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RESUMO

Ecossistemas aquaticos recebem a maioria dos contaminantes provenientes de
fontes industriais, urbanas e atividades agricolas. Em algumas regides, o ambiente tem
sido perturbado de tal modo que a degradacdao destes contaminantes e restauragao do
equilibrio natural nao sdo possiveis. O biomonitoramento ¢ uma ferramenta de avaliagao
da qualidade ambiental dentro de uma escala espacial e temporal definida, no
monitoramento fisico-quimico ¢ abordado a qualidade e a quantidade de fatores,
podendo-se eventualmente inferir-se sobre os efeitos biologicos, enquanto que na
bioindicagdo obtém-se informacdes sobre os efeitos no sistema biologico, podendo-se
eventualmente inferir sobre a qualidade e quantidade do fator estressor. O trabalho
verificou a influéncia de efeitos antropicos na qualidade das adguas do Coérrego Brejo
Alegre. Foi realizado o teste de micronucleo em ambas espécies empregadas, teste de
desenvolvimento radicular, juntamente as andlises fisico-quimico. A associag@o de todos
os resultados, evidenciam que hé substancias poluentes genotéxicas em ambos 0s pontos
de anélise. Portanto, os resultados obtidos servem como base para verificar a interferéncia
da degradag¢do ambiental do Coérrego Brejo Alegre sobre os aspectos bioldgicos dos

organismos vivos que nele habitam.

Palavras chave: Monitoramento aquético, Analises fisico-quimico, Micronucleo.



ABSTRACT

Aquatic ecosystems receive most of the contaminants from industrial, urban, and
agricultural sources. In some regions, the environment has been disturbed in such a way
that the degradation of these contaminants and restoration of natural balance are not
possible. Biomonitoring is a tool for assessing environmental quality within a defined
spatial and temporal scale, in the physical-chemical monitoring the quality and quantity
of factors are approached, and biological effects can be inferred, while in bio-reporting
information on the effects on the biological system can be inferred, and it may be inferred
on the quality and quantity of the stressor factor. The work verified the influence of
anthropic effects on the quality of the waters of Brejo Alegre Stream. The micronucleus
test was carried out in both species, root development test, along with physical-chemical
analysis. The association of all the results shows that there are genotoxic pollutants at
both points of analysis. Therefore, the obtained results indicate as a basis to verify the
interference of the environmental degradation of the Brejo Alegre Stream on the

biological aspects of the living organisms that inhabit it.

Key words: Aquatic monitoring, Physico-chemical analysis, Micronucleus.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...t Pagina 1
2. OBJETIVOS ..ottt sttt sseenae e Pégina 3
2.1, ODbJetiVO GEIAl .....coceiiieciiieeeeeee et s Péagina 3
2.2, Objetivos ESPECIfiCOS ....cccviiriiiiiieiiieiieiie ettt Pégina 3
3. MATERIAIS E METODOS .....cooviueeeeeeeeeeeeeeeeeeee e Pagina 4
3.1, Area de ESTUAO «...ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e Pagina 4
3.2. Parametros Fisico-Quimico da AUa ..........ccooveeueeeeeueeeeeeeeeeeeeeeeeeens Péagina 5
3.3, ParAmetros BiOlOZICOS .......cceeviieriiieiieiieeiieiieeie ettt Pégina 5
3.3.1. AU COPA ..ot Péagina 5
3.3.2. ASEYANax QltiPATANAE .............cocueeviieiiiiiieiieee ettt
Pégina 6
3.4, Area Degradada .......o.oooueveeeieeeeeeeeeeeeee e Péagina 7
3.5, Teste EStatiSTICO ..ivoviiriieeiieiieeieeiteete ettt et saeeese e Pégina 8
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ......ooviveeeeeeeeeeeeeeeeeee e Pagina 10
4.1. Analise FiSicO-QUIMICO .......cceriirriieriieiienie ettt Pégina 10
4.2. Teste do MICTONUCIEO ....cc.eeevieiiieiieeiiieiieeie e Pégina 12
4.2.1. AU COPA ..ot Pégina 13
4.2.2. AStyanax altiparanae .................cocecceeeeeeeenincecneeneeieneenennene Pagina 14
4.3. Deteccdo de Citotoxicidade do organismo teste Allium cepa. ............... Pégina 17
4.4, ConsideragOes FINQALS ......cccceeviieeriiieeiiieeeiie e e Pagina 19
5. CONCLUSAOQ ...ttt Pagina 20

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........ooovovevceeeeeeeeeeee e, Pagina 21



1. INTRODUCAO

A agua ¢ essencial para a manuten¢do da vida e discorrer sobre sua importancia ¢
fundamental para garantir a sobrevivéncia das espécies. A polui¢ao de aguas naturais por
contaminantes bioldgicos ou quimicos representa um problema no ambito da preservagao do
meio ambiente (TELLES, 1999). Alteracdes na qualidade da agua podem ser causadas por
atividades naturais, que acontecem de maneira lenta, diferentemente das atividades de
natureza antropica, que sao induzidas rapidamente nos ecossistemas (ESTEVES, 1998).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) determinou que, qualquer
modificacdo das propriedades fisicas, quimicas ou biologicas da dgua, que possa afetar direta
ou indiretamente a saude, a seguranga ¢ o bem-estar das populagoes, causando prejuizos a
estas, vem a ser polui¢do aquatica (RESOLUCAO CONAMA N°357, 2005).

Nos ultimos anos o interesse da comunidade cientifica e das agéncias reguladoras em
relagdo a deteccdo, conhecimento e controle de agentes ambientais responsaveis por danos
a saude humana e a sustentabilidade dos ecossistemas, tem aumentado. Dentre os ensaios
utilizados para avaliar contaminantes ambientais, o teste de micronticleo tem ganhado
destaque, pela facilidade da técnica e por ser um indicador sensivel a danos cromossémicos
(MIELLI, 2009).

Microntcleos sdo estruturalmente pequenos nucleos representando o material
genético que foi perdido pelo nucleo principal, ocasionado por dano genético que pode ser
causado por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, capazes de interferir no processo de
ligagdo do cromossomo as fibras do fuso, ou que possam induzir a perda do material genético
(cromossomos inteiros ou fragmentados). A frequéncia de micronticleos representa também
a eficiéncia do mecanismo de defesa dos organismos indicadores (MERSCH et al., 1992).

Peixes e plantas sdo excelentes bioindicadores devido a eficiéncia que tém em
metabolizar xenobidticos e poluentes, visto isso, analises de micronticleo em espécimes de
diferentes niveis troficos vém sendo crescentemente utilizada no biomonitoramento da
qualidade ambiental (GRISOLIA; CORDEIRO, 2000). As plantas segundo Mielli (2009)
apesar das suas diferencas estruturais e metabolicas, podem oferecer informagdes sobre o
potencial mutagénico de substancias e oferece algumas vantagens como cultivo de baixo
custo e facil manuten¢do comparativamente aos peixes.

A concentragdo de poluentes pode impedir o desenvolvimento de muitos organismos,
ocasionando desordem na cadeia alimentar. Alguns dos componentes acumulados nos niveis

mais altos da cadeia trofica podem atingir o homem, e de acordo com seu grau podem levar



a formacdo de algum tipo de cancer (RIBEIRO et al., 2003). A utilizacdo de monitores
genotoxicos, principalmente em organismos aquaticos sdo ferramentas importantes para a
avaliacdo da qualidade hidrica, ja que detectam e avaliam o efeito dos poluentes no
ecossistema aquatico, e consequentes alteragcdes de seu potencial toxico apds interagdo com
o ambiente (JESUS e CARVALHO, 2008).

A determinac¢do do local de pesquisa objetivou a avaliacdo da qualidade ambiental
considerando a presenga de potenciais pontos de poluigdo, tais como, lancamentos de aguas
residudrias industriais por frigorificos e por clube recreativo, langamento pontual de residuos
solidos pela populagdo local, uso e manejo incorreto do solo proximo as areas de preservagao
permanente (APP), entre outros. Contudo, o objetivo principal deste trabalho foi analisar os
indicadores de qualidade biologica da agua do Corrego Brejo Alegre pertencente ao
municipio de Araguari - MG, verificando se h4 contaminacao aquética devido a atividades
antropicas. Para isso foram realizados os testes de andlise de agua utilizando parametros
fisico-quimicos segundo a legislagdo Conama n°. 357/2005, de microntcleo e observacdo ao
desenvolvimento e/ou crescimento das raizes em plantas Allium cepa pertencente a familia
Alliaceae, e micronucleo em peixes de género Astyanax altiparanae, da familia Characidae,

como biomarcadores de genotoxidade.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:
O objetivo desse trabalho foi avaliar por meio de analises fisico-quimico da agua e
bioldgicas em cebolas (Allium cepa) e lambaris (Astyanax altiparanae) a influéncia de

efeitos antropicos na qualidade da agua do Corrego Brejo Alegre.

2.2.  Objetivos especificos:
= Avaliar o desenvolvimento radicular de Al/lium cepa tratada com a dgua do Corrego
Brejo Alegre.
= Avaliar o efeito genotoxicos da dgua do Corrego Brejo Alegre sobre as espécies
Allium cepa e Astyanax altiparanae, comparando aos resultados das analises fisico-
quimico de agua.
= Avaliar pontualmente efeitos de degradacao ambiental as margens do Corrego Brejo

Alegre bem como em suas aguas.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Areade Estudo

O municipio de Araguari situa-se no Tridngulo Mineiro, as margens da BR-050 e
possui drea territorial de 2.731 km?. Prevalece no municipio clima tropical, clima este
classificado como Aw de acordo com a Koppen e Geiger. Araguari tem uma temperatura
média de 21.2 °C. Pluviosidade média anual de 1566 mm. Bioma, segundo IBGE (2004),
caracterizado por Cerrado. O Rio Jordao, pertence a Bacia Hidrografica do Rio Dourados —
UPGRH PNI e a sua sub-bacia hidrografica localiza-se a oeste do Estado de Minas Gerais,
entre as coordenadas 18°25°41” e 18°50°51” de latitude Sul € 47°49°47” € 48°12°51”, Oeste.
Perfaz aproximadamente 95 km, desde a nascente até a sua foz no Rio Paranaiba. O Rio
Paranaiba ¢ um dos afluentes do Rio Grande, o qual integra a Bacia Transnacional do Rio
Parana.

A sub-bacia do Rio Jordao tem como principal afluente o cérrego Brejo Alegre, que
se encontra poluido (SALLA et al., 2013). Foram escolhidos dois postos de monitoramento,
sendo um posicionado a coordenada 18°39°0.03” Sul e 48°9°53.80” Oeste, proximo ao
Frigorifico Prosperidad (Ponto 1) e o outro a frente do Frigorifico Mata Boi (Ponto 2) na
coordenada 18°38°4.76” Sul e 48°9°14.28” Oeste. A figura 1 ilustra a bacia estudada com

identificacdes dos pontos de monitoramento.
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Figura 1. Identificagdo dos postos de monitoramento. P1. Coordenada 18° 39’ 0.03” Sul e 48° 9’ 53.80” Oeste.
P2. Coordenada 18° 38” 4.76” Sul e 48° 9 14.28” Oeste.
Fonte. SALLA (2013).



3.2. Parametros Fisico-Quimico da Agua

As amostras de dgua foram armazenadas e resfriadas em frascos tipo ambar,
capacidade de 1 litro, para posterior analise fisico-quimico realizadas pelo Laboratério de
Qualidade Ambiental (LAQUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Os
parametros avaliados foram, temperatura, turbidez, pH, aluminio, bario, calcio, prata, berilio,
cadmio, ferro, cobalto, cromio, cobre, galio, potassio, litio, magnésio, molibdénio, sodio,
niquel, chumbo, rubidio, estroncio, vanadio e zinco; nas amostras de agua coletadas durante
duas campanhas, periodo de estiagem/seco (abril a outubro) e periodo chuvoso (novembro a

marco).

3.3. Parametros Biologicos

3.3.1. Allium cepa

O teste de microntcleos em plantas ¢ um teste de genotoxicidade baseado na
verificagdo de quebras cromossOmicas expressas em micronucleos, que sdo porgdes de
cromatina que permanecem proximas ao nucleo celular, podendo ser originados de
fragmentos cromossdmicos acéntricos (efeito clastogénico) ou de cromossomos inteiros
(efeitos aneugénico). Os microntcleos sdo gerados devido a erros na replicagdo do material
genético no momento de sua duplicagdo na profase I da meiose, a quebra ¢ causada apos
exposicdo dos meristemas jovens aos agentes mutagénicos. A frequéncia de microntcleo
tem sido utilizada para avaliar o grau de dano genotdxico aos quais as raizes desta planta sao
expostas, indicando a atividade mutagénica da substdncia em exposi¢do (Ma, 1981;
RODRIGUES et al., 2014).

Os ensaios foram feitos em laboratorio, utilizando quinze plantas adquiridas
comercialmente, subdivididas em trés blocos de cinco espécimes, inicialmente o
prato/bulbo, parte inferior da planta foi submergido em agua, coletada dos dois pontos de
analise e agua da torneira desclorificada para o controle negativo (CN), durante 72 horas.
Posteriormente foram coletadas as raizes que se desenvolveram e as medidas mensuradas
com o auxilio de um paquimetro (Figura 2.). Para a realizagdo deste estudo foi utilizado o
protocolo estabelecido por Fiskesjo (1985). As raizes coletadas foram fixadas por 24h em
solugdo de 4cido acético e etanol (1:3) e conservadas em alcool 70% para posterior

preparac¢do das laminas, que consistiu nas seguintes etapas: retirou-se o fixador utilizando



agua destilada durante cinco minutos, em trés repeticdes; hidrolisou-se em acido cloridrico
(HCI1 5N) em temperatura ambiente por cinco minutos; para retirada do acido as raizes foram
lavadas, duas vezes em agua destilada por trés minutos; posteriormente foram enxugadas e
dispostas sobre a ldmina juntamente com uma gota de acido acético 45%, retirou-se a coifa
e fragmentou-se o meristema, logo ap6s a laminula foi colocada; a ldmina foi imersa em
nitrogénio liquido e a laminula foi retirada; as ldminas foram coradas com solu¢do Giemsa
10% diluida em tampao fosfato por 20 minutos, em seguida foram lavadas com agua
destilada e secas a temperatura ambiente. A analise citologica foi realizada em microscopio

optico, magnificacdo de 100x, foram examinadas 1000 células por planta em cada lamina.

4

Figura 2. Demonstragdo de algumas etapas do experimento. Em A, medi¢do das raizes ¢ em B, seu
desenvolvimento no tltimo dia de observacgéo.
Fonte. Autor (2018).
3.3.2. Astyanax altiparanae

Visto a dificuldade de captura de peixes no local de coleta da 4gua, os ensaios foram
realizados em laboratério, com peixes adquiridos comercialmente, os aquarios foram
divididos em concentragdes de 100%, 25% e 6,25% com agua coletada dos locais de estudo,
sendo entdo diluidas com agua da torneira desclorificada. Em cada aquario foram alocados
15 espécimes de peixes, foram deixados em contato com a dgua analisada durante o periodo
de sete dias, prazo necessario, para a renovacdo celular dos peixes. A utilizagdo dos
espécimes foi autorizada pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA), sob o
numero de protocolo 040/16.

O Teste do Microntcleo foi realizado de acordo com o protocolo de Countryman e
Heddle (1976) e Fenech (1993). Apds submeter os espécimes ao experimento, foi feito a
extracdo sanguinea por meio de puncao da branquia com auxilio de seringa heparinizada,

posteriormente realizou-se o esfregago em laminas limpas, trés laminas por peixe, sete



peixes por concentragdo, totalizando 21 1aminas por concentragao, totalizando, portanto, 63
laminas. Em cada lamina foi pingado cerca de 40ul de sangue, as mesmas secaram em
temperatura ambiente e apos 24 horas foram fixadas em metanol 100% por 20 minutos.
Finalizou-se as laminas corando-as com solu¢do Giemsa 10% diluida em tampao fosfato por
15 minutos. As laminas foram lavadas com agua destilada e secas a temperatura ambiente,
estando prontas para uso. A analise citoldgica foi realizada de acordo com a figura 3. em
microscopio Optico, magnificacdo de 100x, 2000 células de eritrocitos branquiais foram

examinadas por peixe em cada lamina.
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Figura 3. Microntcleos e alteragdes nucleares em eritrocitos de Oreochromis niloticus, apos exposi¢do a
amostras de aguas coletadas ao longo do rio Preto. A-C. Células micronucleadas; D. Nucleo notched (seta); E.
Nucleo lobed (seta); F. Broken-eggs (seta); G. Nucleo blebbed (seta); H. Célula binucleada (seta); I. Caridlise
(seta), (MASCHIO, 2009).

3.4. AreaDegradada

O conceito de area degradada ou de paisagens degradadas pode ser compreendido
como locais onde existem (ou existiram) processos causadores de danos ao meio ambiente,
pelos quais se perdem ou se reduzem algumas de suas propriedades, tais como a qualidade
produtiva dos recursos naturais (DECRETO FEDERAL 97.632/89).

Botelho (2007) refere que um ecossistema degradado ¢ aquele que apos disturbios,
teve eliminados, com a vegetagdo, os seus meios de regeneracdo bidtica. Seu retorno ao
estado anterior pode ndo ocorrer ou ser bastante lento. Nesse caso, a acdo antropica ¢

necessaria para a sua regeneragao em curto prazo.



Nascimento (2007) inclui a degrada¢ao ambiental como consequéncia das atividades
que direta ou indiretamente prejudiquem a satde, a seguranga e o bem-estar da populagao;
criem condi¢Oes adversas as atividades sociais e econdmicas; afetem desfavoravelmente os
fatores bidticos; afetem as condi¢des estéticas ou sanitarias do Meio Ambiente ¢ lancem
matérias ou energia em desacordo com os padrdes ambientais estabelecidos.

A figura 4 demonstra pontos/focos criticos de degradagdo ambiental, encontrados em

ambos os pontos de estudo.

Figura 4. Fotos do local apresentando pontos criticos de degradag@o ambiental.

A. Demonstra contaminagdo pontual por residuos solidos. B. ¢ C. Demonstram focos erosivos. D. Demonstra
a presencga de substancia espumosa sobre a agua.

Fonte. Autor (2018).

3.5.  Teste Estatistico

Zar (1999) descreve que os testes estatisticos sdo utilizados para se observar as
medidas de tendéncia de um conjunto de dados, comparar hipoteses em diferentes grupos
experimentais, testar diferengas entre grupos amostrais em um delineamento experimental,
ajustar dados em um fator de dependéncia entre as varidveis, agrupar amostras em

determinadas variaveis, classificar redes amostrais e outros.



Para elaboragao do teste estatistico foi utilizado o software GraphPad Prism 6. O teste
One-Way Anova foi aplicado visto os resultados do sistema teste Allium cepa, para
microndcleo e desenvolvimento radicular, com significancia de 95% ou seja, alpha igual a
0,05 (com pos teste de Tukey), onde foi possivel verificar a frequéncia de aberragdes
cromossomicas por individuo comparando-as por ponto de analise (Figuras 6., 8. ¢ 9.). Ja
para o sistema teste Astyanax altiparanae aplicou-se o teste estatistico Two-Way Anova
(com pos teste de Tukey — Alpha = 0,05), possibilitando a comparagao entre a frequéncia de

micronucleos por ponto de analise e/ou por tratamento (Figura 8.).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise Fisico-Quimico

A tabela 1. indica os resultados dos parametros analisados para d4gua em periodo de

chuva e de estiagem, em que foram observadas alteragdes quanto as concentragdes de

aluminio, ferro, cobre e zinco, no qual estdo acima do limite estabelecido pela legislagdo

vigente (RESOLUCAO CONAMA N°357).

Tabela 1. Parametros analisados e seus respectivos valores padroes visto pela Resolugdo Conama n° 357.

Parametros Conama 357(Classe 2) Periodo Seco Periodo Chuvoso

PI (mg/L) P2 (mg/L) Pl (mg/L) P2 (mg/L)
Temperatura - 24,24 24,05 24,05 23,15
Turbidez 100.0 UNT 24.6 17 20,4 17
pH 6.0-9.0 7,21 7,37 7,43 7,37
Aluminio 0,1 mg/L 2,0099* 1,4260%* 0,4257* 0,27185*
Bario 0,7 mg/L 0.0425 0.0575 0,05845 0,0805
Calcio 500 mg/L 10.3874 11.1453 8,2249 8,0832
Prata 0,01 mg/L ND ND 0,0006 0,0008
Berilio 0,04 mg/L 0.0002 0.0002 0,0002 0,0002
Cédmio 0,001 mg/L ND ND 0,0001 0
Ferro 0,3 mg/L 1.3149%* 1.5563%* 1,09825* 1,509*
Cobalto 0,05 mg/L 0.0006 0.0013 0,0014 0,0014
Cromio 0,05 mg/L 0.0045 0.0159 0,0028 0,0016
Cobre 0,009 mg/L 0.0138%* 0.0200%* 0,0271%* 0,02755*
Galio - ND 0.0031 0,0008 0,0026
Potassio - 14.8946 19.3068 6,977 7,2988
Litio 2,5 mg/L 0.0019 0.0014 0,005 0,00485
Magnésio - 2.0758 2.6567 1,8869 1,8957
Molibdénio - ND 0.0011 0,0049 0,00295
Sodio - 49.831 54.0323 37,17655 27,32485
Niquel 0,025 mg/L ND ND 0,01015 0,0035
Chumbo 0,01 mg/L ND ND 0,0044 0,0037
Rubidio - 0.0155 0.0180 0,0187 0,0133
Estroncio - 0.0547 0.0599 0,0409 0,0465
Vanadio 0,1 mg/L 0.0042 0.0043 0,00755 0,00775
Zinco 0,18 mg/L ND 0.1143 0,30255* 0,1873

Fonte. Autor (2018).

*Estdo em desacordo com a resolucdo. ND — Nao Detectado.
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Os metais pesados sdo altamente reativos e toxicos, mesmo em baixas concentragdes.
Como ndo podem ser degradados, representam umas das principais ameagas para a saude
humana e dos animais; em condi¢des naturais a concentracao de metais pesados ¢ baixa,
logo ¢ possivel medir o grau de degradagdo ambiental por agdes antropicas e a partir de
analises de monitoramento fisico e quimico de 4gua e sedimentos (ZHANG et al., 2013).

Os valores dos parametros de ferro (Fe) e aluminio (Al) verificados nas anélises
fisico-quimico estdo acima dos limites permitidos pela Resolugdo Conama n°. 357, tanto
para periodo chuvoso quanto seco, estes elementos sdo essenciais € necessarios para o
crescimento e sobrevivéncia da maioria dos seres vivos, € na regido do Cerrado sdo
compostos essenciais. Porém, ao estarem elevados podem aumentar a formagao de radicais
livres e se tornarem extremamente toxicos para as c€lulas de animais que habitam nestes
cursos d’agua (MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004), visto que o ferro esta
envolvido em diversos processos metabolicos como o transporte de oxigénio, transporte de
elétrons, sintese de DNA e atua como cofator de muitas proteinas (SALVADOR et al.,
2011). A presenca de Fe em cursos d’agua muitas vezes estd associada ao carreamento do
solo e a processos erosivos das margens, sejam eles naturais ou antrdpicos (OLIVEIRA,
2013). A fitotoxicidade do Al nas plantas manifesta-se principalmente, na inibi¢do do
crescimento das raizes dos vegetais, o que resulta num menor volume de solo explorado pela
planta, o que traz consequéncias negativas sobre a nutricdo mineral e sobre a absorcao de
agua (Foy et al., 1978).

Os valores de cobre (Cu) e zinco (Zn) também estdo acima do permitido pela
legislagdo vigente (Conama n°® 357), Cu em ambos os periodos de analise (seco e chuvoso)
e Zn no periodo chuvoso. Os elevados niveis de Zn neste periodo (Chuva) podem estar
associados a processos de lixiviagdo devido a precipitacdo. Os metais pesados, como por
exemplo, o Cu e 0 Zn, podem se tornar letais devido a capacidade que possuem de formarem
compostos estaveis que podem permanecer na cadeia alimentar, afetando os ecossistemas
aquaticos. Provocam desde uma discreta, porém continua, redugdo nas taxas de crescimento
e reproducdo e um aumento da taxa de mortalidade até a eliminacdo completa da biota
(MAZON et al., 2000). Apesar de ser considerado um elemento-trago fundamental para
algumas atividades celulares da comunidade aquatica, o cobre pode tornar-se toxico e,
dependendo da sensibilidade do organismo, pode causar mortalidade ou estresse sub-letal,
reduzindo a capacidade dos organismos aquaticos em competirem efetivamente no seu

habitat (MAZON et al., 2000).
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O elemento Cu em excesso pode alterar ou inibir vérios passos do processo
reprodutivo (BILLIARD et al., 1981), provocar deformidades vertebrais (BENGSTON e
LARSSON, 1986), inibir a atividade de enzimas especificas (LORZ e McPHERSON, 1976),
aumentar o consumo de oxigénio (O’HARA, 1971), induzir alteragdes histologicas no
figado, no rim e nas branquias (BAKER, 1969) e provocar clivagem na molécula de DNA
(POLLONI, 2017). Por outro lado, em caso de déficit, havera falhas estruturais no colageno
e na elastina, problemas de plasticidade e solidez dos tecidos (BAKER, 1969). Estes metais
(Zn e Cu) provocam a coagulagdo do muco sobre as branquias dos peixes, causando sua
asfixia (BRANCO, 1970). Um fendmeno que ocorre entre o Cu ¢ o Zn ¢ a adsorgdo
competitiva, ou seja, ambos competem pelo mesmo sitio ativo, ocorrendo inibi¢do da
absorc¢ao de Zn quando ha presenca de Cu (TOMAZELLI, 2003). A toxicidade do Cu, bem
como de diversas substincias quimicas, estd diretamente relacionada a dureza da agua
(DOUDOROFF e KATZ, 1953; RIEMER e TOTH, 1970; HELLAWELL, 1988 ¢
DAMATO et al., 1989). Altos teores de carbonato de calcio, que determinam a dureza da
agua, podem afetar a concentracdo de Cu. Numa agua dura, este metal se liga ao carbonato
de calcio formando compostos (RIEMER ¢ TOTH, 1970; HELLAWELL, 1988). Além da
dureza, a temperatura, o oxigénio dissolvido e o pH podem afetar a toxicidade do Cu. Entre
as diferentes substancias presentes na agua, alguns elementos tais como, Al, Fe, Cu e Zn
podem alterar suas propriedades estéticas e organolépticas, conferindo cor e sabor a agua.
Os valores superiores ao permitido na Resolu¢do Conama n° 357 em ambos os pontos de
estudo (P1 e P2), aos elementos Al, Fe, Cu e Zn s@o potenciais indicadores de poluentes que

podem estar sendo carreados ao longo do curso d’agua.

4.2. Teste do Micronucleo

Ensaios de toxicidade sdo métodos utilizados na detec¢do e avaliacdo da capacidade
inerente de um agente em produzir efeitos deletérios nos organismos vivos. Consiste na
exposicao de organismos padronizados a diferentes concentragdes de substancias quimicas,
compostos quimicos, efluentes ou 4gua, por um determinado periodo de tempo

(GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990).

4.2.1. Allium cepa
As células meristemdticas de Allium cepa foram analisadas quanto a presenca de

anormalidades, tais como, células portadoras de micronucleos e células com perdas e
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quebras cromossomicas (Figura 5.). A tabela 2 e a figura 6 demonstram a frequéncia e

imagem de células com aberragdes cromossdmicas, por ponto de analise.

Tabela 2. Frequéncia de anormalidades cromossomicas encontradas.

Allium cepa Aberrac¢ées Cromossomicas Células Analisadas

Ponto 1 Ponto 2 Controle Negativo

Planta 1 0,09 0,03 0,00 1000
Planta 2 0,05 0,07 0,00 1000
Planta 3 0,06 0,05 0,00 1000
Planta 4 0,04 0,02 0,00 1000
Planta 5 0,01 0,06 0,00 1000
Total - - - 5000

Fonte. Autor (2018).

B

— F -~ L , m

e | it P -
g » b -
Figura 5. Aberragdes cromossomicas em plantas do género Allium cepa, pertencente a familia Alliaceae.

A. Célula com perda cromossomica. B1 e B2. Sdo célula portadora de micronucleo.
Fonte. Autor (2018).

L,
-.

Micronuacleo Allium cepa

Frequéncia de MN/1000 células

Figura 6. Os dados representam a frequéncia de aberragdes cromossdmicas encontradas, por ponto de analise.
*p<0,05e**p<0.01 [comparando com o controle negativo].
Fonte. Autor (2018).
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Houve diferencas significativas na frequéncia de aberragdes cromossdmicas em P1 e
P2 quando comparados ao CN, controle este realizado apenas com &agua da torneira
desclorificada. De acordo com a figura 6, os espécimes cultivados em contato com a dgua
coletada em P1 e P2 apresentaram maiores frequéncias de aberragdes cromossdmicas que o
CN pois, estiveram em contato direto com substancias potencialmente genotoxicas, tais
como o Cu, o Zn e o Al. Nesse sentido, € preciso ressaltar que os ambientes aquaticos podem
sofrer alteragdes de natureza fisico-quimica de modo rapido, interferindo diretamente em
sua complexidade e consequentemente em seu potencial ecotoxicoldogico (GOULART;

CALLISTO, 2003), atestando a necessidade de monitoramento ambiental continuo.

4.2.2. Astyanax altiparanae

Foram analisadas 2000 células por individuo, a extracdo sanguinea foi feita em 7
individuos por concentracdo, para ambos os pontos (P1 e P2) e controle negativo, foram
confeccionadas 3 laminas por individuo, totalizando 21 laminas por concentragdo da agua
do corrego Brejo Alegre (100%, 25% e 6,25%) e controle (Tabela 3.). A figura 7 demonstra

alguns dos micronucleos (MN’s) encontrados nos eritrocitos branquiais da espécie analisada.
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Tabela 3. Frequéncia de micronucleos encontrados.

Concentracées Individuos Frequéncia de MN’s Encontrados C éfl)l:llzlsltzi&(:laa(:ies:((;as
Ponto 1 Ponto 2 Controle Negativo

Peixe 1 0,0045 0,0015 0,0000 2000

Peixe 2 0,0050 0,0010 0,0000 2000

Peixe 3 0,0060 0,0015 0,0000 2000

100 % Peixe 4 0,0055 0,0015 0,0000 2000
Peixe 5 0,0035 0,0030 0,0000 2000

Peixe 6 0,0025 0,0020 0,0000 2000

Peixe 7 0,0020 0,0005 0,0000 2000

Peixe 1 0,0030 0,0005 0,0000 2000

Peixe 2 0,0025 0,0010 0,0000 2000

Peixe 3 0,0025 0,0010 0,0000 2000

25% Peixe 4 0,0030 0,0000 0,0000 2000
Peixe 5 0,0015 0,0010 0,0000 2000

Peixe 6 0,0010 0,0005 0,0000 2000

Peixe 7 0,0020 0,0000 0,0000 2000

Peixe 1 0,0000 0,0000 0,0000 2000

Peixe 2 0,0005 0,0000 0,0000 2000

Peixe 3 0,0000 0,0005 0,0000 2000

6.25% Peixe 4 0,0005 0,0000 0,0000 2000
Peixe 5 0,0010 0,0005 0,0000 2000

Peixe 6 0,0000 0,0005 0,0000 2000

Peixe 7 0,0000 0,0000 0,0000 2000

Total - - - 42000

Fonte. Autor (2018).
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O controle negativo, foi feito utilizando dgua da torneira desclorificada e ndao houve

incidéncia de MNs (Tabela 3.).

®
'S

Figura 7. Imagem de microscopia 6ptica, magnificagdo 100x, de micronucleos encontrados nos peixes
Astyanax altiparanae, analisados.
Fonte. Autor (2018).

Micronucleo Astyanax altiparanae

0.006 " .ius
E= Pontot

3 Ponto 2

0.004 - X Controle Negativo

0.002 -

Frrquéncia de MN/2000 células

Tratamentos

Figura 8. Frequéncia de micronticleos encontrados, por ponto e tratamento. *** p <0.001, **** p <0.0001 e
ns ndo significativo [comparando com o controle negativo].
Fonte. Autor (2018).

A frequéncia de microntcleos demonstrada na figura 8. varia de acordo com a
concentragdo do tratamento, os resultados foram significativos para a concentragdo de 100%
em comparacdo a todos os pontos (P1, P2 e CN). Para a concentragdo de 25% foram
significativos os resultados de P1 vs. P2 e P1 vs. CN, em P2 vs. CN ndo foi significativo. Ja
na concentracdo de 6,25% os resultados em todos os pontos nao foram significativos.
Comparando as concentracdes analisadas no organismo teste (4styanax altiparanae) com os
pontos abordados temos que em todas as concentragdes as diferencas encontradas foram

superiores em P1 e foram diminuindo de acordo com a diluigdo.

Segundo Jesus e Carvalho (2008) a utilizagdo de monitores genotoxicos,

principalmente em organismos aquaticos sdo ferramentas importantes para a avaliagdo da
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qualidade hidrica, ja que detectam e avaliam o efeito dos poluentes no ecossistema aquatico,
e consequentes alteragdes de seu potencial toxico apos interagdo com o ambiente.

O ferro participa de varias fungdes vitais do organismo, como o transporte de
oxigénio e de elétrons e a sintese do DNA. Desequilibrios do metabolismo do ferro podem
estar relacionados a sua deficiéncia ou sobrecarga (MACHADO et al., 2010). Segundo Pra
e Henriques (2008), o excesso de ferro tem sido associado ao aumento do risco de doengas
cronico-degenerativas e de cancer. O zinco participa como constituinte integral de proteinas
ou cofator enzimatico em mais de 300 reacdes quimicas que envolvem a sintese e degradacao
de macromoléculas (CRUZ; SOARES, 2011). Além da ingestdo insuficiente, o excesso de
zinco também ¢ prejudicial estando associado a supressdo da resposta imune, diminui¢do da
lipoproteina de alta densidade (HDL) e a reducao das concentragdes de cobre no plasma
(JEN; YAN, 2010). O cobre desempenha um papel muito importante na ativagao ou
repressao da transcri¢cdo de genes (UAUY, 1998), participa de reagdes metabolicas de 6xido
reducdo e em excesso pode gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) que quebram a
molécula de DNA. O aluminio € o elemento metalico mais abundante na Terra. Esta presente
na dieta humana em niveis moderados (ABAL, 2018). Este elemento vem sendo considerado
um metal toxico a partir de pesquisas que demonstraram sua importancia na doenga de
Alzheimer.

Alguns metais pesados traduzem-se em agentes toxicos enquanto outros assumem-
se como essenciais para o desenvolvimento dos seres vivos. Quando algum destes metais
toxicos atinge o organismo vai interagir com este, podendo o mesmo ser eliminado sem a
producdo de qualquer efeito ou entdo provocar danos que se podem refletir até¢ ao limite
extremo, a morte (ROCHA, 2009). Todas as formas de vida sdo afetadas pelos metais
dependendo da dose e da forma quimica. Muitos metais sdo essenciais para o crescimento
dos organismos, desde as bactérias até ao ser humano, no entanto, requeridos em baixas
concentragdes pois podem danificar os sistemas biologicos (GIMBERT, 2008), (VRIES,
1996) e (CALABUIG, 2004).

4.3. Deteccao de Citotoxicidade no organismo teste Allium cepa

O procedimento consistiu em observar o crescimento das raizes da cebola pelo
periodo de 72 horas e analisar a inibi¢do desse crescimento em fun¢do da presenca de

poluentes (Tabela 4.).
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Tabela 4. Média e desvio padrdo do comprimento das raizes em milimetros.

Allium cepa

Comprimento das Raizes (mm) - Média e Desvio Padrao (=SD)

Planta 1

Planta 2

Planta 3

Planta 4

Planta 5

Ponto 1
Média +SD
13,9 +43
8,8 +3,4
16,1 +5,9
16,4 +4.9
14,7 +4,6

Ponto 2
Média +SD
12,6 +5,1
16,6 +4,3
15,2 +5,1
12,4 +2.0
15,1 5,6

Controle Negativo

Média +SD

26,8 +5,0
27,1 43,0
41,4 49,5
24,4 43,1
39,3 +7,0

Fonte. Autor (2018).

Média do comprimento das raizes (mm)

Comprimento das Raizes da Allium cepa (mm)

50 A

40

30 A

20 A

10 A

| f—

Pontos Amostrais

B Ponto 1
EZ1 Ponto 2
M controle Negativo

Figura 9. Desenvolvimento radicular da Allium cepa em milimetros. Os dados representam a média + o erro
padrdo. *** p <0.001 [comparando com o controle negativo].

Fonte. Autor (2018).
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Os resultados possibilitam verificar (Figura 9.) um melhor desenvolvimento radicular
no CN. A inibi¢ao do desenvolvimento das raizes, comprova que ha efeitos fito toéxicos ao
organismo-teste (4. cepa) indicando contaminacdo ambiental associados a presenga de
metais.

Muitos metais sdo essenciais para o crescimento de todos os tipos de organismos,
quando requeridos em baixas concentragdes; se presentes em altas concentragdes podem
danificar sistemas bioldgicos. A toxicidade dos metais depende da dose a que o organismo

foi exposto (PALACIO et al., 2013).

4.4. Consideracoes Finais

Sugere-se a posteriores trabalhos a andlise de mais elementos, tais como, Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO), Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e Oxigénio
Dissolvido (OD), objetivando a verificagdo dos niveis de autodepuragdo do Corrego Brejo
Alegre associados a presencga de metais pesados.

E necessario que os orgdos municipais, estaduais e federais competentes aumentem
a fiscalizacdo as instalagdes potencialmente poluidoras existentes as margens do Corrego
Brejo Alegre, para que medidas mitigadoras e/ou compensatorias possam ser instituidas, de
modo a evitar focos de poluicao difusa na bacia hidrografica pertencente ao corrego. Sugere-
se também que novas analises sejam realizadas a montante de P1 e a jusante de P2,
comparando os respectivos resultados, constatando se ha focos de autodepuracao no corrego

para que sejam determinadas medidas eficientes de remediacdo ambiental.
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5, CONCLUSAO

Os testes de micronticleo em ambas espécies empregadas e teste de desenvolvimento
radicular, juntamente com os resultados obtidos na analise fisico-quimico mostrou-se testes
rapidos e praticos para o monitoramento da polui¢do de ambientes aquaticos. A associagdo
de todos os resultados, presenca de metais pesados acima dos parametros permitidos em
legislagao (Conama n° 357), inibi¢do do desenvolvimento das raizes da A. cepa, frequéncia
de micronucleos encontrados nos sistemas teste, presenca de residuos sélidos e focos
erosivos, evidenciam que hé substancias poluentes genotdxicas em ambos os pontos de
analise. Complementado os resultados dos sistemas teste (4. cepa e Astyanax altiparanae) €
das andlises fisico-quimico, verifica-se que em ambos organismos teste hd maior incidéncia
de aberragdes cromossomicas em P1.

Portanto conclui-se que os resultados obtidos servem como base para verificar a
interferéncia da degradagdo ambiental deste recurso hidrico sobre os aspectos biologicos dos

organismos vivos que nele habitam.
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