controle negativo e os pontos L2, OL1 e LA2 em
todas suas diluigdes (100%, 50% e 25%) mostraram uma diferenga significativa na
frequéncia de micronucleos, sendo que a maior significancia prevaleceu nas
diluicoes de 100% do afluente, na sequéncia as diluicbes de 50% e por ultimo,
apresentando menor frequéncia de MN, as diluicbes de 25%. Desta maneira, estes
resultados demonstram que a frequéncia de Mn esta agindo de forma diluicédo-

dependente (dose-dependente).
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Os pontos L1 e L3 apresentaram resultados nao significativos em algumas
diluigdes, L1 nas diluigdes 50% e 25% e L3 na de 25%. Sendo as outras diluigcdes
destes pontos significativas e também com padréo diluigdo-dependente para as
variagdes das frequéncias de MN.O ponto L1 do Corrego Liso, comparado com os
pontos L2 e L3 do mesmo Cérrego, foi 0 que apresentou menor frequéncia de MN,
isso pode estar relacionado ao fato deste ponto se localizar mais a montante do
maior centro industrial da cidade, o tornando menos toxico para os organismos que
ali habitam.

Figura 17. Grafico representativo da frequéncia de micronucleos encontrados nas
células meristematicas de A. cepa de acordo com cada ponto de coleta. Os dados
representam a média £ o erro padrdo. * p <0,05. ** p <0.01, ** p <0.001 e *** p

< 0.0001 (comparando com o controle negativo).
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Fonte: Autoria prépria com dados obtidos no software GraphPad Prism6. NS: ndo significativo a p <
0,05.

O aumento no numero de micronucleos em ambientes contaminados por
efluentes industriais € muito visto na literatura, Pathiratne et al. (2015), relata que a
indugao de micronucleos € indicativa de contaminagées mutagénicas. Ou seja, a
agua destes locais deve conter agentes capazes de induzir alteragbes na molécula
de DNA dos organismos e em alguns casos levar a indugao de tumores (HOSHINA;
MARIN-MORALES, 2009).
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Outra avaliagao utilizada para mensurar a genotoxicidade é a frequéncia de
aberragbes cromossémicas encontradas nas células de A. cepa durante as fases
da divisao celular. A divisédo celular possui quatro fases: préfase, metafase, anafase
e telofase (Figura 18).

As aberragbes cromossémicas consideradas no presente estudo
(fragmentos cromossdémicos, cromossomos atrasados e pontes anafasicas) estao
indicadas na figura 19 e foram: contabilizadas nas fases de metafase, anafase e
telofase (HEMACHANDRA et al, 2017).

Pontes e fragmentos cromossOmicos na anafase e telofase indicam
quebras cromossOmicas devido a efeitos clastogénicos, enquanto cromossomos
atrasados apontam para disturbios do fuso mitdtico por eventos aneugénicos
(MASOOD, et al 2013). Ambos os eventos geradores de aberragbes
cromossOmicas foram encontradas neste estudo, indicando a presencga de agentes

genotoxicos clastogénicos assim como aneugénicos no meio.

Figura 18. Células meristematicas de Allium cepa, durante as fases da divisao

celular: a) Profase; b) Metafase; c) Anafase; d)Teléfase a diviséo celular.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 19. Células meristematicas de Allium cepa apresentando anormalidades
(@) Ponte anafasica (b) Ponte telofasica. (c) Cromossomo atrasado. (d)

Cromossomo perdido. (e) Cromossomo perdido. (f) Cromossomo perdido.

Fonte: Autoria propria.

A figura 20 traz os resultados obtidos na analise estatistica das aberracdes
cromossOmicas e assim como na avaliacdo da frequéncia de micronucleos
apresentou uma genotoxicidade relevante em todos os pontos analisados e
também uma diluicdo dependente. Desta maneira, os pontos L1, L2, L3, OL1 e La2
apresentaram altas frequéncias de aberracbes cromossémicas e as maiores foram
encontradas nas diluicdes de 100% e foram abaixando com as menores diluicdes,
50% e 25%, respectivamente. Leme et al (2009) em seu trabalho relata a indugéo
significativa de aberracbes cromossdmicas como sendo mais expressiva nas
maiores diluigdes comparadas com as menores, o que ele cita como sendo uma
inducao de genotoxicidade influenciada pela diluicdo do tratamento.

Apenas o ponto L1, novamente, apresentou uma de suas diluigbes, 25%,
nao apresentando diferengca estatistica significativa em relagdo ao controle
negativo. Portanto se trata de mais um indicativo que nesse ponto a incidéncia de

agdes genotdxicas por contaminantes € menor, provavelmente por sua localizagao
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como descrito anteriormente. Tal fato leva a fortes indicios de contaminagao desse
afluente, Corrego Liso, nos pontos a jusante por despejos de esgotos industriais.

Figura 20. Grafico representativo da frequéncia de aberragbes cromossémicas
encontradas nas células meristematicas de A. cepa de acordo com cada ponto de
coleta. Os dados representam a média + o erro padrdo. * p < 0,05. ** p <0.01, ***

p <0.001 e **** p < 0.0001 (comparando com o controle negativo).
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Fonte: Autoria Propria com dados obtidos no software GraphPad Prism6. NS: nao significativo a p
< 0,05.

6.3.2. Poecilia reticulata

Poecilia reticulata também foi utilizado como um bioindicador de
genotoxicidade neste estudo, para estas analises foram realizados o teste de

micronucleo (figura 21) e o teste de anormalidades celulares.

No teste de micronucleo com Poecilia reticulata os pontos referéncia
utilizados para comparacao foram dois afluentes localizados na zona rural da
cidade de Uberlandia, o Cérrego do Paula (C1) e o Ribeirdo Bom Jardim (C2).
Ambos afluentes encontram-se em bom estado de conservagdo e por estarem
distantes da area urbana nao recebem influéncia de lancamento de esgotos
domésticos e industriais. Outro fator que possibilitou a utilizacdo desses dois

afluentes como referéncia foram as analises dos parametros fisico-quimicos e os

52



resultados de IQA apresentados nesses recursos hidricos, que classificaram os

dois como BONS em relagao a qualidade de suas aguas.

Figura 21. Micronucleos de P. reticulata corados com Giemsa, a seta indica o

micronucleos.

Fonte: Autoria propria.

Ambos os pontos referéncia, C1 e C2 (Figura 22) ndo apresentaram
diferencgas significativas nas frequéncias de MN, entado o controle escolhido para as
comparagdes com os outros afluentes foi o C1.

Todos os pontos de coleta (L1, L2, L3, OL1, LA1 e LA2) apresentaram uma
diferenga estatistica significativa em relagédo ao grupo controle, o que indica alta
genotoxicidade dessas amostras de agua para esses organismos, sendo o L3 o
ponto com maior frequéncia de micronucleos para Poecilia reticulata, ou seja, 0
ponto com agua de maior potencial genotoxico. Este ponto se encontra no final do
Cdrrego Liso e a montante dele existem muitas industrias frigorificas, téxteis e de
laticinios que langam seus efluentes nesse curso d’agua. Ja os pontos L1 e L2 do
Coérrego Liso, que se localizam anteriormente as maiores industrias dessa regiao,
apresentaram menores frequéncias de micronucleo, podendo estar relacionado as
suas localizagdes a montante da de maior concentragao industrial. O mesmo ocorre
no afluente Cérrego Lagoinha, que apresenta maior indice de micronucleos no
ponto LA2 em comparagdo com seu ponto a montante LA1, isso porque o ponto
LA1 esta no inicio da cidade, sofrendo influéncia de esgotos domésticos de apenas
dois bairros, enquanto o segundo se localiza mais ao centro da cidade, recebendo

maiores influéncias da contaminagao urbana.

53



Figura 22. Grafico representativo da frequéncia de micronucleos encontrada em
eritrocitos de peixes de acordo com cada ponto de coleta. Os dados representam a
meédia + o erro padrdo. * p < 0,05. ** p < 0.01, ** p < 0.001 e **** p < 0.0001

[comparando com o controle negativo (RP P. reticulata)].
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Fonte: Autoria Propria com dados obtidos no software GraphPad Prism6. NS: nao significativo a p
<0,05.

O Corrego do Oleo apresentou altas frequéncias de MN para esse organismo
e também trata-se de um afluente que recebe muito impacto ambiental por se
localizar em uma area extremamente urbanizada.

Os maiores indices de genotoxicidade observados em Poecilia reticulata em
relacado a Allium cepa, provavelmente se devem ao fato desses organismos serem
coletados in situ e estarem cronicamente expostos aos contaminantes presentes
nestes afluentes, diferente da exposi¢céo aguda realizada em Allium cepa. Indimian
et al. (1999), compararam indices de genotoxicidade gerados por exposi¢ao crénica
e aguda e relataram que uma melhor correlacdo é observada em individuos
cronicamente expostos. Outra possivel explicagao esta relacionada ao fato destes
organismos serem acumuladores de substancias toxicas, transferindo também
estas substancias para os préximos consumidores da cadeia alimentar, o que, além
de estar prejudicando a propria fauna, também coloca em risco a saude da
populagéo que pode vir a consumir peixes destes afluentes (SIBANDA, T. et al.
2015).
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Também foi realizado o teste de frequéncia de anormalidades nucleares em
P. reticulata e quando os dados gerados sao analisados, os efeitos genotdxicos
continuam sendo perceptiveis. Existe uma grande diferenca estatistica entre
praticamente todos os afluentes com os controles negativos (C1 e C2), com alta
significancia (****p<0.0001). A incidéncia de variagdes nas formas nucleares dos
eritrocitos de P. reticulata € indicio de disturbios no material genético que culminam
nestas alteracbes morfologicas, sinalizando a presenga de agentes genotoxicos
nessas amostras de agua, como pode ser observado na Tabela 8 e Figura 23. A
utilizacao de testes que quantificam a frequéncia de micronucleos em conjunto com
frequéncia de anormalidades celulares sugere maior credibilidade para se avaliar o
potencial genotdxico destes afluentes (AYLLON, et al. 2000).
Tabela 8. Frequéncia de anormalidades nucleares em eritrocitos de peixes de
acordo com cada ponto de coleta. Os dados representam a média + o erro padrao.
*p<0,05 **p<0.01, ™ p<0.001 e *** p <0.0001 [comparando com o controle

negativo (P. reticulata)).

Pontos Binucleada Lobada Segmentada Forma de rim
C1 6,0+04 23+0,3 3,0£0,3 3,1+04
C2 7,7+0,5ns 3,1+0,3ns 41+0,3ns 41+0,4ns
La1 14,5 £ 0,5 6,9+0,3* 46+0,3ns 44+0,2ns
La2 29,4 + 0,7**** 34,3 £0,7**** 9,4 £ 0,4*** 9,8 + 0,4****
OL1 27,9 £ 0,6™*** 36,8 +0,8**** 8,3+ 0,3**** 9,0 £ 0,5
L1 24,7 £ 0,7 49,8 £1,0**** 8,3 £ 0,5 9,9 £ 0,4***
L2 27,9 £ 0,5**** 53,0 £1,1**** 9,9 + 0,4**** 13,1 £0,5%***
L3 35,2 £ 0,8"** 60,6 £1,2**** 11,3 £ 0,5 16,0 £0,7****

Fonte: Autoria propria.

Os maiores efeitos genotdxicos encontrados neste teste também ocorreram
no ponto L3 do Codrrego Liso, provavelmente pelos mesmos motivos ja relatados
anteriormente nos testes de micronucleo de Poecilia reticulata e Allium cepa. O

Corrego Liso e o Cdérrego Lagoinha mais uma vez apresentaram uma crescente
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citotoxicidade de acordo com que seus cursos de agua adentram aos lugares mais

populosos da cidade de Uberlandia.

A utilizagcdo de testes que quantificam a frequéncia de micronucleos em
conjunto com frequéncia de anormalidades celulares sugere maior credibilidade
para se avaliar o potencial genotoxico destes afluentes (AYLLON, et al. 2000).
Figura 23. Grafico representando a frequéncia de anormalidades nucleares em
eritrocitos de peixes de acordo com cada ponto de coleta. Os dados representam a
meédia + o erro padrdo. * p < 0,05. ** p < 0.01, ** p < 0.001 e **** p < 0.0001

[comparando com o controle negativo (P. reticulata)].
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Fonte: Autoria Propria com dados obtidos no software GraphPad Prism6. NS: n&o significativo a p
< 0,05.

6.4. Bioensaios in vitro

Os ensaios in vitro avaliaram a citotoxicidade e também a genotoxicidade

das aguas dos afluentes para os miécitos murinos C2C12.
Citotoxicidade

Para mensurar o potencial citotoxico desses afluentes também foi utilizado o
teste de viabilidade celular por reducdo da resazurina. Os resultados obtidos
demonstraram que as amostras de agua de todos os afluentes avaliados neste
ensaio nao apresentaram efeito citotoxico imediato. Na verdade, o que se observa
ao analisar a curva de viabilidade celular apresentada na Figura 24 é que houve
uma proliferacdo das células tratadas em relagdo ao controle negativo, uma vez

que em todos os tratamentos a viabilidade ultrapassa os 100%.
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Resultados semelhantes que corroboram com esses dados foram
observados nos ensaios de citotoxicidade em Allium cepa relatados anteriormente
nesse estudo e também em alguns trabalhos da literatura. Ferreira (2012)
realizando o biomonitoramento do Rio Jaguari e Ribeirdo Lavapés na regido
bragantina, Bianchi et al. (2015) avaliando a genotoxicidade e citotoxicidade de
amostras de agua da Bacia do Rio dos Sinos no sul do Brasil e Disman et al.
(2012), com estudos acerca do potencial citotoxico das aguas dos riachos
Mandacaru, Maringa, Miosoétis e Nazaré na area urbana de Maringa, Estado do
Parana, constataram que nao houve citotoxicidade significante nos afluentes
analisados e no trabalho de Ferreira (2012) a proliferagao celular apos os testes
também demonstrou um aumento como o visto nos resultados obtidos no presente

estudo.

Figura 24. Curva concentragcao-dependente da viabilidade celular da linhagem
C2C12, tratadas com amostras de agua de diferentes pontos do Rio Uberabinha.

Cada ponto representa média £ erro padrao de 2 experimentos independentes.
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Fonte: Autoria Propria com dados obtidos no software GraphPad Prism6. NS: n&o significativo (p >
0,05).

Genotoxicidade
O potencial genotdxico nos ensaios in vitro foi obtido por meio do teste de
micronucleo (MN) (Figura 25). Alguns micronucleos observados neste estudo séo
apresentados na figura 25. Os pontos L2, L3, OL1 e LA2, como demonstrado na

figura 27, apresentaram diferenga estatistica significativa na frequéncia de
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micronucleos quando comparados ao controle negativo. Apenas o ponto L1 na
diluicdo de 25% n&o manteve esse padrao, o que pode ser justificado por se
localizar préximo a nascente e ndo receber fortes langamentos de esgoto doméstico
e industrial no seu leito neste local.

Foi observado também que os resultados continuaram sendo diluigdo-
dependentes na maioria dos pontos e que o Codrrego Liso no ponto L3 € o que
apresenta maior problematica, novamente trazendo os maiores valores de

micronucleo juntamente com o ponto L2 logo a montante do L3 (Figura 26).

Figura 25. Micronucleo encontrado em célula C2C12 binucleada.

Fonte: Autoria propria.

Os resultados deste ensaio demonstraram padrdes similares aos
observados nos testes de genotoxicidade com A. cepa e P. reticulata, apresentando
também altas frequéncias de micronucleos encontradas nas células apds
exposicao as amostras de agua dos afluentes aqui avaliados, o que indica que
estes afluentes sao potencialmente danosos ao DNA dos organismos em questao.

A genotoxicidade encontrada nos resultados apresentados para A. cepa, P.
reticulata e cultura de células C2C12 pode estar associada aos metais pesados,
Cadmio e Chumbo, que foram identificados nas analises fisico-quimicas também
realizadas no presente estudo.

Tais metais foram encontrados, na maioria dos afluentes analisados, em
concentragdes acima do limite de uso seguro da agua estabelecido pelo CONAMA
357/05. Estes metais pesados provavelmente contribuiram de forma massiva para
os efeitos citogenotdxicos até aqui descritos.
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Figura 26. Grafico representativo da frequéncia de micronucleos encontrada em
células C2C12 de acordo com cada ponto de coleta. Os dados representam a média
* o0 erro padrdo. * p <0,05. ** p <0.01, *** p < 0.001 e **** p < 0.0001
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Fonte: Autoria Propria com dados obtidos no software GraphPad Prism6. NS: n&o significativo (p >
0,05).

Varios pesquisadores tém demonstrado que o Cadmio apresenta diversos
efeitos celulares, atuando na progressdao do ciclo celular, proliferacao,
diferenciacao, replicacao e reparo de DNA e apoptose. Em altas concentragdes ele
possui efeitos citotdéxicos, porém em concentragcdes menores que 1uM, ele pode
aumentar a sintese de DNA e a proliferacao celular (BERTIN; AVERBECK, 2006).
Esta inducao da proliferacdo celular em baixas concentragdes corrobora com o
aumento do comprimento das raizes e do indice mitético observados nos testes de
A. cepa e da viabilidade celular em cultura.

Acredita-se que a genotoxicidade do Cadmio se deve tanto a acao direta
no DNA, por meio de inducao de estresse oxidativo gerando quebras nas fitas de
DNA, quanto indireta, por meio da inativacdo de enzimas participantes dos
mecanismos de reparo do DNA. Dentre os efeitos de tratamentos com Cadmio sao
descritas quebras de fita simples no DNA aberragcdes cromossémicas, trocas de
cromatides irmas e falhas de ligacdo DNA-proteina em varios tipos de células de
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mamiferos. (COOGAN; BARE; WAALKES, 1992; LIN et al, 1994; BERTIN;
AVERBECK, 2006; KARRI et al., 2017).

O chumbo por sua vez, além de ser capaz de disparar o estresse oxidativo
gerando radicais livres que consequente atacam o DNA, também é capaz de
interagir covalentemente com os ions fosfato terciarios presentes nos acidos
nucléicos e em proteinas, afetando assim o funcionamento destas importantes
biomoléculas. Também foi demonstrado que o cloreto de chumbo afeta a fidelidade
da sintese de DNA in vitro e inibe a sintese de DNA, RNA e proteinas in vivo (LIN
et al., 1994; XIE et al., 2017; AKRAM et al., 2018).

Os efluentes sao liberados no ambiente aquatico como misturas complexas
e o conhecimento das suas interagdes toxicas se torna de dificil constatacao, desta
maneira n&o é possivel afirmar que os efeitos citogenotdxicos aqui evidenciados
sejam causados apenas pela presenga de Cadmio e Chumbo, porém de acordo
com a bibliografia este seria o principal motivo para tal desordem (HEWITT;
MARVIN, 2005).

7. CONCLUSAO

O biomonitoramento realizado nos afluentes do Rio Uberabinha utilizando
testes in vivo com os bioindicadores Allium cepa e Poecilia reticulata e testes in
vitro com cultura de célula C2C12 se mostrou efetivo, avaliando o potencial
citogenotoxico da agua desses afluentes sobre esses modelos experimentais.

As avaliagbes fisico-quimicas das amostras de agua apresentaram
parametros como Oxigénio Dissolvido, Coliformes Fecais, Demanda Bioquimica de
Oxigénio, Fosforo Total, Turbidez, Sélidos Totais, Nitrogénio Amoniacal, Cadmio e
Chumbo em desconformidade com a legislacdo do CONAMA 357/05. O indice de
Qualidade da Agua calculado a partir dos dados fisico-quimicos classificou os
afluentes urbanos da cidade de Uberlandia aqui avaliados como “RUIM”. Sendo
apenas os dois controles C1 e C2 classificados como “BOM” e por esse motivo
foram escolhidos como pontos controle.

Somente essas duas avaliagdes ja indicam que os Recursos Hidricos n&o se
encontram adequados para as fungdes nas quais eles se enquadram (Classe 2 —
CONAMA 357/05), que sao: recreacgao, irrigacado, pesca e consumo de agua por

animais. Porém essa classificagdo de aguas, baseadas em caracteristicas fisicas,
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quimicas e bacterioldgicas, ndo é capaz de mensurar os reais efeitos que essas
desconformidades podem causar para o ecossistema como um todo. Dessa
maneira faz-se necessario a utilizagdo de metodologias capazes de diagnosticar o
impacto gerado pela poluigdo presente no meio ambiente para os organismos que
ali habitam, sendo o biomonitoramento a partir de analises do potencial
citogenotoxico a melhor opgéo para a resolugao desta problematica.

Todos os afluentes em avaliagdo ndo apresentaram efeitos citotoxico nos
testes de comprimento das raizes e indice Mitético em Allium cepa expostas as
amostras, o mesmo ocorreu com o teste de viabilidade celular em cultura de células.
Ao contrario, muitos afluentes demonstraram proliferagdo celular quando
comparado ao controle negativo, principalmente em suas diluigdes de 100%, sendo
o0 L3 do Cdrrego Liso a amostra de agua com maior destaque nessa proliferagao
celular. Ou seja, as amostras provocaram um aumento na capacidade mitogénica
das células, tendo como efeito 0 aumento da taxa de divisao celular, possivelmente
relacionado com a presenga aumentada de matéria organica (avaliado pela DBO)
e nutrientes presentes nessas amostras. Uma justificativa pode ser pelo fato de
haver uma maior concentragdo de residuos organicos advindos de despejos
domésticos e industriais nesses cursos de agua, fornecendo assim nutrientes para
a proliferagao celular. Por outro lado, poderia ser um indicativo de crescimento
desordenado das células, sugerindo uma possivel propriedade carcinogénica.

Diferente da citotoxicidade, grande parte das amostras de agua dos
afluentes apresentaram um alto potencial genotéxico, o que pode ser evidenciado
em todos os testes de genotoxicidade aqui relatados. Nos testes de micronucleo
houve um aumento estatisticamente significativo na frequéncia de micronucleos
das células tanto de Allium cepa, como de Poecilia reticulata e células C2C12
cultivadas in vitro.

Nessas analises as comparagdes entre o controle negativo e os pontos L2,
L3 OL1, LA1 e LA2 em todas suas diluigdes (100%, 50% e 25%) mostraram um
aumento no numero de micronucleos, sendo que a maior significancia prevaleceu
nas diluicdes de 100% dos afluentes. Desta maneira, estes resultados demonstram
que a frequéncia de MN esta agindo de forma diluicao-dependente (concentragéo-

dependente).
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Apenas o ponto L1 apresentou algumas diluicbes nao significativas,
colocando esse ponto como um dos menos poluidos de toda a avaliagao, ficando o
ponto LA1 em segundo lugar. Ja o ponto L3, que se trata do local de confluéncia
do Corrego Liso com o Rio Uberabinha, mais uma vez apresentou os maiores
valores, podendo aferir que nesse ponto ha fortes indicativos de poluigdo. O
Corrego Liso como um todo, mas em especial no L3, esta localizado em uma area
de grande despejo de esgotos devido a presengca de diferentes atividades
industriais. Dessa forma, € de grande relevancia o monitoramento de sua qualidade
ambiental ja que influenciara diretamente na qualidade da agua do Rio Uberabinha,
o principal curso de agua que abastece a cidade de Uberlandia.

As Aberragcdes Cromossémicas para Allium cepa e Anormalidades celulares
para Poecilia reticulata foram outras avaliagbes genotoxicas realizadas neste
trabalho e seus resultados demonstraram padrdes similares aos observados nos
testes de micronucleo, corroborando com os indicios de que estes afluentes sao
potencialmente danosos ao DNA dos organismos em questdo e que a presenga
dos metais pesados Cadmio e Chumbo, constatada pelas analises fisico-quimicas,
pode ser o motivo desse potencial genotdxico, pois tais substancias ja foram
descritas na literatura como sendo potentes agentes que dispararam o estresse
oxidativo gerando radicais livres que consequente atacam o DNA causando danos.

Os dados obtidos neste estudo podem auxiliar futuros trabalhos acerca dos
impactos causados por poluentes ambientais para que possam ser criados planos
de manejo aplicaveis para a recuperagao e conservagao ambiental da bacia do Rio
Uberabinha.

Por fim, este trabalho demonstra a importancia do biomonitoramento
atuando em conjunto com as analises fisico-quimicas para assegurar a qualidade
dos recursos hidricos que sao essenciais para o desenvolvimento econémico, para
a qualidade de vida das populagdes humanas e para a sustentabilidade dos ciclos

no planeta.
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