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RESUMO

A agua é um recurso fundamental para a manutencéo da vida, para realizar a sua
preservagao é necessario que a sua qualidade seja avaliada adequadamente
utilizando, além de andlises dos parametros fisico-quimicos, ensaios
ecotoxicoldgicos com organismos vivos. Sendo assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a qualidade da agua do Rio Uberabinha em quatro pontos distintos,
em areas urbanas da cidade de Uberlandia (MG), por meio de testes in vivo e in
vitro de genotoxicidade e citotoxicidade, utilizando trés bioindicadores diferentes:
Poecilia reticulata, Allium cepa e cultura de células C2C12. Foram coletadas
amostras de agua de quatro pontos distintos (P1, P2, P3 e P4), que foram
submetidas a analises fisico-quimicas. Para avaliar a citotoxicidade e
genotoxicidade foram utilizados como biomarcadores: indice mitdtico, micronucleo,
anormalidades nucleares e anormalidades cromossdmicas. A partir dos dados
obtidos foi possivel concluir que P1 nao apresentou efeitos toxicos. As analises de
P2 indicaram presenga de uma grande quantidade de matéria organica e de
cadmio, o que resultou em indices intermediarios de citotoxicidade e
genotoxicidade. Além de cadmio, as analises de P3 detectaram chumbo, provavel
causa para o alto efeito genotéxico desse ponto. Ja o ponto P4 apresentou agdes
genotoxicas e citotoxicas com relativa significancia. Essas alteragbes nos
parametros fisico-quimicos, e os efeitos genotoxico e citotoxicos observados nos
diferentes pontos, podem ser consequéncia do descarte de efluentes domésticos e

industriais, tudo isso pode interferir na comunidade ecoldégica local.

Palavras-chave: Allium cepa, Poecilia reticulata, cultura de células C2C12,

micronucleo.



ABSTRACT

Water is a fundamental resource for the maintenance of life. In order to carry out its
preservation, it is necessary that its quality is properly evaluated using, besides
physical and chemical parameters analyses, ecotoxicological tests with living
organisms. Therefore, the present study aimed to evaluate the quality of Uberabinha
River’s water, in four distinct sites in the city of Uberlandia (MG), with in vivo and in
vitro tests of genotoxicity and cytotoxicity, using three different bioindicators:
Poecilia reticulata, Allium cepa and culture of C2C12 cells. Water samples were
collected from four different sites (P1, P2, P3 and P4), which were submitted to
physical-chemical analysis. To evaluate the cytotoxicity and genotoxicity the
followings biomarkers were used: mitotic index, micronucleus, nuclear abnormalities
and chromosomal abnormalities. With the data obtained, it was possible to conclude
that P1 had no toxic effects. Analyzes of P2 indicated the presence of a large
amount of organic matter and cadmium, which resulted in intermediate rates of
cytotoxicity and genotoxicity. In addition to cadmium, the P3 analyzes detected lead,
a probable cause for the high genotoxic effect of this point. The P4 site presented
genotoxic and cytotoxic actions with relative significance. These changes in the
physico-chemical parameters, and the genotoxic and cytotoxic effects observed at
different sites, may be a consequence of the disposal of domestic and industrial

effluents, all of which may interfere with the local ecological community.

Keywords: Allium cepa, Poecilia reticulata, culture of C2C12 cells, micronucleus.



1. INTRODUGAO

1.1. Avaliagao dos recursos hidricos

O termo recursos hidricos é utilizado para se referir a gestdo do uso da agua,
que envolve o fornecimento desta para os seres humanos utilizarem no
abastecimento de agua, descarte de residuos, transporte, recreacéo, geragao de
energia e uso industrial. Fica evidente a importancia deste recurso natural que,
apesar de ser renovavel, é finito (COSTA et al., 2012).

Segundo a Agéncia Nacional de aguas (ANA, 2018), o uso deste recurso
precisa ser bem pensado, pois estima-se que apenas 2,5%, da agua existente no
mundo, seja agua doce. Dessa fragado, 69% esta congelada em geleiras, 30% sao
aguas subterraneas, e apenas 1% encontra-se nos rios. Esses dados revelam o
quanto € essencial a preservagao dos recursos hidricos na Terra.

Tucci, Hespanhol e Netto (2001) apontam que no Brasil os recursos hidricos
superficiais representam 50% do total dos recursos da América do Sul e 11% dos
recursos mundiais, no entanto a distribuicdo desses recursos nao € uniforme. No
Brasil a regido Sudeste possui a maior populagéo e apenas 6% da agua doce de
todo pais. Ja a regido Norte, possui 68, 5% da agua, e apenas 7,4% da populagéo.
Enquanto a regido Sul possui 6,5%, a Centro-Oeste 15,7% e o Nordeste 3,3%
(OLIVEIRA, 2014).

De acordo com Jackson (2001), a crescente demanda por recursos hidricos
cria uma necessidade urgente de vincular a pesquisa com a melhoria da gestao da
agua, pois o monitoramento adequado, avaliagdo e previsdo do estado desses
recursos ajudardo a alocar a agua de uma maneira mais eficiente entre as
necessidades existentes.

Para realizar a preservagao dos recursos hidricos faz-se necessario a
utilizagao de técnicas capazes de identificar o estado da qualidade da agua. Apesar
da determinagao de parametros fisico quimicos ser muito utilizada e de extrema
importancia, essa técnica pode ser utilizada juntamente com ensaios
ecotoxicoldégicos em organismos Vvivos, pois esses interagem com os poluentes
levando a resultados mais fidedignos (CAIRNS-JUNIOR, 2002).



E essencial para a saude do ecossistema e do homem, que haja o controle
da toxicidade de residuos langados no ambiente aquatico. Para demonstrar essa
toxicidade podem ser utilizados testes de ecotoxicidade, baseado no fato de que se
um agente € toxico para uma ou mais espécies, € provavel que seja toxico para
importantes componentes do ecossistema, sendo assim, capaz de causar impacto
ambiental negativo (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).

A ecotoxicologia aquatica € a ciéncia que auxilia na resolu¢do dos problemas
de contaminagdo dos corpos d'agua por compostos toxicos. Utilizando ensaios
ecotoxicoldgicos como ferramenta, é possivel avaliar alguns fatores que ndo sao
observados através das variaveis abioticas, como por exemplo, a biodisponibilidade
e a interagdo entre os efeitos dos poluentes (MAGALHAES; FERRAO-FILHO,
2008). A poluicdo aquatica é caracterizada pela mistura de componentes quimicos,
cujas interagdes podem modificar a toxicidade da substancia isolada por meio do
sinergismo ou antagonismo (LLORENTE et al., 2012).

Para avaliar a qualidade de recursos hidricos é necessario utilizar
ferramentas bioldgicas que indiquem o estresse e os efeitos que os poluentes
podem causar a este meio, fazendo possivel o estabelecimento de relagbes de
causa-efeito. Estas ferramentas sdo chamadas de biomarcadores, que sao
utilizados para avaliar as agdes de diferentes contaminantes como os metais,
compostos organicos e agrotoxicos (FREIRE et al., 2008).

Com a utilizagao de biomarcadores, € possivel perceber os primeiros sinais
de estresse ambiental causado por contaminantes. Essa mudanga pode ser
observada em diferentes niveis de organizacao biolégica (Figura 1), desde niveis
moleculares e celulares, até mudangcas comportamentais, que podem estar
relacionados a uma exposicdo a um determinado ambiente contaminado
(MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).



Figura 1. Representagcdao esquematica da ordem sequencial de respostas a

poluentes em um sistema biologico.

DANO:
i Ecossistema
ro Comunidade
- 5o Populagio
EXPOSICAO AQ POLUENTE :5 [ } 0 .
- rganismo
[ Sistémico (Grgio)
Tecido
Celular

| Sub-celular {organela)

Molecular

Fonte: ARIAS et al., 2007.

Dentre os diversos danos que os contaminantes podem causar, os efeitos
carcinogénicos e mutagénicos sao 0s mais perigosos, pois podem causar danos
por varias geragdes. Para avaliar estes perigos € indicado a aplicacdo de
biomarcadores de genotoxicidade, sendo que o teste do micronucleo (MN) € uma
das técnicas mais adequadas para identificar respostas integradas as misturas
complexas de contaminantes (BOLOGNESI; HAYASHI, 2011).

1.2. O teste do microntcleo.

A formacgao dos micronucleos se da a partir de fragmentos de cromossomos
acéntricos ou cromossomos inteiros que nao foram incluidos no nucleo principal
depois da anafase (HEDDLE, 1973; SCHMID, 1975). De acordo com 0os mesmos
autores esse micronucleo é formado a partir dos seguintes eventos (Figura 2): na
anafase, cromatides acéntricas e fragmentos de cromossomos ficam para tras

5



quando os elementos centrais se movem para os poélos do fuso; depois da telofase,
0s cromossomos nao danificados, bem como os fragmentos centrais, dao origem a
nucleos-filhos regulares; os elementos atrasados também s&o incluidos nas
células-filhas, mas uma proporcao consideravel € transformada em um ou varios
nucleos secundarios que sao, via de regra, muito menores que o nucleo principal

e, portanto, chamados de micronucleos.

Figura 2. Esquema do mecanismo de formac&o de micronucleo em células.

Metafase

Ve Efeitos
#"  Genotéxicos

Anafase
Célula Mormal Célula com aberracéo
r i r 1
Nl ay (oM
@)(e) (o)(s
Cél_u_lras s i Célula filha Célula filha
normal com microndcleo

Fonte: Adaptado de AL-SABTI; METCALFE, 1995.

Para identificacdo dos micronucleos sao considerados todas as pequenas

inclusdes de material nuclear no citoplasma com as seguintes caracteristicas: estar



claramente separado do nucleo principal, estar no mesmo foco , ter a mesma cor e
até 1/3 do tamanho nucleo (CAVAS; GARANKO; ARKHIPCHUK, 2005).

O teste do micronucleo consiste na mensuragdao da frequéncia de
micronucleos em situacdes de exposicdo a ambientes e substancias com poder
genotéxico. Este teste citogenético € um biomarcador capaz de fornecer
informacgdes para avaliar lesdes cromossémicas oriundas de agdes genotdxicas
(TOMAZ; FERRI; BOSCHINI-FILHO, 2016). Através deste é possivel detectar
agentes clastogénicos (promotores de quebras cromossémicas) ou aneugénicos
(indutores de aneuploidia ou promotores de segregagcao cromossémica anormal)
(HEDDLE, 1973).

Algumas vantagens fazem este teste se destacar entre os demais, como por
exemplo: seu baixo custo, sua rapidez de analise e por ser um procedimento
técnico simples (FLORES; YAMAGUCHI, 2008). Ele ainda se sobressai pela sua
sensibilidade e precisdo para deteccdo de perda cromossOmica (RIBEIRO;
SALVADORI; MARQUES, 2003).

Segundo Fenech (2000), diferentes tipos de células podem ser utilizados
para a realizacdo deste teste, como as vegetais, humanas e de outros mamiferos,
com a condicdo de que essas células sejam capazes de se dividir ou que seja

possivel induzir essa divisao.

1.3. Biomarcadores em Peixes.

Com o intuito determinar a qualidade de ecossistemas aquaticos, os
biomarcadores em peixes vem sendo amplamente utilizados, pois esses
organismos representam um grande papel na cadeia alimentar aquatica, por
carregarem e acumularem energia dos niveis mais baixos aos mais altos (OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003). Os peixes tém resposta similar a dos vertebrados
superiores quando se trata de exposigdo a agentes toxicos, o que permite a
avaliacdo de substancias potencialmente perigosas e posterior comparagéo dos
efeitos para seres humanos (BOLOGNESI; HAYASHI, 2011).

Para estimar os efeitos genotdxicos causados pelos poluentes nos peixes, a
avaliagdo das alteragdes nucleares e dos micronucleos € amplamente

recomendada. Esses testes indicam o dano cromossémico estrutural ou numérico,



portanto, conseguem avaliar a genotoxicidade (AL-SABTI, 1986). Para Fenech
(2000), essas anormalidades estao relacionadas a erros que ocorrem durante a
mitose ou meiose, a processos de morte celular e a mutagenicidade e
genotoxicidade de contaminantes ambientais.

No teste do micronucleo é possivel utilizar diferentes tipos de células:
branquiais, renais, hepaticas e eritrécitos. Sendo que dessas os eritrécitos sao os
mais utilizados por apresentarem um procedimento mais simples e por evitar a
morte dos animais (BOLOGNESI; HAYASHI, 2011).

O teste com anormalidades nucleares, além do micronucleo, em células de
peixes expostos a substancias genotdxicas, pode ser utilizado como complemento
ao teste do micronucleo, pois essas anormalidades sdo consideradas indicadores
de danos genotoéxicos (AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2001).

Poecilia reticulata (Figura 3) é um peixe conhecido popularmente como
guppy ou lebiste, pertencente a familia Poeciliidae. Guppies sao nativos de Trinidad
e Tobago, mas foram introduzidos em diversos locais do mundo (incluindo o Brasil)
por serem larvéfagos e, portanto, atuarem como controle biolégico de mosquitos
(HOUDE, 1997). Essa espécie é muito utilizada em estudos de toxicidade, pois é
altamente susceptivel a danos causados por agentes toxicos (KUMAR; SAHAY;
SINHA, 1995).

Figura 3. Poecilia reticulata.

Fonte: Adaptado de EVANS; GASPARINI, 2013.



A Organizagcao de Cooperagdo e Desenvolvimento econémico (OECD)
indica o0s guppies como organismos-teste para estudos de toxicidade e
ecotoxicidade, pois apresentam uma ampla distribuicdo e por serem sensiveis a

diversas substancias téxicas (OECD, 1992).

1.4. Biomarcadores em Allium cepa.

As plantas superiores sdo excelentes indicadores de efeitos citogenéticos e
mutagénicos de substancias quimicas ambientais, portanto, os bioensaios
realizados com elas sao altamente confiaveis, pois tém uma alta sensibilidade para
monitoramento e testes de genotoxinas (GRANT, 1999).

Dentre as plantas superiores, Allium cepa (cebola) € um organismo-teste
comumente utilizado em laboratérios para avaliagdo de toxicidade (FISKESJO,
1988). O teste com Allium cepa apresenta muitas vantagens como: rapidez, baixo
custo, boas condigdes para o estudo de danos cromossémicos ou disturbios da
divisdo celular, incluindo a avaliagéo de riscos de aneuploidia (FISKESJO, 1985).

A partir deste teste € possivel avaliar a toxicidade e a mutagenicidade. A
toxicidade € mensurada a partir da observagcao do crescimento das raizes, ja a
mutagenicidade é avaliada pela frequéncia de quebras cromossémicas. A alta
sensibilidade deste teste garante a detecgédo de contaminantes, o que é de extrema
importancia quando misturas complexas estdo sendo avaliadas. Sua sensibilidade
estda no mesmo nivel quando comparada com testes com algas ou linfécitos
humanos (FISKESJO, 1985).

O Teste de anormalidades cromossOmicas com raizes de Allium cepa é
muito sensivel e confiavel para analises ambientais, ele € baseado na avaliagdo do
potencial genotdxico e mutagénico de substancias quimicas, por meio do registro
da atividade mitética (indice mitético) e anormalidades no ciclo celular de células
meristematicas das raizes dessas plantas (VIDAKOVIC-CIFREK et al., 2002). Esse
teste foi validado em 1991 pelo International Programme of Chemical Safety (IPCS)
e o United Nations Environment Programme (UNEP), como um eficiente teste para
analise e monitoramento de genotoxicidade de substancias ambientais (CABRERA;
RODRIGUEZ, 1999).



1.5. Biomarcadores em Cultura de Células.

Testes in vitro utilizando células de mamiferos sao efetivos na detecgao de
agentes genotoxicos. A aplicagéo destes com o intuito de avaliar areas sujeitas a
contaminagao antropica, € um modo de diversificar e ampliar os niveis de respostas
genotodxicas obtidos por outros tipos de testes (CARDOZO et al., 2006).

De acordo com Reifferscheid et al. (2008), diversos testes citogenéticos in
vitro estdo sendo utilizados para avaliar a genotoxicidade de efluentes industriais,
aguas de rios e outras misturas complexas para medir seus efeitos na saude
humana. O texto do Micronucleo in vitro é considerado um método pratico, robusto
e significante para testar a genotoxicidade de amostras de agua.

Varias abordagens foram desenvolvidas para a realizagdo do Teste do MN
in vitro, uma das mais utilizadas € o Teste do Micronucleo com bloqueio na
citocinese. Essa técnica leva em consideracao que as células nado se dividem ao
mesmo tempo, entdo apenas as células em divisdo serdo contabilizadas. Essas
células serao identificadas por se apresentarem binucleadas, devido a inibicdo da

citocinese com a utilizagao da citocalasina B (Figura 4) (FENECH, 2000).

Figura 4. Esquema da acao da Citocalasina B.

Mitose ‘ M
e %

Com Citocalasina E'/ \

Anafase

Sem Citocalagina B

C&lula Binucleada Células Mononucleadas
com KN com M

Fonte: Adaptado de ZALACAIN; SIERRASESUMAGA; PATINO, 2005.
Outro teste in vitro que pode ser utilizado para analise da qualidade de agua,

€ o teste de redugcao da resazurina que € capaz de indicar a viabilidade celular.
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Com este teste € possivel indicar, por uma reagao de oxidagao-reducgéao, a presenca
de células viaveis, ocorrendo a passagem do estado oxidado, coloragao azul nao
fluorescente (resazurina), para o estado reduzido, coloragdo rosa altamente
fluorescente (resorufina). Este teste possui as seguintes vantagens: possui um
protocolo simples, permite uma rapida avaliagao da proliferagcéo celular, possui um
baixo custo e também permite analises adicionais das células em proliferagcao
(ANSAR AHMED; GOGAL; WALSH, 1994).

1.6. Caracterizacdo da Area de Estudo.

Uberléndia localiza-se no Estado de Minas Gerais, na regido do Triangulo
Mineiro, aproximadamente na latitude 18° 55’ 23” Sul e longitude 48° 17’ 19” Oeste.
O clima do municipio é caracterizado por épocas sazonais bem definidas,
possuindo um periodo chuvoso de novembro a margo (verao), e um periodo de
seca de maio a setembro (inverno). Possui como vegetagcdo predominante o
cerrado (CARRIJO; BACCARO, 2000).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) a
populagao de Uberlandia chega a quase 700 mil habitantes, essa populagao tem o
Rio Uberabinha como principal meio de abastecimento de agua (SALLA et al.,
2014). A sub-bacia do Rio Uberabinha (Figura 5) abrange terras dos municipios de
Uberaba, Uberlandia e Tupaciguara, sendo que o rio nasce no municipio de
Uberaba, atravessa todo o municipio de Uberlandia, até desaguar no Rio Araguari
(FELTRAN-FILHO, 2007).

Quando se analisa as atividades de uso e ocupacdo de solo nas
proximidades do Rio Uberabinha, é possivel perceber a forte presenca da
agropecuaria. Devido a isso diversas industrias foram atraidas para a regiao, tendo
como destaque as industrias de 6leos vegetais, frigorificos e laticinios (FELTRAN
FILHO, 2007).

Além do rio ser afetado pelas atividades agropecuarias e industriais, ele
também sofre influéncia de atividades antropicas domésticas, pois possui varios
efluentes menores, como o Cérrego Liso e o Cérrego do Oleo, os quais podem
apresentar substancias toxicas devido a sua proximidade com a area urbana
(BRITES; RANTIN, 2004).
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A estagao de tratamento de esgoto (ETE), é responsavel pelo tratamento de
95% do efluente gerado no municipio de Uberlandia. Devido a elevada densidade
populacional, a capacidade de diluicdo dos poluentes e a autodepuragcao natural
dos cursos de agua sao comprometidas, em consequéncia das elevadas demandas
de agua e dos efluentes langcados (domésticos, industriais e agricolas). Pelo
tratamento dos efluentes nao ser totalmente eficiente, juntamente com o fato do Rio
Uberabinha ter uma capacidade de diluicdo reduzida, existe o comprometimento da

qualidade da agua do rio a jusante do municipio de Uberlandia (SALLA et al., 2014).

Figura 5. Localizagdo da Bacia Hidrografica do Rio Uberabinha.

S10000 [ L0000 THON0N HTO0I0 26000

THTHI

Classes

l:l Limile da Bacia
B e
[ vperianais
:I ‘Tupaciguara

Municipios

Limites Fstaduais

S0 25 1] 50
. —
Tnfarmacaes Gierais
Projecio [TTM / Datum: WS 84 Fuso 22 Sul
Fonte: | imires Municipais - [BGE - 2001
Drenagem IBGH - 200]

Imagery: LandSar ® - 2015
Ore, SILVA_ 1R - 2016
PETRONZIOLL - 2016
Oirentadora: BLERTOLING, S M - 2016
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do Rio Uberabinha

Fonte: SILVA, 2016.

Desde 1998 o monitoramento deste rio é realizado pelo Instituto Mineiro de
Gestdo das Aguas (IGAM). Existem dois pontos de monitoramento por esse 6rgéo,
um localizado a montante e o outro a jusante da cidade de Uberlandia, e o
monitoramento é feito a partir de analises fisico-quimicas da agua (ROSOLEN et
al., 2009).
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OBJETIVO

1.7. Objetivo Geral

Avaliar a qualidade da agua do Rio Uberabinha, em quatro pontos com
caracteristicas distintas, na regido urbana da cidade de Uberlandia (MG), por meio

de testes in vivo e in vitro de genotoxicidade, citotoxicidade e toxicidade.

1.8. Objetivos Especificos

= Avaliar os parametros fisico-quimicos das aguas do Rio Uberabinha.

= Analisar o potencial genotéxico das aguas do rio a partir dos testes in vivo
de frequéncia de micronucleos e anormalidades nucleares em guppies (P.
reticulata).

= Determinar a toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade das aguas do rio
por meio dos testes in vivo com Allium cepa, em que serdao analisados os
tamanhos das raizes, o indice mitético e a frequéncia de micronucleos e
aberragdes cromossdémicas.

= Avaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade utilizando também os testes in
vitro com cultura de células de mamifero por meio da medi¢cdo da
viabilidade celular e da frequéncia de micronucleos, respectivamente.

= Comparar a agao das aguas de diferentes pontos do rio sobre os diferentes

organismos-teste.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Sitios de Estudo e Procedimento de Coleta das Amostras de

Agua

As amostras de agua e as amostras biolégicas foram coletadas em quatro
pontos distintos (Tabela 1) e (Figura 6), durante o periodo chuvoso (verdo) no Rio
Uberabinha em Uberlandia-MG. As amostras de agua foram acondicionadas em
recipientes préprios para cada analise: frascos de vidro, para as analises fisico-
quimicas; galdes de plastico para os testes com A. cepa e cultura de células. A
amostragem e preservagao seguiram a norma ABNT NBR 9898, “Preservacao e
Técnicas de Amostragem de Efluentes Liquidos e Corpos Receptores” (ABNT,
1987).

Tabela 1. Coordenadas dos pontos de coleta no Rio Uberabinha.

Pontos Coordenadas
Ponto 1 (P1) 18°59'16.38"S
48°10'9.38"0

Ponto 2 (P2) 18°55'44.79"S
48°17'35.93"0

Ponto 3 (P3) 18°53'32.08"S
48°18'57.93"0

Ponto 4 (P4) 18°52'29.36"S

48°20'29.84"0

O Ponto 1 esta localizado a montante da cidade de Uberlandia, proximo a
Estacdo Renato de Freitas do Departamento Municipal de Agua e Esgoto de
Uberlandia (DMAE), onde é realizada a captagao e o tratamento de grande parte
da agua que é distribuida para populagédo de Uberlandia.

O Ponto 2 se situa na area urbana de Uberlandia, depois que o rio passa por
alguns bairros da cidade como: Nova Uberlandia, Cidade Jardim, Jardim Colina,

Patriménio e Tubalina, e por dentro de um dos Clubes da cidade.
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Figura 6: Mapa evidenciando os pontos de coleta no Rio Uberabinha na cidade de
Uberlandia-MG.
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Fonte: Autoria propria.

O Ponto 3 se encontra um pouco antes do rio deixar a cidade, no Distrito
Industrial, onde estido localizadas diversas industrias: alimenticias, téxteis
metalurgicas e quimicas.

Por fim o Ponto 4 esta a jusante da Cidade de Uberlandia, na fazenda Capim
Branco, propriedade da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Se localiza

depois da Estacao de Tratamento de Esgoto (ETE) Uberabinha.

2.2. Parametros Fisico-quimicos
Para realizar as analises fisico-quimicas da agua foram feitas coletas das

amostras de agua de cada um dos quatro pontos, em triplicata, durante a estagéo

chuvosa (verao). Os parametros fisico-quimicos de sélidos suspensos e demanda
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bioquimica de oxigénio (DBO) das amostras de agua, foram analisados de acordo
com os procedimentos relatados por Boyd e Tucker (1992).

A avaliacédo de outros parametros fisico-quimicos ocorreu sob as diretrizes
do guia Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA/JAWWA/WPCEF, 1998). As analises de metais toxicos foram feitas utilizando
0 espectrOmetro de absorgcédo atébmica Varian Spectra AA220FS. As solugdes de
referéncia de metais toxicos foram dispostas em ordem de analise, preparadas com
0,9 mol/L de HNO e CFA-C 10% v/v (pH 8.0) (limites de detecgdo/LOD de 0,001
mg/L). Os resultados das analises foram comparados com os limites estabelecidos
pelo guia do 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005).

2.3. indice de Qualidade da Agua

O célculo do indice de Qualidade da Agua (IQA) de cada um dos pontos, foi
feito de acordo com os parametros do Instituto Mineiro de Gestdo de Aguas (IGAM,
2018a). Os dados foram analisados utilizando um software disponibilizado pelo site
do IGAM (2018b). De acordo com os resultados o IQA foi classificado como:
excelente (90 < IQA < 100); bom (70 < IQA = 90); regular (50 < IQA < 70); ruim (25
< IQA = 50) e muito ruim (0 < IQA < 25).

2.4. Testes com Peixes

Em cada um dos pontos foram coletados 7 guppies (P. reticulata) machos
adultos, utilizando redes de mé&o. Para a realizagdo dos testes foi seguido o
protocolo 119/17, enviado para a Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais
(CEUA), de acordo com a técnica desenvolvida por Pereira e De Campos Junior
(2015). Para obter os eritrocitos, as branquias foram centrifugadas em soro fetal
bovino (800x por 5 minutos).

Para analise microscopica de cada um dos peixes, foram preparadas trés
laminas com esfregago dos eritrocitos. As laminas foram coradas com Giemsa
(5%), e foram contados 2.000 eritrocitos por ldmina, totalizando 6.000 células por
peixe. Por meio de um fotomicroscopio (magnificacdo de 1000x), foram

identificadas as frequéncias de anormalidades nucleares (AN) e de micronucleos
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(MN). As AN consideradas foram células: binucleadas, lobadas, segmentadas ou
em forma de rim. A frequéncia de AN foi determinada pela soma dessas
anormalidades, com excec¢ado dos MN’s que foram analisados separadamente.
Devido ao fato que no Ponto 1 a espécie Poecilia reticulata nédo foi
encontrada, somente nesse ponto a espécie analisada foi Phalloceros
caudimaculatus. Apesar das duas espécies pertencerem a mesma familia
(Poeciliidae), foi realizado um estudo para confirmar se os testes genotoxicos
apresentam resultados similares. Para isso foi escolhida uma represa (RP)
localizada na latitude 18°53'34.83"S e longitude 48° 8'34.81"0O, onde ambas
espécies foram encontradas, sendo assim, para realizar este teste o mesmo
protocolo foi utilizado. Esta represa também foi considerada como ponto de

referéncia, e foi realizada a analise dos parametros fisico-quimicos da agua.

2.5. Testes com Allium cepa

Para a realizacdo deste estudo foi utilizado o protocolo estabelecido por
Fiskesjo (1985) com adaptacgdes. As cebolas foram adquiridas de uma mesma fonte
comercial, as raizes secas foram retiradas e os bulbos de cebola foram colocados
para enraizar em frascos com agua a temperatura ambiente e no escuro por 24
horas.

Em seguida esses bulbos foram colocados por 72 horas nos tratamentos:
P1, P2, P3 e P4 nas concentragdes 100%, 50% e 25% e nos controles negativo
(agua destilada) e positivo (paracetamol 400mg/L). Foram utilizadas 5 cebolas para
cada tratamento.

Apoés o tempo de tratamento, foram retiradas as 6 maiores raizes de cada
cebola, que foram medidas com o auxilio de um paquimetro. Em seguida essas
raizes foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol : acido acético) sendo mantidas em
temperatura ambiente, e 24 horas depois foram colocadas em alcool 70% a - 6°C.

Para a confecg¢ao das laminas foram utilizadas duas raizes de cada cebola.
As raizes foram lavadas em agua destilada por 5 minutos trés vezes, depois foram
hidrolisadas em HCI 5N por 3 min e por fim foram enxaguadas com agua destilada.
As raizes foram colocadas em laminas com uma gota de acido acético 45%, com o

auxilio de uma lupa, a coifa foi retirada, e a parte das raizes utilizada foi a regiao
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contendo as células meristematicas. Essa regido foi fragmentada, e uma laminula
foi colocada para separar ainda mais as células. A retirada da laminula foi feita
utilizando nitrogénio liquido.

As laminas foram coradas com o fluorocromo Hoechst 33258. A analise
destas foi feita utilizando um microscopio de fluorescéncia com objetiva de 40x.
Foram analisadas 1000 células por bulbo, totalizando 5000 células por tratamento.

O indice mitdtico foi calculado pela razdo do numero de células em divisdo
pelo numero total de células analisadas, multiplicado por 100. A frequéncia de
células micronucleadas foi estimada observando 1000 células na intérfase por
bulbo. Ja as anormalidades cromossémicas (AC) foram apresentadas como um
numero total de anormalidades em 100 células em divis&do (excluindo a préfase) por
cebola. Foram consideradas anormalidades cromossémicas: fragmentos

cromossOmicos, cromossomos atrasados e pontes.

2.6. Testes com Cultura de Células

A linhagem celular escolhida foi a mioblasto (C2C12), que € uma linhagem
subclone da linhagem celular murina C2. Esses mioblastos consistem em uma
populacdo de células miogénicas que tém a capacidade de proliferarem e
diferenciarem rapidamente in vitro (BURATTINI et al., 2004; GRABOWSKA et al.,
2011).

Essa linhagem celular foi mantida in vitro, foi cultivada em frascos de 25 cm?
em meio RPMI-1640 (Gibco®, Paisley, UK), suplementado com 100 U/mL de
penicilina, 100 pug/mL de estreptomicina (Sigma Chemical Co.®, St. Louis, USA),
10% de soro fetal bovino inativado por aquecimento (Cultilab®, Campinas, Brazil)
e foram mantidas em uma estufa a 37°C e 5% CO..

A linhagem celular (1 x 10* cels/pogo) foi incubada em 100 pL de meio de
cultura RPMI-1640 completo em uma microplaca estérii de 96 pogos.
Posteriormente as células foram tratadas com meio contendo as amostras de agua
P1, P2, P3 e P4 nas concentragées 100%, 75%, 50%, e 25% e foram feitos os
controles: negativo com agua destilada e positivo com mitomicina (1uL/mL), todos
os tratamentos foram realizados em quadruplicata. A microplaca foi incubada a
37°C com 5 % de COz, por 24 horas.
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Para avaliar a viabilidade celular foi feito o teste de redugao da resazurina.
Apods 20 horas de tratamento, em cada poco foi adicionado 20uL de resazurina
(10%), depois de 4 horas de incubacgdo a leitura da placa foi realizada em um
espectrofotdbmetro a 570nm. A porcentagem de viabilidade celular é obtida pela
seguinte férmula:

Viabilidade Celular = [(AE-CP) / (CN-CP)] *100

Em que:

AE = absorbancia nos pogos tratados;

CP = absorbancia nos pogos contendo apenas meio de cultura;

CN = absorbancia nos pogos contendo controle negativo (meio de cultura
contendo células);

Foi realizada a repeticao deste ensaio.

Na continuidade, para a realizagado da analise de genotoxicidade a partir do
teste do micronucleo, foi seguido o protocolo OECD 487 (OECD, 2012), com
algumas modificagdes. Para isto foram selecionadas apenas 3 concentragdes dos
tratamentos (100%, 50% e 25%), as quais apresentaram viabilidade celular acima
de 70%, aonde o sobrenadante foi retirado e a citocalasina B (5 yug mL-1) foi
adicionada e mantida por mais 24 horas a 37°C e 5% CO2. Posteriormente, as
células foram lavadas com PBS 1x e em seguida foram fixadas com formol 10 %
diluido em PBS 1x. As células foram incubadas a 4°C overnight. Para remover o
fixador foi adicionado PBS 1x e posteriormente foi adicionado o fluorocromo
Hoechst 33342 (0,9 mg mL-1) na concentracédo de 5 uM, com intuito de marcar o
DNA da célula, sendo incubada por 20 min em 37°C no escuro. Logo apos foi
adicionado PBS 1x e por fim foi adicionado a solugédo de montagem (Na2HPO4 0,2
M em PBS 1x). As imagens foram capturadas no microscopio de fluorescéncia
EVOS (Thermo Fisher Scientific®, Massachusets, EUA). Para analisar a frequéncia
de micronucleos, foram contadas 2000 células binucleadas por concentracéo e

apenas os micronucleos presentes em células binucleadas foram considerados.
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2.7. Analise Estatistica

Os testes com peixes foram analisados estatisticamente por analise de
variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparagdes multiplas Tukey, utilizando
o software GraphPad Prism 7.0. Com o mesmo software as analises estatisticas
dos testes com Allium cepa e cultura celular foram feitas utilizando two-way
ANOVA, seguido pelo teste de comparagdes multiplas Dunnett. O calculo da
viabilidade celular no teste com cultura de células foi feito utilizando o mesmo
software, a partir de uma regressao nao linear, que relaciona o percentual de
viabilidade celular em fungéo do logaritmo das diferentes concentracbées de agua

testadas, admitindo-se um intervalo de confianga de 95% (p < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Parametros Fisico-quimicos e indice de Qualidade de Agua

O CONAMA (2005) classifica os corpos de agua segundo a qualidade
requerida para os seus usos preponderantes, as aguas doces possuem cinco
classes distintas: classe especial, classe 1, classe 2, classe 3 e classe 4 (Tabela
2). Os padrdes de qualidade estabelecem limites individuais para cada substancia,
em cada uma das classes. Neste trabalho os parametros fisico-quimicos foram
avaliados com base nos niveis permitidos para aguas doces de classe 2, devido as
atividades que sao realizadas nas regides em que foram feitas as analises.

O resultado da analise dos parametros fisico-quimicos das amostras de agua
dos 4 pontos de coleta do Rio Uberabinha (P1, P2, P3 e P4) e do ponto na represa
(RP) estao dispostos na Tabela 3. Como as analises foram realizadas em triplicata,
o resultado representa a média £ o desvio padrao desses dados.

Nos pontos P1 e RP, nenhum dos parametros analisados ultrapassou, ou
ficou abaixo, dos limites estabelecidos pelo CONAMA (2005) para corpos de agua
classe 2. Inclusive os seus limites se enquadram na classe 1, que representa um
nivel em que as aguas doces apresentam uma melhor qualidade, em comparagao

com a classe 2.
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Tabela 2: Classes de agua doce e seus usos de acordo com a resolugédo do
CONAMA 357/2005.

Classificagao Usos

Classe especial Abastecimento para consumo humano, com desinfecgéo; a
preservacao do equilibrio natural das comunidades aquaticas
e a preservagdo dos ambientes aquaticos em unidades de
conservagao de protecao integral.

Classe 1 Abastecimento para consumo humano, apos tratamento
simplificado; a protecdo das comunidades aquaticas; a
recreacdo de contato primario, tais como natagc&do, esqui
aquatico e mergulho, conforme a resolugdo CONAMA n° 274,
de 2000; a irrigagao de hortaligas que sdo consumidas cruas
e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que sejam
ingeridas cruas sem remoc¢ao de pelicula e a protegcdo das
comunidades aquaticas em Terras Indigenas.

Classe 2 Abastecimento para consumo humano, apos tratamento
convencional; a protecdo das comunidades aquaticas; a
recreagao de contato primario, tais como natagdo, esqui
aquatico e mergulho, conforme resolugdo CONAMA n° 274, de
2000; a irrigacao de hortaligas, plantas frutiferas e de parques,
jardins, campos de esporte e lazer, com 0s quais o0 publico
possa vir a ter contato direto e a aquicultura e a atividade de
pesca.

Classe 3 Abastecimento para consumo humano, apods tratamento
convencional ou avangado; a irrigagao de culturas arboreas,
cerealiferas e forrageiras; a pesca amadora; a recreacao de
contato secundario e a dessedentacdo de animais.

Classe 4 Navegacgao e harmonia paisagistica.
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Tabela 3: Parametros fisico-quimicos dos pontos de coleta do Rio Uberabinha. Os dados representam a média + o erro padrao
de 3 replicatas. * Valores acima dos niveis determinados pelo CONAMA (2005) para aguas doce de classe 2. ** Valores abaixo

dos niveis determinados pelo CONAMA (2005) para aguas doce de classe 2. ND = parametro n&o detectado.

Sitios de Estudo

Parametros Unidades

P1 (MédiazSD) P2 (MédiaxSD) P3 (MédiatSD) P4 (MédiatSD) RP (Média+SD)
Oxigénio Dissolvido  (mg/L) 7.40 £ 0.10 5.60 + 0.40 3.03. £ 0.15* 6.13+0.15 6.97 + 0.06
Cloretos (mg/L) 2.07+£0.10 15.87 £ 0.31 10.98 £ 0.24 7.88 £ 0.39 1.08 £ 0.06
Coliformes fecais (NMP/100mL)  19.67 £ 4.93 759.67 + 131.05 1016.33 £ 112.86* 231.67 + 33.50 31+ 3.61
pH 6.80 £ 0.00 6.43+0.15 5.97 £ 0.06** 6.27 £ 0.12 6.87 £ 0.06
DBO (mg/L) 1.13 £ 0.06 6.63 £ 0.25* 9.53 £ 0.65* 6.30 £ 0.26* 0.97 £ 0.06
Nitratos (mg/L) 0.58 + 0.08 2.90+0.12 4.51+£0.24 3.47+0.18 0.96 + 0.07
Nitritos (mg/L) ND 0.02 £ 0.00 0.04 + 0.01 0.03 + 0.01 ND
Foésforo Total (mg/L) ND 0.03 £ 0.01 0.06 + 0.01 0.03 + 0.01 ND
Turbidez (UNT) 6.43+0.15 101.43 £ 2.49* 150.63 £ 1.91* 2227 £2.44 18.23 + 1.46
Sdlidos totais (mg/L) 57.23 £ 11.93 531.6 + 48.54* 943.07 £ 106.68*  109.4 + 12.20 75.70 £ 6.97
Nitrogénio Amoniacal (mg/L) 0.71+£0.09 3.49 £ 0.06 5.56 £ 0.23* 3.94 £ 0.26* 1.11+£0.03
Arsénio (mg/L) ND ND ND ND ND
Bario (mg/L) ND ND ND ND ND
Cadmio (mg/L) ND 0.02 + 0.00* 0.11 £ 0.02* ND ND
Chumbo (mg/L) ND ND 0.06 + 0.00* 0.01 £ 0.00* ND
Cianeto (mg/L) ND ND ND ND ND
Cobre (mg/L) ND ND ND ND ND
Cromo (mg/L) ND 0.013 £ 0.00 0.04 £ 0.00 0.01 £ 0.00 ND
Fendlicos totais (mg/L) ND ND ND ND ND
Mercurio (mg/L) ND ND ND ND ND
Zinco (mg/L) ND ND ND ND ND
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No ponto P2 os niveis de demanda bioquimica de oxigénio (DBO), turbidez,
solidos totais e cadmio, estdo acima do indicado para aguas doces de classe 2.
Esses parametros que estdo acima dos limites, relacionam-se com os tipos de
efluentes que o rio recebe até este ponto (agricolas e domésticos).

A Demanda Bioquimica de Oxigénio € um método indireto para a
quantificacdo da matéria organica, ou do seu potencial poluidor. Com essa técnica
€ possivel medir a quantidade de oxigénio necessario para consumir a matéria
organica contida na agua. Portanto, se os niveis da DBO est&o altos, significa que
existe uma grande quantidade de matéria organica naquela amostra. A matéria
organica é uma das principais causadoras do problema de poluicdo das aguas
(VON SPERLING, 2005).

A turbidez representa o grau de interferéncia a passagem da luz através do
liguido. Sua elevada taxa pode reduzir a penetracdo da luz, reduzindo a
fotossintese, o que afeta as comunidades biolégicas aquaticas. Despejos
domésticos e industrias sdo responsaveis por aumentarem o seu nivel (VON
SPERLING, 2005).

Sdélidos totais dissolvidos (STD) é a soma de todos os constituintes quimicos
dissolvidos em agua, sendo assim, € utilizado como um indicador agregado da
presenca de produtos quimicos contaminantes, suas elevadas concentragcbes
podem ser prejudiciais a vida aquatica. As fontes primarias de STD sao agricolas e
residenciais (PARRON; MUNIZ; PEREIRA, 2011).

O cadmio é um metal muito téxico, que mesmo em baixas concentragdes,
confere a agua caracteristicas toxicas, isso ocorre devido a sua habilidade de
formar complexos com substancias organicas. Além disso, assim como outros
metais, o cadmio se acumula no ambiente aquatico, aumentando sua concentracao
na biomassa de organismos, a medida que se evolui na cadeia alimenta (fendmeno
da biomagnificagédo) (FUNASA, 2014). Ja se sabe que o cadmio apresenta efeito
genotdxico, o que reforga a preocupagao com a emissdo do mesmo em aguas.
Essa emissdo pode ser originada por atividades industriais, agricolas e urbanas
(SOUZA, 2016).

Como o ponto P2, o P3 também apresentou indices elevados para DBO,
turbidez, sélidos totais e cadmio, sé que com valores ainda mais altos. Mas além

disso, também apresentou valores maiores que os limites para coliformes fecais,
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nitrogénio amoniacal e chumbo, e menores que o limite para oxigénio dissolvido e
pH. Esses resultados indicam a grande presenca de matéria organica e metais
pesados, provenientes de efluentes domésticos e industriais.

Coliforme é um grupo de bactérias que habita normalmente o intestino de
homens e animais, portanto, o indice de coliformes fecais, indica a contaminagao
de uma amostra de agua por fezes. Quanto maior for a quantidade de coliformes,
maior € a probabilidade de que haja contaminag&o por organismos patogénicos.
Sua presenga em grandes quantidades € um indicativo da presenca de efluentes
domésticos (FUNASA, 2014).

Os processos de conversao do nitrogénio tém implicacbes na operacao das
estacdes de tratamento de esgotos, em termo de consumo de oxigénio, consumo
de alcalinidade e sedimentabilidade do lodo. O nitrogénio amoniacal é diretamente
téxico aos peixes (VON SPERLING, 2005).

O chumbo é um metal pesado e € um dos principais poluentes dos meios
aquaticos e terrestres. Ele é considerado pela International Agency for Research
on Cancer (IARC) uma substéncia carcinogénica. Mesmo em baixas concentracdes
pode interferir em diversas partes do metabolismo, e assim como o cadmio,
apresenta o fendbmeno da biomagnificacdo. Frequentemente é encontrado em
aguas residuarias industriais (IARC, 2006; SOUZA, 2016).

O oxigénio dissolvido € um componente essencial para os seres vivos, a sua
reducdo pode provocar mortandade dos organismos aerdbicos, solubilizagdo de
diversos compostos quimicos de presenca indesejavel e aumento na toxicidade de
varios elementos. Quanto maior for a quantidade de matéria organica, menor sera
a quantidade de oxigénio dissolvido (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; PARRON;
MUNIZ; PEREIRA, 2011).

O potencial hidrogeniénico (pH) € um indicativo da condigdo de acidez,
neutralidade ou alcalinidade da agua. A sua variacao influencia no equilibrio de
compostos quimicos. Valores baixos podem ser indicativos da presenca de
efluentes industrias (VON SPERLING, 2005).

Por fim, o ponto P4 apresentou alteracées nos paradmetros DBO, nitrogénio
amoniacal e chumbo, o que confirma a presenca de matéria organica e metais

pesados acima do limite, mesmo depois de realizado o tratamento da agua.
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Uma analise qualitativa das amostras de agua foi feita de acordo com os
parametros estabelecidos pelo IGAM (Tabela 4), onde sao analisados os 9
parametros considerados mais representativos para a caracterizacdo da qualidade
das aguas: oxigénio dissolvido, coliformes termotolerantes, pH, demanda
bioquimica de oxigénio, nitrato, fosfato total, variagdo da temperatura da agua,
turbidez e sélidos totais. Os pontos P1 e RP foram classificados como excelente, e
por isso foram considerados como pontos de referéncia. Os pontos P2 e P3 foram
classificados como ruim, ou seja, sdo as amostras com pior qualidade de agua. Ja

o ponto P4 foi classificado como regular.

Tabela 4: Resultados da avaliacdo do IQA dos pontos do Rio Uberabinha e da

Represa.
Pontos Valores IQA Classificagao
Ponto 1 (P1) 84.7 Excelente
Ponto 2 (P2) 43.7 Ruim
Ponto 3 (P3) 32.9 Ruim
Ponto 4 (P4) 60.9 Regular
Represa (RP) 81.0 Excelente

3.2. Testes com Peixes

Foi realizado o teste do MN com peixes coletados nos pontos amostrais, afim
de avaliar o potencial genotdxico desses locais (Figuras 7 e 8). Os resultados com
os peixes Poecilia reticulata e Phalloceros caudimaculatus coletados na mesma
represa (ponto RP), ndo apresentaram diferenca estatistica quanto a frequéncia de
micronucleos nas duas espécies. Isso significa que & possivel comparar os
resultados obtidos no ponto P1, com Phalloceros caudimaculatus, com os
resultados dos outros pontos, onde o teste foi realizado com Poecilia reticulata.

Foram considerados como referéncia os peixes P. reticulata coletados na
represa (RP P. reticulata). Os pontos P1 e P4 nao apresentaram diferenga
significativa quando comparados com o ponto de referéncia. Isso significa que

esses pontos ndo apresentam uma acgao genotdxica nessa espécie de peixe.
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Figura 7: Imagem representativa de micronucleo encontrado em eritrécito de
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Figura 8: Grafico representativo da frequéncia de micronucleos encontrada em

Poecilia reticulata.

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 ponto de referéncia (RP P. reticulata)].
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Ja os pontos P2 e P3 apresentaram uma diferenga estatistica com
significancia de 0.0001, isso indica a alta genotoxicidade dessas amostras de agua
para esses organismos. Bolognesi e Hayachi (2011), descrevem a frequéncia de
micronucleos em peixes de agua doce como um biomarcador capaz de identificar
danos genotdxicos que podem ser causados por: descargas urbanas ou industriais,
metais pesados e pesticidas

Ao analisar os resultados da frequéncia de AN (Tabela 5), é possivel
perceber que os pontos P2 e P3 continuam apresentando resultados significativos
quando comparados ao ponto de referéncia (P. reticulata), o que corrobora com os

dados da analise de frequéncia de MN.

Tabela 5: 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 ponto de

referéncia (P. reticulata)].

Pontos Binucleada Lobada Segmentada Forma de rim
RP (P. reticulata) 4+13 2+11 1£0.8 1+£0.7

RP (P. caudimaculatus) 4+1.2 2+0.8 2+0.8 1+0.6

Ponto 1 4+0.8 2+0.9 2+0.9 2+0.7*
Ponto 2 14 + 2.6*** 17 £ 3.2%% 5% 1.4%* 6 * 1.3%**
Ponto 3 18 + 2.0**** 30 £ 2.8**** 6 * 1.3%** 8 + 1.7
Ponto 4 7+ 1.9%%* 2+0.7 2%+10 2+11*

Foram observadas algumas alteragdes na frequéncia de AN que néo
estiveram presentes nos testes com MN. P4 apresentou uma maior frequéncia de
células binucleadas e em forma de rim, quando comparado ao ponto de referéncia,
e o ponto P1 apresentou um pequeno aumento na frequéncia de células em forma
de rim. Ayllon e Garcia-Vazquez (2000) sugerem utilizar a analise de anormalidades
nucleares (AN) para investigar a genotoxicidade, além da analise de micronucleos,
pois algumas vezes as AN sao induzidas, até mesmo quando ndo ha a presencga
de MN.

A partir dessas analises de MN e AN é perceptivel a agdo genotdxica que os
pontos P2 e P3 exercem sobre os peixes P. reticulata. P4 apresenta uma pequena
genotoxicidade, e P1 ndo é genotdxico para esses individuos. Os peixes sao
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considerados bons organismos para analise de genotoxicidade, pois tém a
capacidade de acumular poluentes diretamente da agua contaminada ou
indiretamente através da ingestao de organismos aquaticos contaminados. Sendo
assim, poluentes genotoxicos podem levar a contaminagdo nédo s6 dos préprios
organismos aquaticos, mas de todo o ecossistema, incluindo os seres humanos,
através da cadeia alimentar (MATSUMOTO et al., 2006).

3.3. Testes com Allium cepa

A partir da analise do resultado dos tamanhos das raizes de Allium cepa
(Figura 9), é possivel avaliar a toxicidade das amostras de agua. E possivel
perceber que no controle positivo com paracetamol (CP), em comparagédo com o
controle negativo com agua destilada (CN), houve uma inibicdo do crescimento

radicular, o que evidencia a toxicidade do paracetamol.

Figura 9: Grafico representativo das taxas de crescimento das raizes de A. cepa 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).
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O ponto P1 ndo apresentou diferencga significativa em comparagdo com o
CN. Em contrapartida, todos os outros pontos (P2, P3 e P4) apresentaram um
aumento significativo no crescimento radicular. Esse aumento indica que essas
amostras ndo apresentam efeito toxico para esses organismos, mas evidencia uma
grande presenca de matéria organica, advinda principalmente do esgoto doméstico
(FERREIRA et al., 2012).

O indice Mitético (IM) é utilizado para avaliar a porcentagem de células na
divisdo celular (Figura 10). Com esse indice também é possivel avaliar a taxa de
citotoxicidade das amostras de agua, a partir da redugao deste. Quando o IM possui
um valor menor que o controle negativo, pode indicar alteragdes provenientes da
acgao de substancias quimicas no crescimento e desenvolvimento dos organismos
expostos, agora quando o IM é maior indica um aumento na divisdo celular, o que
pode levar a proliferacao celular desordenada e, eventualmente, a formagao de
tumores (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Os resultados do IM (Figura 11), apontam que os pontos P2 e P4 tiveram
uma reducdo significativa nos seus indices mitoticos, em comparagdo com o
controle negativo. Além disso, os seus indices tiveram valores bem proximos ao do
controle positivo. Esses resultados indicam que esses pontos possuem uma grande

atividade citotoxica.

Figura 10: Representacdo de células meristematicas de Allium cepa, durante a

divisao celular. (A) Profase. (B) Metafase. (C) Anafase. (D) Teléfase.
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Figura 11: 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 padrdo. * p<0,05. ** p<0.01, *** p<0.001 e ****

p<0.0001 (comparando com o controle negativo).
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Na avaliagdo do potencial genotdoxico em Allium cepa avaliou-se as
anormalidades cromossémicas (AC) e a frequéncia de micronucleos (MN).
Considerou-se a somatéria das seguintes anormalidades cromossémicas:
fragmentos cromossémicos, cromossomos atrasados e pontes (Figura 12). Ja o
resultado da frequéncia de MN foi analisado separadamente. As AC sao
consideradas um bioindicador eficiente na investigagao do potencial genotdxico,
pois fornecem informacdes importantes que devem ser consideradas na avaliacao
ambiental (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Segundo os mesmos autores o0s
fragmentos cromossémicos e as pontes sao indicadores de uma acao clastogénica,
enquanto o cromossomo atrasado indica uma agdo aneugénica. Nos resultados
das AC (Figura 13), é possivel perceber que apenas o controle positivo e o ponto
P3, nas concentracdes 100% e 50%, tiveram um aumento significativo na

frequéncia de AC em relacao ao controle negativo.
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Figura 12: Representagao de células meristematicas de Allium cepa apresentando
anormalidades. (A) Micronucleo. (B) Fragmento cromossdémico. (C) Ponte. (D)

Cromossomo atrasado.

Figura 13: Grafico representativo da frequéncia de anormalidades cromossdmicas
encontradas nas células meristematicas de A. cepa 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).
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Para completar a avaliagcdo do potencial genotoxico destas amostras de
agua em A. cepa, também foi analisada a frequéncia de MN em células
meristematicas (Figura 14). O ponto P3, somente na concentragcdo 100%, foi o que
apresentou a maior diferenga na frequéncia de MN em comparacédo ao controle
negativo, tendo como significancia p<0.0001. Outro ponto que apresentou diferencga

significativa foi o P2 100%, mas com uma significancia bem menor.

Figura 14: 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 padrao. * p <0,05. ** p <0.01, ™ p<0.001 e *™** p

< 0.0001 (comparando com o controle negativo).
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De uma maneira geral, os testes com A. cepa indicaram uma citotoxicidade
nos pontos P2 e P4, e genotoxicidade nos pontos P2 e P3, mas somente nas
concentragbes 100%. Para Leme e Marin-Morales (2009), o teste com A. cepa é
um ensaio rapido e sensivel na detecgdo agentes genotdxicos e mutagénicos
ambientais. Portanto este teste representa um importante método para triagem de
contaminantes ambientes e seus mecanismos de acao, podendo ser utilizado como

alerta para outros sistemas teste.
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3.4. Testes com Cultura de Células

Com o intuito de analisar o potencial citotoxico das amostras de agua dos 4
pontos do Rio Uberabinha, a linhagem C2C12 foi tratada por 24 horas com cada
uma destas, entdo a viabilidade celular foi avaliada através do teste de redugao da
resazurina. A partir dos dados obtidos (Figura 15), & possivel perceber que em
nenhum dos tratamentos a viabilidade celular diminuiu. Esse teste indica que

nenhuma das amostras de agua foi citotoxica para linhagem C2C12.

Figura 15: Curva concentragdo-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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Ja a genotoxicidade foi avaliada pelo teste do MN (Figura 16). Foi feita a
quantificacdo de MN em 1000 células binucleadas. Testes com células de
mamiferos sdo importantes, pois sdo bons em identificar agentes genotoxicos. A
aplicacao destes na avaliagdo da qualidade da agua, amplia os niveis de respostas

genotodxicas obtidos por testes com outros organismos (CARDOZO et al., 2006).
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Nos resultados (Figura 17) é possivel observar o grande aumento na
frequéncia de MN do controle positivo com mitomicina (CP), em relagdo ao controle
negativo (CN). Os resultados de P1 ndo apresentaram diferenga significativa em
relagdo ao controle negativo. P2 exibiu um aumento na frequéncia de MN apenas
na concentragado 100%, com significancia de 0.05.

Os pontos P3 e P4, tiveram um aumento na frequéncia de MN, com relagao
ao controle negativo, em suas concentragcdes 100% e 50%. De todos P3 100% foi
o tratamento que apresentou a maior frequéncia de MN, obtendo valor em préximo

ao do controle positivo.

Figura 16: Imagem representativa de micronucleo encontrado em célula C2C12

binucleada.
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Figura 17: Gréfico representativo da frequéncia de micronucleos encontrada em
células C2C12 de acordo com cada ponto de coleta. Os dados representam a
média + o erro padrédo. * p < 0,05. ** p < 0.01, *™* p < 0.001 e **** p < 0.0001

(comparando com o controle negativo).
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Os testes com cultura de C2C12, indicam que nenhum dos pontos amostrais
sao citotoxicos. Ja os testes com MN apontam uma alta genotoxicidade para os
pontos P3 e P4, mas apenas nas concentragdes 100% e 50%. O ponto P2

apresentou uma pequena genotoxicidade na sua concentragado 100%.

3.5. Anadlise comparativa dos testes

Para avaliar a qualidade da agua com maior seguranga, € fundamental a
utilizagdo de organismos representantes de diferentes niveis tréficos. Dessa
maneira, uma maior gama de substancias presentes em uma amostra de efluentes
podera ser detectada, devido a diferente sensibilidade dos organismos (DIETZ et
al., 2000). Por esse motivo foram escolhidos para este trabalho trés organismos de
niveis troficos diferentes: Allium cepa, Poecilia reticulada e uma linhagem celular
de mamiferos (C2C12).
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Outro aspecto importante é que com a utilizacdo da diluicdo das amostras
de agua, se tornam mais claros os impactos de toxicidade desta, envolvendo os
efeitos de citotoxicidade e genotoxicidade que as diferentes concentragbes podem
apresentar (GUIMARAES; LACAVA; MAGALHAES, 2004). Neste estudo ficou
evidente a diferenca de resultados de acordo com cada uma das concentragoes,
sobretudo as amostras de agua de todos os pontos na concentragédo 25% nao
apresentaram efeito genotoxico.

De uma maneira geral, os resultados obtidos nos testes com cada um dos
diferentes organismos, foram similares. Mas ocorreram algumas excecgdes,
evidenciando a diferente sensibilidade que esses organismos apresentam em
frente aos tratamentos com substéncias diferentes.

Na analise fisico-quimica o ponto P1 apresentou o melhor IQA, com
pontuacao de 84,7, o que o classificou como “Excelente”. Todas as outras analises
ecotoxicoldgicas corroboram com essa classificagdo, pois nos testes nenhum
biomarcador apresentou resultados significantemente diferentes dos controles
negativos. Esses resultados eram esperados, visto que neste ponto, o rio ainda ndo
recebe a descarga de efluentes domésticos e industriais.

P2 que foi classificado como “Ruim”, ja apresentou algumas divergéncias em
seus testes. Foi observada sua acéao citotdxica em A. cepa, mas nao no ensaio com
cultura de células. Nos testes genotoxicos, sua agao foi percebida em P. reticulata,
em A. cepa e na cultura de células de mamifero, mas apenas na sua concentragao
bruta. Essas alteracbes podem estar sendo causadas pela presenca do cadmio,
pois este pode apresentar uma atividade toxica, mesmo em baixas quantidades
(SOUZA, 2016).

N&o é possivel afirmar que o cadmio seja o unico responsavel pela atividade
genotodxica, pois os efluentes sao liberados no ambiente aquatico como misturas
complexas, que na maioria das vezes nao se tem conhecimento da sua interagao
téxica (HEWITT; MARVIN, 2005).

O ponto P3 que teve o pior IQA (32,9), que foi classificado como “ruim”,
realmente apresentou resultados muito preocupantes. Em todos os ensaios de
genotoxicidade, este foi o ponto que apresentou os maiores indices. Mas ele nao
apresentou nenhum resultado significativo, se tratando dos testes de citotoxicidade.

Provavelmente essa alta taxa de genotoxicidade esta sendo causada pela presenga
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dos metais pesados cadmio e chumbo, que ainda pode ser agravada pela baixa
taxa de Oxigénio Dissolvido, pois esta pode interferir aumentando a toxicidade de
substéancias ja presentes na agua (PARRON; MUNIZ; PEREIRA, 2011).

Apesar de estar localizado logo ap6s a Estagdo de Tratamento de agua, o
ponto P4 ainda apresentou limites acima da média de nitrogénio amoniacal,
chumbo e DBO, sendo assim, exibiu um nivel intermedidrio na analise de
parametros fisico quimicos, e foi classificado como “regular”. Nos bioensaios
apresentou efeito citotoxico em A. cepa, mas ndo na cultura de células. Sua
genotoxicidade foi vista em P. reticulata e na cultura de células, nas concentragdes
100% e 50%.

4. CONCLUSAO

Os dados obtidos a partir dos ensaios ecotoxicolégicos, realizados com
Poecilia reticulata, Allium cepa e cultura de células C2C12, além das analises de
parametros fisico-quimicos das amostras de agua, nos permitem concluir que o
ponto P1 ndo apresentou qualquer efeito toxico. P2 exibiu um nivel intermediario
de efeitos citotoxico e genotodxico, provavelmente causados pela presenca de
cadmio. Ja o ponto P3 foi avaliado com altos indices de genotoxicidade,
possivelmente em decorréncia da presengca dos metais pesados (cadmio e
chumbo). Por fim, P4 apresentou agdes genotoxicas e citotdxicas com relativa
significancia.

E de extrema importancia que exista uma preocupacdo com os efluentes
(industriais e domésticos) que sédo depositados nesses pontos (P2, P3 e P4), pois
sdo locais onde ocorrem as seguintes atividades: recreagao, irrigacéo, pesca e
consumo de agua por animais. Devido ao fato das amostras de agua apresentarem
efeitos genotodxicos e citotoxicos, todos organismos envolvidos nessas atividades

podem correr riscos.
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