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RESUMO
A 4gua ¢ um recurso finito e ¢ de extrema relevancia pesquisar ¢ melhorar tecnologias de
tratamento e monitoramento da 4gua com o objetivo de ofertd-la com qualidade a populacao
mundial, preferencialmente, sem haver grande demanda econdmica. Considerando esse
cenario, o presente trabalho propds-se avaliar a atividade citogenotoxica em amostras de agua
coletada no Coérrego Liso, afluente do Rio Uberabinha, anterior e posteriormente a realizacdo
da biorremediacao tipo wetland construido, observando se ha melhora da qualidade da agua de
forma significativa. Para atender esse objetivo, a 4gua coletada do Cérrego Liso foi tratada em
um projeto experimental de wetland construido com Eichhornia crassipes e a atividade
citogenotoxica foi avaliada por meio do teste com Allium cepa. Anteriormente ao tratamento,
foi realizado analises fisico-quimicas na dgua coletada para avaliar a qualidade do afluente,
calculando o Indice de Qualidade da Agua (IQA). A avaliagdo de citogenotoxicidade foi
realizada a partir do tamanho médio das raizes, Indice Mitdtico (IM), frequéncia de
Micronucleos (MN) e frequéncia de Aberracdes Cromossomicas (AC). Os resultados
encontrados confirmaram que o Corrego Liso apresenta potencial genotoxico e o tratamento
experimental utilizado (wetland construido com Eichhornia crassipes) € capaz de fitorremediar
essa agua, diminuindo o potencial genotoxico deste afluente. O potencial uso do aguapé como
organismo biorremediador deve ser explorado e mais estudos podem ser realizados para
desenvolver um modelo com utilizagdo mais ampla pela sociedade para o tratamento de agua.

Palavras-chaves: Eichhornia crassipes; biorremedia¢do; biomonitoramento.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a ISO 14.001:2004, que trata sobre sistema de gestdo ambiental, a
definicdo de meio ambiente ¢ “circunvizinhanga em que uma organizag¢ao opera, incluindo-se
ar, agua, solo, recursos naturais, flora fauna, seres humanos e suas inter-relagdes”.

Sendo parte do meio ambiente, os recursos hidricos sdo renovaveis, mas finitos, sendo
um recurso muito valioso para a manuten¢ao da vida. Devido a sua grande importancia, a 4gua
deve ser usada de forma consciente e sem desperdicios e deve ser mantida 6tima para o consumo
humano e animal. De acordo com a Organizagdo Mundial da Satide (OMS), em 2025, metade
da populacdo mundial viverd em dreas de estresse hidrico. Além disso, outro dado da OMS
aponta que cerca de 3 a cada 10 pessoas no mundo ndo t€m acesso a agua potavel em casa,
contabilizando 2,1 bilhdes de pessoas.

Diante desses dados, torna-se de extrema relevancia pesquisar e melhorar tecnologias de
tratamento e monitoramento da d4gua com o objetivo de ofertd-la com qualidade a populacao

mundial, preferencialmente, sem haver grande demanda econdmica.

1.1. Caracterizacao da area de estudo

Uberlandia ¢ um municipio localizado na regido chamada de Tridangulo Mineiro, situado
na por¢ao sudoeste do estado de Minas Gerais, na latitude de 18° 55' 25"S e longitude de 48°
17" 19"W. O clima ¢ tropical, sendo marcado por um periodo chuvoso e imido entre dezembro
e margo, contrastando com um periodo entre julho e agosto com indices menores de chuvas e
tempo seco. A vegetagdo predominante na cidade ¢ o Cerrado (CARRIJO; BACCARO, 2001;
PRADO et al., 2016).

A sub-bacia hidrografica do Rio Uberabinha (Fig. 1) esta situada no estado de Minas
Gerais, entre as coordenadas geograficas 18° 36° a 19° 21° S e 47° 51° a 48° 33 W. O Rio

Uberabinha nasce no norte do municipio de Uberaba, atravessa o municipio de Uberlandia e



desagua no rio Araguari, fazendo a divisa entre as cidades de Uberlandia e Tupaciguara. A
bacia hidrografica do Rio Uberabinha ¢ essencial para o municipio de Uberlandia, o qual
concentra 37% de sua area, pois faz grande parte do abastecimento de agua a partir do rio
Uberabinha (sistema Sucupira) e do seu afluente, o ribeirdo Bom Jardim (sistema Bom Jardim).
Além disso, ¢ historicamente importante para o desenvolvimento da cidade, ja que a populagcao
ocupou sua extensdo de diferentes formas. A area total dessa sub-bacia ¢ de aproximadamente
2000 km?, desde a sua nascente até sua foz, possui cerca de 145 km de extensdo e possui 49
afluentes, entre eles o Corrego Liso (BERNARDES, 2007; DMAE, 2015; VASCONCELOS;

PAVANIN; PAVANIN, 2017).

00
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Figura 1:Mapa da sub-bacia hidrografica do Rio Uberabinha, Uberlandia, MG. Escala 1:100000
Fonte: BERNARDES, 2007

O Corrego Liso corre no sentido Leste-Oeste com aproximadamente 5 quildmetros de
extensdo, recebendo como afluentes o Corrego Buritizinho (2,25 km) e o Corrego do Lobo (1,5
km). Esses corpos d’agua formam a microbacia do Corrego Liso (Fig. 2), que possui uma area
de 14,60 km?, localizando-se no Distrito Industrial de Uberlandia e rodeado por 13 bairros
residenciais. O Corrego Liso ¢ um afluente da margem direita do Rio Uberabinha (CARRIJO;

BACCARO, 2001; PEIXOTO; SILVA; VIDIGAL, 2018).
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Figura 2: Mapa da microbacia hidrografica do Cérrego Liso e ponto de coleta de 4gua. Adaptado de Amato,
2018.

O Coérrego Liso teve suas margens ocupadas desde os primeiros anos de crescimento
significativo da cidade de Uberlandia e, possuindo esse elevado grau de ocupacdo, apresenta
indicadores tipicos de degradacdo ambiental de é4reas que ndo foram acompanhadas por
politicas de mitigacdo das a¢des antropicas. Mas ainda existem algumas areas verdes destinadas
a conservagdo ambiental da microbacia do Corrego Liso no Parque Municipal Victorio
Siquierolli e no Parque do Distrito Industrial. Alguns estudos ja puderam afirmar que existe
contaminagdo desse afluente ja que ele estd localizado em uma 4rea de grande potencial
poluidor, préximo a uma 4area industrial. Isso refor¢a a necessidade de um monitoramento
constante do Corrego Liso ja que este influencia diretamente na qualidade da dgua do Rio
Uberabinha, principal curso d’dgua municipal (AMATO, 2018; OLIVEIRA, 2018; PERES,

2005; QUEIROZ et al., 2014; ROSOLEN et al., 2009).



1.2. Avaliacio da qualidade de agua

A biota aquatica ¢ vulnerdvel ao descarte de substincias toxicas, oriundas de diversas
fontes de emissdo. Sejam organicos ou inorganicos, contaminantes afetam esse ambiente, assim
como a fauna e flora residente nesses locais. Neste contexto, demanda-se acompanhamento
amplo da qualidade do ambiente e a busca de novos processos que possibilitem atenuar esses
efeitos (ARIAS et al., 2007)

Os testes comumente utilizados avaliam somente parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos e comparados com os limites nacionais pré-estabelecidos pelo CONAMA -
Conselho Nacional do Meio Ambiente na Resolugdo N° 357/2005. Entretanto a dgua pode
possuir um potencial citogenotoxico que afete tanto a fauna e flora circundante, como a
populacdo humana. Seus efeitos ndo sdo tdo bem avaliados quanto os pardmetros ja previstos
em lei, como recomenda a portaria N° 2.914/2011 do Ministério da Satde, e deve ser reunido
mais informagdes além dessas ja recomendadas (ATHIRA; JAYA, 2018).

O monitoramento ambiental que utiliza testes em sistemas biologicos (biomarcadores),
principalmente os quais analisam organismos vivos expostos a poluentes, sendo um importante
complementador do monitoramento fisico-quimico, ja que oferece uma forma de melhorar a
identificacao de poluentes emitidos. Quando comparado ao método tradicional fisico-quimico,
o biomonitoramento propicia a obten¢do de informacgdes adicionais, como a exposi¢ao
cumulativa dos poluentes na biota e a deteccao de efeitos indiretos (SANTOS DE SOUZA et
al., 2016).

Athira e Jaya (2018) afirmam que o biomonitoramento dos ecossistemas tornou-se
indispensavel para prever os potenciais riscos de contaminantes constantes, o que € Util para
controlar os niveis 6timos de produtos quimicos com potencial de bioacumulacdo, permitindo

a manutencao da qualidade 6tima da 4gua.



1.3. Biorremediacio por meio de wetland construido (CW)

Wetlands construidos (CWs, em inglé€s) sdo zonas umidas artificiais concebidas para
viabilizar processos naturais para fins de tratamento de dguas residuais, sendo classificadas em
wetlands de fluxo superficial e subsuperficial, vertical ou horizontal, dependendo da hidrologia
e trajetoria do fluxo. CWs ja foram usados para o tratamento de uma ampla variedade de aguas
residuais, devido a sua boa relagdo custo-beneficio, forte capacidade de remogao de poluentes
e sustentabilidade (CHEN et al., 2019).

Tem sido relatado ha muito tempo na literatura como os CWs podem servir como uma
alternativa econdmica e promissora aos métodos tradicionais de tratamento de aguas residuais
para a remocdao de uma gama de poluentes ambientais, como metais pesados e nutrientes
nitrogenados. Essa tecnologia de biorremediacdo ¢ mais barata, mais facil de operar, com
manuten¢do mais eficiente e possui o beneficio adicional de ser uma instalagao sustentavel para
multiplas finalidades como pesca, producdo de biomassa, recreacdo e paisagismo. Sendo
sistemas de baixo custo e baixa tecnologia, os wetlands construidos sdo sistemas alternativos
ou suplementares potenciais para o tratamento de d4guas residuais em paises em
desenvolvimento (CHEN et al., 2019; KIVAISI, 2001)

1.3.1. Eichhornia crassipes

Eichhornia crassipes (Mart.) Solms ¢ uma macrofita aquatica comumente conhecida
como aguapé, baronesa ou jacinto d’agua (Fig. 3). E uma herbacea aquatica flutuante originaria
de massas de agua doce das regides tropicais quentes da América do Sul, com distribui¢ao
natural nas bacias do Amazonas ¢ do Rio Prata, sendo encontrada em todos os dominios
fitogeograficos nacionais. Ela possui caule longo, esponjoso e bulboso com folhas brilhantes,
largas, espessas, verdes ovais, inflorescéncia semelhante roxa e sistema radicular azul escuro

(SOUSA, 2020).



Figura 3: Eichhornia crassipes. a) espécime coletado e utilizado no experimento. Fonte: Autoria propria. b)
inflorescéncia caracteristica da espécie. Fonte: Sousa, 2020.

O aguapé ¢ uma espécie de planta aquatica muito promissora para tratamentos de residuos
e efluentes. Essa espécie cresce sem exigéncias nutricionais excepcionais e, apesar disso, €
capaz de absorver grandes quantidades de nutrientes, muitas vezes superiores a suas
necessidades bioldgicas. Ela pode remover nitrato e fosfato de efluentes. Adicionalmente, ¢é
capaz de absorver elementos quimicos que ndo participam de seu metabolismo. Isso garante
uma significativa importancia na fitorremediacdo de compostos toxicos como cadmio, arsénico,
cobalto, niquel, mercurio e chumbo (ADELODUN; HASSAN; NWACHUCKWU, 2020;
MEES et al., 2009; NAZIR et al., 2020).

Sua rapida taxa de crescimento e o extenso sistema radicular da Eichhornia crassipes
fornecem um microambiente muito atrativo para microrganismos aderirem (bactérias e algas),
aumentando o potencial de decomposi¢do de matéria organica (AGARRY et al., 2020)

Fatores que influenciam o crescimento da planta sdo a temperatura, intensidade de luz,
concentragdes de fosforo, nitrogénio e carbono inorganico dissolvido, velocidade da agua e

manuten¢do adequada do sistema (MEES et al., 2009).

1.4. Bioensaio com Allium cepa
O teste de Allium cepa proporciona uma rapida triagem para analisar produtos

quimicos, poluentes e contaminantes. que podem representar riscos ambientais. E um sistema



classico para avaliar efeitos toxicos e mutagénicos e um conhecido teste bioldgico sensivel e
barato para a avaliacdo de riscos ecoldgicos e genéticos causados por xenobidticos, compostos
quimicos, misturas quimicas complexas e metais pesados (FISKESJO, 1993; SINGH et al.,
2014; VERMA; ARORA; SRIVASTAVA, 2016)

Neste ensaio com 4. cepa, ap6s a exposi¢do dos bulbos de cebola a solucdo teste
durante um determinado tempo, avalia-se os efeitos citotoxicos, analisando a morfologia € o
crescimento das raizes e o indice mitdtico. Também ¢€ possivel avaliar os efeitos genotoxicos a
partir da anélise da frequéncia micronticleos ou de anormalidades cromossomicas (FISKESJO,
1985).

Citotoxicidade ¢ a capacidade intrinseca de um material em promover alteracao
metabolica nas células em cultura, podendo culminar ou ndo em morte celular. Sendo assim,
neste bioensaio utilizando-se células de raiz de A/lium cepa, a citotoxicidade ¢ ratificada frente
aum efeito mito-depressivo. Esse efeito poderia ser descrito como a reducdo da taxa de mitoses
em comparagdo com a normalidade (controle negativo), ocorrendo uma baixa do indice
mitdtico. Isso significa que o teste com Allium cepa € capaz de indicar inibi¢ao da proliferagao
celular devido a presenga de substancias toxicas, como metais pesados (SINGH et al., 2014).
Entretanto, o aumento na taxa de mitoses frente ao controle negativo, ou seja, altos indices
mitoticos, pode ser um indicativo de crescimento desordenado de células durante a divisdo
celular, sugerindo o aumento de erros de replicacio (VERMA; ARORA; SRIVASTAVA,
2016). Consequentemente, existem maiores chances de se induzir a formacao de tumores nos
seres vivos que entrem em contato com esse tipo de amostra (OLIVEIRA, 2018).

A presenca de anormalidades cromossomicas e de micronucleos ¢ frequentemente
utilizada como um marcador bioldgico para a avaliagdo de efeitos clastogénicos, que provocam
a quebra cromossdmica, e aneugénicos, que induzem a aneuploidia ou segregagdo

cromossOmica anormal, em fun¢do da exposi¢dao a agentes genotoxicos (OLIVEIRA, 2018).



Uma alta quantidade ou frequéncia de micronucleos em células indicam uma grande perda de
fragmentos cromossomicos ou de cromossomos inteiros, por agentes que danifiquem
diretamente 0s cromossomos, € por isso ¢ um 6timo meio para se avaliar a presenca de agentes
clastogénicos e aneugénicos. Ja as anormalidades cromossdmicas podem identificar
separadamente os efeitos clastogénicos, pela presenga de pontes e fragmentos cromossdmicos,
e os efeitos aneugénicos, devido a alteracdes do fuso mitético, pela presenga de cromossomos

retardatarios, e efeitos muito toxicos, como viscosidade cromossomica (FISKESJO, 1985).

1.5.  Justificativa

A agua ¢é recurso esgotavel muito importante para a manutencdo da vida, sendo que
sua qualidade deve ser mantida 6tima para o consumo humano e animal. Diante do aumento da
exploragdo desse recurso por atividades antropicas, a agua sofre constantemente com a
contaminagdo e a consequente perda de sua qualidade.

Dessa forma, esse projeto propds realizar andlise citogenotdxica associada com a
biorremediacdo tipo wetland, que em conjunto apresentam um diferencial comparadas aos
processos separados. Tal implementagdo pode permitir uma avaliagdo e monitoramento da agua
coletada do Corrego Liso antes da biorremediacdo e posteriormente a ela, colocando sobre
analise a genotoxicidade e citotoxicidade, fatores usualmente ndo observados.

Com a jungdo desses dois processos, foi verificado experimentalmente se essas
técnicas se complementam na pratica e se promovem a melhora da qualidade da 4gua de forma

significativa, analisando aspectos fisico-quimicos da dgua e citogenotoxicos.



2.  OBJETIVOS
2.1.  Objetivo geral
Avaliar atividade citogenotoxica em amostras de agua coletada no Corrego Liso do
Rio Uberabinha anterior e posteriormente a realizagdo da biorremediagdo tipo wetland

construido.

2.2.  Objetivos especificos

Analisar a composigao fisico-quimica e microbiologica da agua do corrego Liso em

sua confluéncia com o Rio Uberabinha;

e Avaliar o potencial citogenotoxico da dgua do corrego Liso por meio do teste do
Allium cepa;

e Produzir um modelo experimental de wetland construido e tratar a 4gua coletada,
apods analises iniciais;

e Analisar a 4gua em seus aspectos citogenotoxicos apoOs passar pelo tratamento via
wetland construido;

e Avaliar a efetividade do sistema de biorremediagdo tipo wetland para reducao da

atividade citogenotoxica de afluentes contaminados.

3. METODOLOGIA
O presente trabalho foi realizado seguido trés se¢des basicas, para melhor orienta¢ao
€ organizagao:
1) Preparo: atividades com o intuito de organizar o experimento.
a. Coleta das macrofitas

b. Constru¢do do modelo experimental de wetland construido



c. Coleta da agua do Cérrego Liso
2) Experimento: os proprios experimentos, meios para alcancar os objetivos deste
trabalho.
a. Andlises fisico-quimicas e citogenotoxicas da agua do corrego Liso
b. Instalacdo do modelo experimental de wetland construido
c. Andlises citogenotoxicas da dgua do coérrego Liso tratada
3) Analises estatisticas: comparagao entre os dados obtidos nos experimentos para
fazer a discussdo e verificar a hipotese inicial.
Todas as atividades realizadas durante o experimento foram organizadas em um

fluxograma (Fig. 4) para facilitar a compreensdo do todo.

E
% E ‘ Analises Fisico-Quimica -
) —_—

Poluicio

Anélises Citogenotoxicas Comparar resultados com
andlises estatisticas

‘é‘ﬁ’ Analises Fisico-Quimicas

@ Andlises Citogenotoxicas

Coleta da agua no Corrego
Liso

Instalag@o do experimento

Coleta macrofitas

Constru¢do do modelo
experimental CW

Figura 4: Visdo geral do experimento.

3.1. Local de estudo, coleta de agua e coleta de macrofitas
A coleta de dgua para estudos foi realizada no corrego Liso em sua confluéncia com o
rio Uberabinha (Fig. 5) e ocorreu no inicio de agosto. Para a coleta, usaram-se galdes de pléstico

com capacidade de 5L para as andlises biologicas e vidros ambar de 1L para os testes fisico-
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quimicos. Esses recipientes estavam devidamente higienizados, mantendo as especificagdes

exigidas para cada tipo de analise.

Figura 5: Foto do Cdrrego Liso na confluéncia com o Rio Uberabinha, local de coleta de amostras de agua.
Destaque para a degradacdo ambiental local e influencia antropica no afluente, com um cano de descarga de
efluente.

Posteriormente a coleta, os frascos foram imediatamente lacrados e refrigerados para
o transporte até o local onde foram realizadas as devidas analises. A coleta e o transporte das
amostras seguiram o protocolo da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (1987) e os
métodos padroes para analise de agua e de aguas residuais (APHA, 2017), mantendo-os sob
refrigeragdo e protegidos da luz até o momento dos testes fisico-quimicos e biologicos.

A coleta de macrofitas da espécie Eicchornia crassipes foi realizada dia 18 de agosto
de 2019, no campus Uberlandia do Instituto Federal do Triangulo Mineiro (Fig. 6) e
devidamente comparada com as caracteristicas morfoldgicas descritas para a espécie,

garantindo que o espécime coletado seja o mesmo do desejado e descrito (SOUSA, 2020).

Figura 6: Coleta das macrofitas no Instituto Federal do Triangulo Mineiro (IFTM), Campus Uberlandia.
Fonte: Autoria propria.
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3.2.  Analise dos parametros fisico-quimicos da agua

As andlises da 4dgua coletada do Cérrego Liso, sem qualquer tratamento, seguiram de
acordo com o protocolo de Boyd e Tucker (1992), dosando oxigénio dissolvido (OD), pH,
amoOnia nao-ionizada, taxa de nitrato e nitrito, turbidez, cianeto livre, cloreto, solidos totais
dissolvidos, bario, metais pesados (arsénio, cadmio, chumbo e merctrio), cloro, cobre, sédio,
manganés, Cromo ¢ zinco.

Os valores obtidos para cada pardmetro foram comparados com o que a Resolugdo do
CONAMA N° 357/2005 (Tab. 1), legislagdo que oferece padrdes e limites para a classificagdo
de corpos de agua e estabelece condi¢des para o langamento de efluentes, complementada pela
Resolucao N° 393/2007.

Tabela 1:Padrio fisico-quimico para corpos de dgua doce Classe 2

Parametros

Valor maximo

Oxigénio Dissolvido
Cloreto Total

Coliformes Termotolerantes
pH

DBO 5 dias a 20°C

Nitrato

Foésforo Total

Turbidez

Solidos Dissolvidos Totais

Nitrogénio Amoniacal Total

Nao inferior a 5 mg/L O»

250 mg/L Cl1

1000/100mL

6,02 9,0.

Até 5 mg/L O

10,0 mg/L N

0,1 mg/L P

até100 UNT

500mg/L

3,7mg/L N para pH <7,5
2,0mg/L N para 7,5 <pH < 8,0
1,0 mg/L N, para 8,0<pH < 8,5
0,5mg/L N, para pH > 8,5

Arsénio Total 0,01 Mg/L As

Bério Total 0,7mg/L Ba
Cédmio Total 0,001 mg/L Cd
Chumbo Total 0,01mg/L Pb
Cianeto Livre 0,005mg/L CN
Cobre Dissolvido 0,009mg/L Cu
Cromo Total 0,05 Mg/L Cr
Fenois Totais 0,003mg/L C¢HsOH
Mercurio Total 0,0002mg/L Hg
Zinco Total 0,18 Mg/L Zn

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

No Estado de Minas Gerais a caracteriza¢io da agua é complementada pelo Indice de
Qualidade das Aguas (IQA) desenvolvido pela National Sanitation Foudantion (NSF) nos
Estados Unidos. Esse indice retne nove parametros estabelecidos entre diversos cientistas da
area ambiental como mais relevantes para a formagdo desse novo parametro: oxigénio
dissolvido, coliformes fecais, pH, demanda bioquimica de oxigénio, nitrato, fosfato total,
temperatura da agua, turbidez e so6lidos totais. Para cada parametro foi atribuido um peso, de
acordo com sua importancia relativa no calculo do IQA. Para a realizacdo dos calculos foi
utilizado o Sistema de Calculo da Qualidade da Agua (SCQA) e os dados fornecidos foram
classificados de acordo com a seguinte Tabela 2 (SEMAD, 2005). O IQA foi calculado para as
amostras coletadas do Cérrego Liso, sem qualquer tratamento.

Tabela 2: Faixa de valores para classificar a agua com os niveis de qualidade do indice de
Qualidade das Aguas (IQA)

Nivel de Qualidade Faixa
Excelente 90 <IQA <100
Bom 70 <IQA <90
Médio 50<IQA <70
Ruim 25<IQA <50
Muito Ruim 0<IQA <25

3.4. Bioensaios com Allium cepa

A metodologia para os bioensaios com cebolas (nome popular da Allium cepa) foi o
protocolo estabelecido por Fiskesjo (1985) com algumas modificagdes. Para realizar os testes
foram utilizados 5 bulbos de 4. cepa para cada tratamento e suas dilui¢des, além de usar para
os controles negativo, realizado com d&gua destilada, e positivo, que foi feito com
metilmetanosulfonato (MMS) 25 uL.L"!. As dilui¢cdes a serem foram de 25%, 50% e 100% da
amostra de agua coletada do Corrego Liso. Posteriormente, repetiu-se este experimento com as
amostras de agua de cada tratamento apo6s findado o tempo de experimento no protdtipo de

wetland construido.
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Para este teste, foram preparados os bulbos de A. cepa raspando e limpando o prato,
regido inferior do bulbo onde ocorre o crescimento das raizes, para permitir o surgimento das
gemas radiculares. Em seguida, foi necessario estimular o desenvolvimento do meristema
radicular colocando o prato (Fig. 7) em contato com agua destilada por 24 horas, em

temperatura ambiente e baixa iluminagao.

Talo

Colo

—— Catafilo externo

Bulbo — | i

— Prato
Raiz

Figura 7: Morfologia dos bulbos de Allium cepa. Fonte: Sistema FAEP — Federagdo de Agricultura do Estado
do Parana’

Ap0s essa preparacdo, os bulbos foram colocados em contato com as solugdes-teste e
os controles positivo e negativo por um periodo de 72 horas (Fig. 8). Findado o tempo de
exposicao, os bulbos foram retirados das solugdes-testes e as 10 maiores raizes de cada bulbo
foram coletadas e medidas com um paquimetro para posterior andlise. Essas raizes foram
fixadas com Carnoy 3:1 (etanol:dcido acético) por 24 horas a temperatura ambiente e
armazenadas em etanol 70% a 4°C para posterior preparo de laminas para analise (OLIVEIRA,

2018).

Figura 8: Montagem do experimento de bioensaio com Allium cepa. Fonte: Autoria propria.

! Disponivel em: http://www.faep.com.br/comissoes/frutas/cartilhas/hortalicas/cebola.htm. Acesso em 22
ago. 2020.
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O preparo de laminas foi realizado de acordo com a metodologia Guerra (2002) com
algumas adaptagdes. As raizes armazenadas no etanol 70% (Fig. 9a) foram retiradas da solug¢ao
e lavadas trés vezes em agua destilada, por 5 minutos em cada lavagem e, em seguida, foram
hidrolisadas m HCI 5N a temperatura ambiente por 3 minutos e lavadas novamente duas vezes
em agua destilada (Fig. 9b). Apds esse processo, o meristema da raiz foi transferido para a
lamina e uma gota de 4cido acético a 45% foi pingada, para evitar o ressecamento. A coifa foi
retirada, com o auxilio de um estereoscopio, restando somente o meristema, o qual foi
devidamente fragmentado em pequenos pedagos. Novamente pingou-se uma gota de acido
acético sobre o material para a cobertura com a laminula. Para evitar a sobreposi¢ao do material,
fez-se um esmagamento com o dedo polegar sobre o conjunto lamina/laminula. Para finalizar
a preparacao da lamina, o conjunto foi congelado em nitrogénio liquido entre 30 a 60 segundos,
até o completo congelamento da lamina. Depois a laminula foi rapidamente tirada (Fig. 9c) e a
lamina deixada para secar ao ar. As laminas foram coradas com solu¢do Giemnsa 10% por 20

minutos.

Figura 9: Etapas da confeccdo das léminaé. a) raizes armazenadas em etanol 70%; b) preparagdo das laminas;
¢) retirada da lamina apds nitrogénio liquido.
Fonte: OLIVEIRA, 2018, p. 47.

Para cada bulbo foi preparada uma lamina, contendo no minimo duas raizes. Para as
andlises, as laminas foram codificadas e examinadas pela mesma pessoa utilizando um

microscopio Optico com objetiva de 40x. Analisou-se 1000 células por repeti¢do, totalizando
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5000 células por tratamento. Com os dados obtidos, foi possivel averiguar os efeitos citotoxico
e genotoxico.
Para mesurar os efeitos citotoxicos analisou-se o tamanho das raizes ap6s a exposi¢do

aos tratamentos e o {ndice Mitético no experimento, calculado a partir da seguinte formula:

Onde:
IM = Indice Mitético;
IM = — x 100 CM = namero de células em divisdo mitética;
CT ., . .
CT = numero de células totais.

J& para avaliar o efeito genotdxico foram analisadas a frequéncia de micronucleos
(MN) em 1000 células na interfase por bulbo e também o numero de anormalidades
cromossomicas em 100 anafases-tel6fases. As aberragdes cromossdmicas (AC) foram
apresentadas como o numero total de aberracdes em 100 células em divisdo por bulbo,
excetuado células em profase. Considera-se anormalidade cromossomica anafases e metafases

diagonais, perdas cromossdmicas, cromossomos atrasados, pontes, disturbios de metafase e

viscosidade cromossomica (TIMOTHY et al., 2014). AC e MN foram ilustradas na Fig.10

-y
o
?
: c

Figura 10: Alteragdes genotdxicas consideradas no teste de genotoxicidade com A. cepa. a) profase normal; b)
metafase normal; c) anafase normal; d) tel6fase normal; ) desvio polar (anafase diagonal); f) ponte anafésica;
g) cromossomo atrasado/retardado; h) micronticleos; 1) perda cromossémica; j) distirbio de metafase; k)
metafase pegajosa; 1) c-mitose. Fonte: Autoria propria.

-Micronucleo
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Os micronucleos (MN) podem se originar de fragmentos cromossomicos ou
cromossomos atrasados durante a mitose, formando estruturas semelhantes ao ntcleo principal
sO6 que em tamanhos reduzidos. Podem ser induzidos por agentes que danificam diretamente o
cromossomo, produzindo quebras (efeito clastogénico) ou por agentes que afetam o fuso
mitotico (efeito aneugénico) (SANTOS, 2020).

-Desvio polar

O desvio polar inclui as chamadas anafases e metafases diagonais. Representa uma
anormalidade em que os cromossomos filhos ficam alinhados de forma adjacentes € ndao opostos
um dos outro para a separagao pelo centromero (TIMOTHY et al., 2014).

-Perdas e pontes cromossomicas

Perdas cromossomicas e pontes cromossomicas sao resultado de quebras da cromatide
e dos cromossomos, avaliando efeitos clastogénicos (FISKESJO, 1985).

-Cromossomos atrasados/retardatarios

Cromossomos atrasados sdo aqueles que ndo se separam completamente de sua célula
filha oposta. Resultados de um efeito c-mitotico fraco e indicativos de risco de aneuploidia.
Podem ser o resultado de uma desespiralizagdo parcial dos cromossomos ou por distirbios no
fuso mitético ou no centromero (FISKESJO, 1985; TIMOTHY et al., 2014).

-Disturbios de metafase

Disturbios de metafase podem ser atribuidos a defeitos no aparelho do fuso mitotico
(KUMARI; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN, 2009).

-Viscosidade cromossomica (stickiness)

A viscosidade cromossdmica € postulada como resultado do funcionamento defeituoso
de um ou dois tipos de proteinas ndo histonicas especificas que envolvem a organizacdo

cromossOmica, necessarias para a separacao e segregacdo dos cromossomos. Alteracdes no
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funcionamento dessas proteinas sdo causadas por mutagdes genéticas ou pela acdo direta de
agentes mutagénicos (TIMOTHY et al., 2014).

E um sinal comum de alta toxicidade nos cromossomos, sendo um provavel efeito
irreversivel que leva a morte celular (KUMARI; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN,
2009). A metafase pegajosa (sticky metaphase) ocorre quando os cromossomos perdem sua
nitidez e parecem estar em uma superficie pegajosa, causando alguma aglomeracao (CAMPOS;
VICCINI, 2003).

-C-mitose

A c-mitose ou mitose com colchicina (c-mitosis) ocorre pela inativagdo do fuso
seguida por uma distribui¢do aleatoria dos cromossomos pela célula. Uma divisdo atrasada do
centromero pode resultar em cromossomos assumindo a configuragdo pares em C: as
cromatides irmas estdo ligadas ao centromero e ndo permanecem mais adjacentes um aos
outros. E proveniente de um efeito toxico fraco, podendo ser reversivel se ocorrer apds
deformacio da estrutura do fuso mitético (FISKESJO, 1985; TIMOTHY et al., 2014).

Cada tratamento foi comparado com o controle negativo e a ocorréncia de toxicidade,
visualizado pela inibigdo do crescimento, foi apresentada quando a diferenga entre o

determinado tratamento e o controle negativo foi estatisticamente significativa.

3.5. Biorremediacio em modelo experimental de wetland construido (CW)
Para a realizagdo desse experimento, foi utilizado a macroéfita aquatica Eichhornia
crassipes, sendo o seu nome comum aguapé, que possui potencial de biorremedia¢ao de metais
pesados descritos em diversos estudos (NORTE; ZANELLA; ALVES, 2015; POTT; POTT,
2002; TAVARES, 2009). O experimento foi realizado na casa de vegetacao da Universidade

Federal de Uberlandia, campus Umuarama.

18



As plantas desta espécie foram inicialmente acondicionadas em recipientes de
politereftalato de etileno (PET) com 4gua destilada um individuo por recipiente, durante uma
semana. Apos esse periodo de adaptacdo, as plantas foram padronizadas em relagcdo a massa
(36 + 3g) e namero de bulbos (5) e a 4gua inicial foi substituida pelas amostras coletadas no
Coérrego Liso, ficando por mais 30 dias (Fig. 11). Essa agua foi colocada em trés diferentes

concentragdes (100%, 50% e 25%) para averiguar melhor eficiéncia do tratamento proposto.

Figura 11: Montagem do sistema experimental de wetland construido. a) inicio da montagem do prototipo; b)
prototipo em funcionamento com aguapés e amostras a serem biorremediadas.
Fonte: Autoria propria.

Cada tratamento recebeu uma agitacdo e oxigenacdo, por meio de um sistema de
bombas de ar e tubos que foram colocados de forma separada e sem haver mistura das amostras
de cada tratamento. Sendo que todos os individuos foram submetidos a0 mesmo ciclo de
agitacdo e oxigenacao. O tempo total do experimento foi de 37 dias, 7 dias de acondicionamento

e 30 dias do experimento em progresso.

O experimento foi realizado com cinco replicatas, com o controle negativo, que foi o
recipiente de PET com a 4gua tratada e com macrofitas, e uma testemunha, um recipiente de
PET com a amostra de 4gua coletada e sem macrofitas. O desenho experimental foi resumido

no esquema da Figura 12.
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100% dgua do 50% agua do 25% agua do agua potavel 100% agua do

Corrego Liso Corrego Liso Corrego Liso filtrada Corrego Liso
l | I Controle Controle
Negativo Positivo

Teste do sistema de CW

Figura 12: Desenho experimental da biorremediagdo proposta com o modelo experimental de wetland
construido. Cada garrafa representa um tratamento diferente e cada tratamento foi feito com cinco replicatas.
Fonte: Autoria propria.

Para monitorar a dindmica de crescimento das macrofitas, foi feito o registro
fotografico das plantas em sua fase inicial e final, fazendo a manutengao periddica das plantas
e do sistema de wetland. Além disso, reuniu-se informagdes sobre o peso de cada individuo e
quantos bulbos eles possuiram a cada semana (S0, S1, S2, S3 e S4), assim como o didmetro
final de cada bulbo (Fig. 13). As temperaturas foram registradas cinco vezes, a cada 5 ou 7 dias,
no decorrer do experimento para obtengdo de temperatura média, minima e maxima em que as

macrofitas foram cultivadas.

Figura 13: Medicdo do didmetro de bulbos de cada individuo por meio de um paquimetro. Fonte: Autoria
propria.
3.6. Analises Estatisticas
Os valores encontrados para avaliar o crescimento das macrofitas foram analisados a
partir da regressao linear e depois analisados por one-way ANOVA, comparados com o controle

negativo. O intervalo minimo de confianca admitido foi de 95% (p < 0,05).
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Os ensaios citogenotoxicos foram analisados por two-way ANOVA, seguido pelo teste
de comparagdes multiplas de Dunnett. Todos os tratamentos foram devidamente comparados

com o controle negativo, admitindo um intervalo minimo de confianga de 95% (p < 0,05).

O software utilizado para essas analises foi o GraphPad Prism (versao 7.0 — Graphpad

Software, Inc) e o Excel (versdo 16.0 — Microsoft Corporation, Inc).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Qualidade da agua do Cérrego Liso
4.1.1.  Analise dos parametros fisico-quimicos das amostras de agua
Os resultados da analise dos parametros fisico-quimicos e de coliformes
termotolerantes sdo apresentados na Tabela 3. Os valores destacados em negrito sdo aqueles
que ndo estdo dentro dos limites permitidos na Resolugdo CONAMA 357/2005.
Adicionalmente, os valores marcados com (*) sdo de parametros que estdo muito proximos ao

limite adequado, que podem se tornar problematicos se persistirem ao longo do tempo.

Tabela 3: Parametros fisico-quimicos e microbioldgico da agua coletada do Cérrego Liso. Os
dados representam a média + o erro padrdo de triplicatas. Em negrito, valores em
desconformidade com o nivel permitido, conforme determinado pelo CONAMA (Resolucao
357/2005 - Classe 2).

Parametro Unidade de medida Média + erro padrao
pH -- 5,97 £ 0,058*
Temperatura °C 25,6 £ 0,265
Oxigeénio dissolvido mg/L O2 6,25 +0,165*
Cloretos mg/L 10,98 + 0,237
Coliformes Termotolerantes NMP/100mL 1016,33 + 112,86
Demanda Bioquimica por Oxigénio mg/L Oz 9,53 + 0,651
Nitratos mg/L 4,51+ 0,239
Nitritos mg/L 0,04 = 0,006
Fosforos totais mg/L 0,06 = 0,008
Turbidez UNT 150,63 + 1,914
Solidos Dissolvidos Totais mg/L 943,07 £ 106,68
Nitrogénio amoniacal mg/L 5,56 + 0,233
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A 4gua coletada do Cérrego Liso apresentou um pH levemente acido, proximo ao que
permite a legislacdo, e uma temperatura média de 25,6°C. De acordo com Gongalves (2009),
esses valores sdo semelhantes aos relatados para o Rio Uberabinha. Essas informagdes sao
importantes para verificar as alteragdes possiveis no ecossistema e interpretar adequadamente
outros parametros (CONAMA, 2005).

O Oxigénio Dissolvido (OD) ¢ essencial para avaliar se a 4gua permite o crescimento
de organismos aerdbios por ser indispensavel a eles, principalmente aos peixes, 0s quais
geralmente ndo suportam ambientes com concentragdes inferiores a 4 mg/L (PARRON;
MUNIZ; PEREIRA, 2011). O valor de OD encontrado para a amostra de 4gua do Corrego Liso
(6,25 mg/L) apresentou uma concentragdo muito proxima a permitida pela legislagdo brasileira
que ndo permite concentragdes menores que 5 mg/L. O OD quando baixo indica pouca
incorpora¢ao do oxigénio na dgua, como em velocidades menores de fluxo de 4gua, ou um alto
consumo por organismos aerobios (algas e bactérias) ou rea¢des oxidativas da matéria organica.
Este valor proximo ao limite minimo pode se tornar alarmante se persistir a fonte de
interferéncia desse parametro pois afeta o equilibrio do ecossistema local. Este teor de OD no
Corrego Liso € provavelmente originado pelo baixo escoamento (Fig. 5) e pela presenca de
organismos consumidores de oxigénio.

Os Coliformes Termotolerantes (CT) estdo presentes nas fezes de animais de sangue
quente, inclusive de seres humanos, e sdo um indicador muito importante da contaminagao
biologica da agua (FUNASA, 2006). O valor de CT para o Corrego Liso (1016 NMP/100mL)
ultrapassou o limite estabelecido (1000 NMP/100mL) para o uso de recreacdo de contato
primério. Isso ¢ um forte indicador de contaminacao por dejetos de animais de sangue quente,
provavelmente originados por emissao de efluente doméstico clandestino (OLIVEIRA, 2018).

A regido onde se localiza o corrego ¢ ocupada majoritariamente pela atividade industrial, com
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alguma ocupacdo humana, eliminando o descarte ou o escoamento superficial de residuos
animais como principal fonte de contaminagao.

O parametro da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) ¢ um bioensaio que indica o
consumo necessario de oxigénio para a oxidacdo bioquimica feita por microrganismos para
estabilizar a matéria organica presente na agua, mimetizando as condi¢des naturais (PARRON;
MUNIZ; PEREIRA, 2011). Dessa forma, esse parametro mensura a polui¢do por matéria
organica ao quantificar a quantidade de oxigénio consumido por estes microrganismos,
mantidos na temperatura e tempo convencionado. Se essa demanda for suficientemente grande
para consumir todo o oxigénio dissolvido da 4gua, os organismos aerdbios nesse ambiente
morrem (GONCALVES, 2009). O valor de DBO encontrado para a amostra de 4gua do Coérrego
Liso (9,53 mg/L) € maior do que o limite estabelecido (até 5 mg/L) o que representa um forte
indicio de excesso de matéria orgédnica advindo de contaminagdo antrépica (SILVA et al.,
2018).

A concentracao de Solidos Dissolvidos Totais (TDS) ¢ a somatéria de todos as matérias
suspensas ou dissolvidas na agua, incluindo solutos como sodio, calcio, magnésio, bicarbonato
e cloreto que permanecem como um residuo solido apods a evaporagdo da agua da amostra. Este
parametro ¢ um padrdo secundario de agua potavel que avalia o aspecto visual da agua,
relacionado com a condutividade e a turbidez. Além disso, os TDS podem se combinar com
compostos toxicos e metais pesados e levar a um aumento na temperatura da agua. Os valores
de TDS no Corrego Liso ultrapassam o estabelecido pela legislacdo (500 mg/L). Uma
concentragdo alta de TDS na agua ndo € um perigo a satide, sendo mais um padrdo estético,
mas pode provocar efeito laxante, alteragdo na acidez e no sabor da dgua. Os principais fatores
que afetam TDS sdo escoamento superficial, intemperismo, emissdo de efluentes e

decomposicdo de matéria organica (MURPHY, 2007; ORAM, 2016).
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A Turbidez (T) € um parametro fisico muito importante no monitoramento da qualidade
da 4gua de abastecimento publico e para avaliar eficiéncia do tratamento secundario do esgoto
bruto. A presenca de turbidez em amostras de dgua estd associada com a existéncia de particulas
em suspensdo, diminuindo a transmissao de luz no meio, podendo ser oriunda de contaminagao
e, portanto, possivel de ocasionar danos a satde. Ela pode ser provocada por argila, silte,
plancton, algas, detritos organicos e outros compostos, por exemplo sais de ferro, aluminio e
manganés (SABESP, 1999). A turbidez no Corrego Liso foi maior do que a adequada,
indicando uma provavel contaminagao.

Nitrogénio amoniacal (amoénia e ion amonio) ¢ uma das formas que o nitrogénio se
encontra na agua, sendo o primeiro produzido na degradagdo organica por bactérias
nitrificantes. E importante ser quantificada por ser um poluente toxico aos seres vivos e por ser
indicador da presenca de matéria organica (GONCALVES, 2009; SCHIMIDELL et al., 2007).
Dessa forma, o nitrogénio amoniacal possui efeitos ambientais nocivos ao promover a
eutrofizagdo, causando déficit de oxigénio nos corpos d’agua, e apresentar toxicidade as formas
de vida aquatica (GOMES, 2018). Com um valor de nitrogénio amoniacal acima do permitido
(3,7 mg/L), o Corrego Liso (5,56 mg/L) tem grandes indicios de contaminacao e provavelmente
pode softrer ou sofre eutrofizagao.

Na Tabela 4, foram reunidos os resultados das concentracdes de metais totais detectados

na amostra proveniente do Corrego Liso.
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Tabela 4: Concentracdo de metais e fendlicos da agua coletada do Corrego Liso. Os dados
representam a média + o erro padrao de triplicatas. Em negrito, valores em desconformidade
com o nivel permitido, conforme determinado pelo CONAMA (Resolucao 357/2005 - Classe
2).

Metal Média + erro padrao (mg/L)

Arsénico Total (mg/L) ND

Bario Total (mg/L) ND

Cédmio Total (mg/L) 0,107 £ 0,015
Chumbo Total (mg/L) 0,063 + 0,004
Cianeto Total (mg/L) ND

Cobre Dissolvido (mg/L) ND

Cromo Total (mg/L) 0,044 £+ 0,002*
Fenolicos Totais (mg/L) ND

Mercurio Total (ug/L) ND

Zinco Total (mg/L) ND

ND: nédo detectado

Dentre todos os metais pesados testados, somente o cadmio (Cd) e o chumbo (Pb)
ultrapassaram os valores padroes da Resolugdo CONAMA 357/2005: a concentragao de Cd ¢
10 vezes maior do que estabelece a resolugao e a concentragdo de Pb € 6 vezes maior. O cadmio
e o chumbo s3o metais deletérios que bioacumulam em diferentes ecossistemas, incluindo
aquaticos, e sao alguns dos mais perigosos poluentes ambientais (ALIMBA et al., 2018).

Cromo (Cr) em sua forma trivalente ¢ tratado como um elemento essencial com um
papel ndo bem definido no metabolismo humano, sendo que sua caréncia provoca doencas. Em
contraposi¢io, o cromo hexavalente (Cr®") é toxico e com alto potencial cancerigeno e nio tem
funcdo metabolica (ATSDR, 2014; GONCALVES, 2009). A concentracio de cromo
encontrada nas amostras de dgua do Coérrego Liso (0,044 + 0,002 mg/L) esta no limite do que
a legislagao permite (0,05 mg/L).

A presenga desses elementos trago (Cd, Pb e Cr) em corpos d’dgua em concentragdes
maiores representa uma alta probabilidade de contaminagao por atividades antropicas (ATSDR,
2014, 2020; BRAILE; CAVALCANTI, 1993; ROCHA, 2016). Pode se concluir que o Corrego
Liso possui contaminacao de origem nao-natural, provavelmente devido a rede de esgoto nao

legalizada, doméstico e industrial, e escoamento superficial urbano.
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4.1.2. Calculo do indice de Qualidade de Agua (IQA)
Os dados obtidos com a anélise fisico-quimica do Corrego Liso foram interpretados com
a utilizagdo do software IQAData. O resultado do Indice de Qualidade de Agua (IQA) obtido
foi de 39,7 pontos, o que permite classificar a qualidade da agua em RUIM (25 <IQA <50). O
IQA pode ser utilizado para avaliar a interferéncia de esgotos domésticos e de materiais
organicos, nutrientes e sélidos na qualidade da agua. A partir do resultado encontrado pode-se

constatar que o Corrego Liso apresente forte influéncia dos efluentes langados nele.

4.2. Biorremediacio em modelo experimental de wetland construido (CW)
O modelo experimental de wetland construido (CW) foi confeccionado de acordo com
a metodologia descrita e teve no total 37 dias de experimento. A temperatura média no decorrer
do experimento foi de 31,1 £ 8,3 °C, sendo que foram aferidas temperatura minima de 21°C e
maxima de 44°C.
O crescimento das macrofitas foi mensurado pela média do peso individual da
populagdo de cada tratamento, plotando os dados e tragando linha de tendéncia no gréafico da

Figura 14.
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Figura 14: Grafico da relagdo peso dos individuos do tratamento por dia. A equagdo e o coeficiente de regressdo
de cada um dos respectivos tratamentos foram apresentados a direita do grafico, junto com a legenda.
CL=Corrego Liso
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O crescimento semanal das macroéfitas considerando nimero de bulbos por individuo

foi reunido na Tabela 5.

Tabela 5: Média do numero de bulbos por individuo para cada tratamento no projeto
experimental de wetland construido e média dos diametros dos bulbos por tratamento no fim do
experimento. Mé £ DV=média + desvio padrao; CL=Corrego Liso

Controle negativo

Tratamentos (0% CL)
Tempo 100% 50% 25%
SO 5 5 5 5
S1 7 7 7
S2 10 9 9 9
S3 12 11 10 11
S4 15 14 13 13
Diametro médio dos
bulbos (cm) 18,80 £4,65 16,98 +4,08 1828+4,64 16,59 +3,21
Mé £ DP

Devido a problemas experimentais da coleta de dados, ndo foi possivel obter
informagdes do peso individual e do nimero de bulbos por individuo em intervalos regulares.
Isso impediu a comparacao dessas variaveis por tempo. Para aproveitamento do dado, foi
tracado linhas de tendéncias para conseguir visualizar diferengas entre os tratamentos.

A partir dessas informacdes foi possivel afirmar que tanto as macréfitas do controle
negativo quanto dos tratamentos conseguiram crescer, aumentando seu peso € o seu nimero de
bulbos. Nao existe diferenca significativa entre os tratamentos para peso médio da populagao,
numero de bulbos por individuo e didmetro final de cada bulbo.

Apesar disso, foi possivel verificar que existe uma tendéncia maior de crescimento
quanto maior a concentragdo de dgua do Coérrego Liso. Provavelmente, isso ocorre pois o
Corrego Liso apresenta matéria organica e nutrientes para permitir seu crescimento adequado
(OLIVEIRA, 2018; PEIXOTO; SILVA; VIDIGAL, 2018). Entretanto, o uso de agua destilada
para diluir os tratamentos diminui a concentragcdo desses compostos. Assim como a agua filtrada

nao apresenta condigdes muito favoraveis para seu continuo crescimento (MEES et al., 2009).
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Contudo, o crescimento das macroéfitas cultivadas em diluigdes do Corrego Liso ndo
possui diferenga estatisticamente significante comparado ao controle negativo (macrofitas
cultivadas em agua filtrada). Isso € reforgado pelos baixos requisitos nutricionais da Eichhornia
crassipes (NAZIR et al., 2020). Apesar disso, visualmente os individuos apresentaram algumas
diferengas. Foi possivel notar uma varia¢ao de vigor e crescimento nos tratamentos com a agua
do CL comparado ao controle negativo. Em geral, as macroéfitas dos tratamentos cresceram
mais, sendo que ao fim as plantas do tratamento 100% CL estavam com um aspecto pior do que
as das dilui¢des. Isso pode ter ocorrido pela maior disponibilidade de matéria organica ofertada
pela agua do corrego, mas pode ter afetado seu desenvolvimento devido a toxicidade cronica
desta agua.

Para verificar melhor diferengas entre os tratamentos seria necessario mais estudo e com
um numero amostral maior e um tempo de experimento prolongado com a troca das populagdes
de aguapés e reposicao de agua contaminada. O limite de 5 individuos por tratamento pode ter

impedido de revelar diferengas significativas entre os tratamentos (BRITO et al., 2016).

4.3. Ensaios Citogenotoxicos

Nos resultados obtidos para A. cepa cada tratamento foi comparado com o controle
negativo (4gua destilada) e a ocorréncia de toxicidade (inibi¢do do crescimento, taxa de
microntcleo e taxa de aberragdes cromossomicas) foi considerada quando a diferenca entre
tratamento e controle negativo foi estatisticamente significativa. Posteriormente foram
comparados os tratamentos com cada um deles, a partir do teste de comparacdes multiplas de
Tukey.

Os resultados foram reunidos em graficos e para o melhor entendimento cada tratamento
e os controles foram nomeados como:

e (C-: controle negativo, bioensaio com 4. cepa em agua destilada;
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e C-p: controle negativo com planta, bioensaio com 4. cepa em agua tratada que
foi acondicionada junto a uma macroéfita durante o tratamento experimental com
o protdtipo de wetland construido, com o intuito de averiguar uma possivel
contaminagao originada da planta;

e (C+: controle positivo, bioensaio com A. cepa em agua com
metilmetanosulfonato (MMS) na concentracdo de 25 uL.L;

e L: agua do Corrego Liso, bioensaio com 4. cepa em amostras da dgua coletada
do Corrego Liso, em diferentes concentragdes;

e Lt: testemunha, bioensaio com A. cepa em agua coletada do Corrego Liso, em
concentracdo de 100%, que foi acondicionada sem macrofita durante o
tratamento experimental com o protétipo de wetland construido, com o intuito
de averiguar como a agua contaminada ficaria apds o mesmo tempo que o
experimento levou;

e Lb: agua do Corrego Liso biorremediada; bioensaio com 4. cepa em agua
coletada do Corrego Liso, em diferentes concentragdes, que foram
acondicionadas com a macrofita durante o tratamento experimental com o

prototipo de wetland construido.

4.3.1. Toxicidade
Para avaliagdo da toxicidade entre as diferentes amostras foram realizadas analises
estatisticas comparando as médias de comprimento de raizes de Allium cepa apds a exposi¢ao
aos tratamentos. O tamanho médio das raizes diminui com maior toxicidade presente nas
amostras. O crescimento das raizes em diferentes concentragdes de tratamento foi comparado

com o controle. A partir dos resultados obtidos foi gerado o grafico abaixo (Fig. 15).
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Figura 15: Grafico demonstrando comprimento médio de raizes de Allium cepa tratadas com as diferentes dguas
do Corrego Liso e com os controles negativo (C- dgua destilada), negativo com planta (C-p) e positivo (C+
MMS). Os dados representam a média + o erro padrio. ns: ndo significativo a p<0,05. * p < 0,05; ** p < 0,0;
*¥*% p <0,001; e ¥*** p < 0.0001 (comparando com o controle negativo). Fonte: Autoria propria com dados
obtidos no software GraphPad Prism7

Em relagdo a toxicidade referente ao crescimento radicular de Allium cepa, os resultados
representados no grafico revelam que estatisticamente ndo foi percebido toxicidade nas
amostras de dgua do Corrego Liso sem manejo (L), com o manejo experimental (Lb) e na agua
sem manejo apos 30 dias (Lt).

Mesmo nao existindo diferenca estatistica entre os tratamentos, variagdes morfologicas
entre as raizes foram notadas. Raizes das cebolas controle positivo (C+) e L mudaram de cor
branca para tons mais marrons e amarelos, consequéncia de efeitos toxicos que provocaram
morte celular. Além de os tratamentos com L, Lt e C+ terem pontas de raizes com curvaturas,
caracteristico de contaminacdo com alguns metais (FISKESJO, 1985). Como a metodologia
utilizada foi medir as 10 maiores raizes de cada bulbo, as diferencas entre quantidade de raizes
por bulbo e morfologia destas ndo foram avaliadas. Posteriores trabalhos podem avaliar essas
diferengas pois existe correlagdo alta entre pardmetros microscopicos € macroscopicos, de
acordo com metodologia Fiskesjo adotada.

Além disso, C+ possui uma média menor que o controle negativo (C-), mas foram
estatisticamente iguais. Tal igualdade indica que o MMS nao foi eficaz para revelar toxicidade

em raizes, provavelmente pela concentragdo utilizada ndo ser toxica, mas somente mutagénica
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(SIGMA-ALDRICH, 2021). O controle negativo com planta (C-p) foi estatisticamente igual ao
C-, confirmando que as macrofitas usadas ndo foram fonte de contaminagdo no experimento.

Quando comparado o C- com Lt e Lb ¢ possivel verificar que os tamanhos médios das
raizes sdo maiores que o do proprio C-. O tratamento L apresenta uma pequena diferenga
estatisticamente significante, excetuando a concentragdo 100%. Pode se justificar esse aumento
no crescimento das raizes expostas aos afluentes com ou sem o tratamento experimental em
relacdo as raizes expostas somente a agua destilada por haver uma maior concentragdo de
matéria organica na agua do Corrego Liso. Essa carga orgénica é provavelmente originada do
despejo de efluentes industriais e domésticos neste corpo hidrico. A disponibilidade de mais
matéria organica fornece nutrientes que favorecem ainda mais o crescimento radicular
(OLIVEIRA, 2018).

Esses dados corroboram com a ideia de que o prototipo de wetland construido provoca

uma diferenca da média de tamanho das raizes relevante estatisticamente.

4.3.2.  Citotoxicidade
Por meio do Indice Mitético (IM) das células de A. cepa foi possivel avaliar a
citotoxicidade que as amostras apresentam ao comparar o IM de cada tratamento com o que
seria a normalidade (Controle Negativo). O IM indica a porcentagem de células em mitose
relativas as células totais. A partir dos resultados comparativos gerados pela analise estatistica,

foi gerado o grafico da Figura 16.
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Figura 16: Grafico demonstrando o Indice Mitético (IM) observado em células meristeméticas de Allium cepa
tratadas com as diferentes aguas do Corrego Liso e com os controles negativo (C- dgua destilada), negativo com
planta (C-p) e positivo (C+ MMS). Os dados representam a média + o erro padrdo. NS: ndo significativo a
p<0,05. * p<0,05; ** p <0,0; *** p<0,001; ¢ **** p <0.0001 (comparando com o controle negativo). Fonte:
Autoria propria com dados obtidos no software GraphPad Prism?7.

Com os dados apresentados da Figura 16, foi possivel verificar que ndo existe
citotoxicidade relacionado ao IM nas amostras de agua do Corrego Liso sem manejo (L) e nas
sem manejo apods 30 dias (Lt). O C- e o C-p ao serem comparados ndo apresentam significancia,
levando a concluir que sdo estatisticamente iguais e evidenciando que Eichhornia crassipes nao
possui potencial citotoxico. Entretanto o C+ nao revela uma queda do IM significativa quando
comparado ao C-, isso decorre do fato de utilizar-se uma baixa dose de MMS para nao alterar
o IM e gerar citotoxicidade, ja que para observar as outras varidveis do bioensaio ¢ necessario
que haja propagacao celular.

Nos resultados obtidos, a maioria das amostras testadas (L, Lt e Lb) ndo apresentou
diferenca estatisticamente relevante quando comparadas ao C-, excetuando-se L 100% e Lb
100% e 50%. As amostras testadas L e Lt apresentaram um IM acima do que o C-, mesmo que
somente em L 100% seja estatisticamente significativo, o que pode ser um forte indicativo de
alta deposi¢ao de matéria organica (OLIVEIRA, 2018), advindo de escoamento de esgoto na
amostra do Corrego Liso e da presenga de muitas algas (ADELODUN; HASSAN;

NWACHUCKWU, 2020) na amostra Lt (Fig. 17).

32



Figura 17: Prot6tipo de wetland construido. a) destaque para o grupo Lt - 4gua coletada do Corrego Liso, em
concentragdo de 100%, que foi acondicionada sem macrofita durante o tratamento experimental; b) destaque
para a presenga de algas verdes em grande concentracdo. Fonte: Autoria propria.

Outra explicagdo para L e Lt apresentarem altos IMs, seria o aumento da divisdo celular,
mas de modo desordenado o que provocaria um aumento no numero de erros na replicacao e,
consequentemente, a problemas relacionados, como o crescimento de tumores (VERMA;
ARORA; SRIVASTAVA, 2016). Entretanto, isso pode reforgar que ndo existe uma alta
citotoxicidade proveniente do Corrego Liso o suficiente para provocar um ciclo celular
pertubado e diminuir o IM (PATIL; SUTAR; JADHAV, 2020) ou seu efeito ¢ pequeno e
sobreposto pela grande oferta de nutrientes. No caso do grupo Lb, ocorre um efeito de mito-
depressao, podendo estar relacionado com uma citotoxicidade. Contudo pode ser mais provavel
que, por ocorrer o contrario de L e Lt, este possua menos contetido orgénico e nutrientes para
favorecer a proliferacdo celular, uma vez que a matéria organica ja teria sido consumida pela
espécie usada na biorremediagao.

Este resultado evidencia o sucesso no tratamento utilizando o protétipo de wetland
construido (Lb), pois certamente as macrofitas foram capazes de metabolizar a matéria
organica, podendo juntamente ter reduzido os niveis de outras substancias, como de compostos

nitrogenados e metais pesados (AGARRY et al., 2020; MAINE et al., 2009).

4.3.3. Genotoxicidade
Os bioensaios de genotoxicidade em Allium cepa incluem o ntimero de aberragdes

cromossomicas (AC) em 100 anafases-telofases e a frequéncia de microntcleos (MN) em 1000
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c¢lulas na interfase por bulbo. Foram consideradas AC: anafases e metafases diagonais (desvio
polar), fragmentos cromossdmicos, cromossomos atrasados, pontes, distirbios de metafase e
viscosidade cromossomica.

Os resultados obtidos para frequéncia de AC a partir das andlises estatisticas foram

computados no grafico a seguir (Fig. 18).
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Figura 18: Grafico demonstrando a frequéncia de Aberra¢cdes Cromossomicas (AC) em 100 células em
processo de divisdo celular de Allium cepa tratadas com as diferentes aguas do Corrego Liso e com os controles
negativo (C- dgua destilada), negativo com planta (C-p) e positivo (C+ MMS). Os dados representam a média
+ o erro padrdo. NS: ndo significativo a p<0,05. * p < 0,05; ** p < 0,0; *** p < 0,001; ¢ **** p < 0.0001
(comparando com o controle negativo). Fonte: Autoria propria com dados obtidos no software GraphPad
Prism7.

Diante desses resultados comparativos, ¢ possivel observar a existéncia de uma
genotoxicidade significativa associada a frequéncia de AC nas amostras de agua do Corrego
Liso que ndo passaram pelo prototipo de wetland construido (L e Lt). Enquanto nas amostras
biorremediadas (Lb) existe pouca ou quase nenhuma genotoxicidade significativa
estatisticamente. C- e C-p foram estatisticamente iguais, indicando que a macroéfita alvo do
estudo ndo possui potencial genotdxico. Ao comparar-se C- e C+, existe alta significancia
estatistica entre os controles, revelando que o MMS ¢ um o6timo controle positivo para
frequéncia de AC ao ser muito maior estatisticamente do que C-.

Esses resultados evidenciam que o prototipo de wetland construido foi capaz de

diminuir o potencial genotoxico associado a frequéncia de AC, sendo que o tratamento foi capaz
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de reduzir as aberracdes cromossdmicas nos tratamentos Lb 50 e 25%, a ponto de eles nao
terem diferenca significativa do controle negativo.

Outro parametro utilizado para a avaliagdo da genotoxicidade ¢ a frequéncia de
microndcleos encontrada em 1000 células de A. cepa em interfase. A Figura 19 mostra alguns

MN encontrados nas células avaliadas de A. cepa deste estudo.

¥

-
Figura 19: Células de Allium cepa coradas com Giemsa. As setas destacam os micronucleos. Fonte: Autoria
propria.

Por meio das andlises estatisticas comparativas, foi construido o grafico da Figura 20.
Nao existe diferenca estatisticamente significativa ao comparar-se C- e C-p, refor¢gando que a
macrofita Eichhornia crassipes ndo possui potencial genotéxico para contaminar a agua.
Confrontar C- e C+ revelou uma alta diferenga estaticamente significativa, determinando que o

MMS foi 6timo parametro para indicar genotoxicidade frente a frequéncia de MN.
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Figura 20: Grafico demonstrando a frequéncia de Microntcleos (MN) em 1000 células em interfase de Allium
cepa tratadas com as diferentes aguas do Corrego Liso e com os controles negativo (C- agua destilada), negativo
com planta (C-p) e positivo (C+ MMS). Os dados representam a média + o erro padrdo. NS: ndo significativo
a p<0,05. * p < 0,05; ** p < 0,0; *** p <0,001; e **** p < 0.0001 (comparando com o controle negativo).
Fonte: Autoria propria com dados obtidos no software GraphPad Prism7.
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Os resultados da analise estatistica comparando C- com os tratamentos evidenciam uma
genotoxicidade com alta diferenca estatistica associada a frequéncia de MN da amostra do
Corrego Liso sem passar pelo prototipo de wetland construido (L). Adicionalmente, foi
oberservada genotoxicidade com relevancia estatistica na amostra de 4gua sem manejo apds 30
dias (Lt). Em contrapartida, ndo foi detectada essa genotoxicidade na agua que foi
biorremediada (Lb).

Quando sdo comparadas as amostras testadas (L, Lt e Lb) entre elas mesmas, € possivel
identificar que o efeito genotdxico ¢ diluicdo-dependente nas amostras de agua do Corrego Liso
sem nenhum tipo de intervengdo (L). Pois seu efeito na concentracdo de L 100% ¢
estatisticamente muito diferente de L 50% e L 25%, ndo tendo diferenga significante estatistica
entre estes ultimos. Além disso, nas amostras de agua biorremediadas (Lb), ndo houve diferenca
significativa, indicando que todas as diluigdes sdo estatisticamente iguais quanto a frequéncia
de MN. Esses resultados ajudam a identificar que o tratamento experimental proposto com
Eichhornia crassipes pode ser utilizada para mitigar efeitos de genotoxicidade associado a
frequéncia de MN e que o tempo também tem um efeito importante na biorremediacao de aguas
contaminadas.

Isso refor¢a que apesar de existir autodepuragdo dos corpos hidricos (SECRETARIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2006), equivalente ao Lt, utilizar algum sistema
complementar como CWs ou lagoas de macroéfitas pode acelerar o tratamento ao absorver
grandes quantidades de nutrientes (ADELODUN; HASSAN; NWACHUCKWU, 2020) e servir
como superficie de ancoragem para microrganismos (AGARRY et al., 2020).

Tais resultados sao corroborados pelo trabalho de Patil et al. (2020) que demonstrou que
a Eichhornia crassipes diminuiu a capacidade citogenotdxica de aguas contaminadas com

cristal violeta.
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5. CONCLUSAO

No presente trabalho, foi possivel acompanhar com ferramentas de biomonitoramento
as amostras de dgua do Corrego Liso. A partir disso foi possivel avaliar a efetividade do
tratamento experimental proposto com o prototipo de wetland construido utilizando Eichhornia
crassipes.

Por meio dos bioensaios de Allium cepa, foi detectado que a agua coletada do Corrego
Liso apresentou um potencial genotdxico, tanto relacionado a frequéncia de Micronucleos
(MN) quanto de Aberragdes Cromossomicas (AC). Entretanto, ndo apresentou toxicidade
associada ao tamanho médio de raizes e nem citotoxicidade frente ao Indice Mitético (IM).

Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos no presente estudo, o prototipo de
wetland construido foi capaz de mitigar de forma efetiva os efeitos genotoxicos presente na
amostra coletada do Corrego Liso. Além disso, seu efeito foi estatisticamente relevante se
comparada a autodepuracdo natural da agua. Entretanto para os efeitos de citotoxicidade e
simplesmente toxicidade nao foi possivel concluir que o tratamento experimental ajudou ou nao
a mitiga-los.

Além disso, a partir do grupo com agua coletada do Coérrego Liso em concentracao de
100% sem macroéfitas durante o tratamento experimental com o wetland construido, foi possivel
averiguar um comportamento intermedidrio entre a dgua tratada e ndo tratada. Tal resultado
reafirma que mesmo a agua sem a planta pode ser biorremediada por microrganismos e algas
que ali cresceram - autodepuragdo natural.

Dessa forma, foi possivel concluir que o manejo experimental com Eichhornia crassipes
contribui para mitigar efeitos genotoxicos em aguas contaminadas com efluentes domésticos e
industriais. A biorremediacdo com tal espécie pode ser uma 6tima alternativa para o tratamento
padrao de efluentes podendo contribuir para diminuir contaminantes para o padrao estabelecido

pela legislagdo brasileira, de forma econdmica e efetiva.
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Por fim, mais estudos podem ser feitos sobre o potencial fitorremediador de E. crassipes
para citogenotoxicidade e, principalmente, para o desenvolvimento de um modelo que possa
ser utilizado por industrias ou pela sociedade em geral, para contribuir para uma qualidade

hidrica adequada a populagao.
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