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RESUMO

O arroio Araga, um dos principais arroios do municipio de Canoas, vem sendo utilizado como
destino de esgoto sem tratamento, carregando consigo enorme quantidade de residuos solidos
e poluentes diversos, como esgotos domésticos, industriais, agricolas e detritos animais. Com
este altissimo grau de contaminacdo, o arroio Ara¢d despeja suas dguas no arroio das Gargas,
modificando a qualidade das 4guas que abastecem as cidades de Canoas e Alvorada, Rio
Grande do Sul. A partir disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a citogenotoxicidade de
amostras das aguas do arroio Aracd, exposto a descargas de efluentes urbanos, através do
sistema teste A/lium cepa. As amostras de agua foram coletadas no final do verdo de 2015. Os
pontos de coletas foram: (1) Ponto 1: préximo a principal nascente do arroio Araca, com
acesso pela Avenida Nazario; (2) Ponto 2: proximo ao Hospital Nossa Senhora das Gragas,
com acesso pelo Bairro Cidade Nova e (3) Ponto 3: proximo a BR116, com acesso pelo
Bairro Mato Grande. Assim, as sementes da espécie Allium cepa foram expostas a diferentes
concentragdes das amostras (25%, 50% e 100% v/v). Agua de pogo do municipio de Canoas
foi utilizada como controle negativo enquanto solugdo de sulfato de cobre (0,0012 g/L) foi
utilizada como controle positivo. Foram contadas 500 células por lamina, para um total de
5000 células por amostras. O parametro para avaliacdo do efeito mutagénico foi representado
pela frequéncia de micronucleo. A atividade citotoxica das amostras foi analisada a partir da
frequéncia do indice mitotico e indice de germinagdo. Nao foi observada diferenca estatistica
na avaliacdo do indice de germinagdo, porém em relacdo ao indice mitdtico, a exposi¢ao as
amostras nas concentragdes mais diluidas resultou em um aumento da divisdo celular. Em
relacdo ao efeito mutagénico foi observado que as concentragdes mais diluidas (25 e 50 %
v/v) das amostras do ponto 1 e 2 apresentaram um aumento na frequéncia de micronucleos
quando comparado ao grupo controle negativo. J4 na amostra do ponto 3 esse aumento foi
observado nas diluicdes de 50 e 100 % v/v. Em todos os pontos a demanda bioquimica de
oxigénio esteve acima do valor de referéncia. Concentragdes aumentadas de metais como
aluminio (Al), silicio (Si), titdnio (Ti), manganés (Mn), ferro (Fe) e cobre (Cu) foram
encontradas nas amostras do ponto 1 ¢ 2 quando comparadas a amostra do ponto 3. Assim, as
aguas do Arroio Araga, coletadas nos trés pontos, apresentaram potencial genotdxico e
mutagénico ao sistema Allium cepa devido, possivelmente, & presenca de substincias e
materiais poluentes derivados da contaminacao urbana.

Palavras-chave: Citogenotoxicidade. Efluentes urbanos. Allium cepa.



ABSTRACT

The Araga stream, one of the main streams of Canoas, has been used as sewage destination
without treatment, carrying with it enormous amount of solid waste and various pollutants
such as domestic sewage, industrial, agricultural and animal waste. With this high degree of
contamination, the Aragéd stream pours its waters into the stream of Egrets, modifying the
quality of the water that supplies the cities of Canoas and Alvorada, Rio Grande do Sul. From
that, the objective of this study was to evaluate the citogenotoxicidade of samples of stream
waters Aracd, exposed to urban effluent discharges through Allium cepa test strain system.
Water samples were collected in late summer 2015. The collection points were: (1) Point 1:
close to the main source of Araga stream, with access from Avenue Nazario; (2) Item 2: close
to Our Lady of Grace Hospital, with access to the New Town neighborhood and (3) Point 3:
near BR116, with access to the neighborhood Mato Grande. Thus, the seeds of the species
Allium cepa were exposed to different concentrations of samples (25%, 50% and 100% v / v).
Canoas water well was used as a negative control while copper sulfate solution (0.0012 g/ L)
was used as positive control. 500 cells were counted per slide for a total of 5000 cells per
sample. The parameter to evaluate the mutagenic effect was represented by the frequency of
micronuclei. Cytotoxic activity of the samples was analyzed from the frequency of mitotic
index and germination index. There was no statistical difference in the evaluation of
germination index, but in relation to the mitotic index, exposing the samples in the more
dilute concentrations resulted in increased cell division. Regarding the mutagenic effect has
been observed that the more dilute concentrations (25 and 50 % v / v ) of point 1 and 2
samples showed an increase in the frequency of micronuclei compared to the negative control
group. In the sample point 3, this increase was observed in dilutions of 50 to 100% v/v. In all
of the biochemical oxygen demand points were above the reference value. Increased
concentrations of metals such as aluminum (Al ), silicon (S1 ), titanium (Ti ), manganese (Mn
), iron (Fe ) and copper (Cu ) were found in samples of point 1 and 2 when compared to point
3 sample. Thus, the Stream waters Aragd, collected the three points, showed potential
genotoxic and mutagenic to Allium cepa system strain, possibly due to the presence of
substances and materials derived pollutants from urban pollution.

Keywords: Citogenotoxicidade. Urban Effluents. Allium cepa.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1. Canoas e o Arroio Araca

Canoas ¢ um dos 31 municipios da Regido Metropolitana de Porto Alegre (que retine
36 % da populacao do estado, conforme o Censo de 2000), Rio Grande do Sul (RS). Distante
13,5 quilometros da capital gaticha, Canoas tem area de 131 quildometros quadrados e
populacdo de 339.979 habitantes, conforme Censo do IBGE de 2011 (CANOAS, 2016).
Fundado em 1939, o municipio € um dos polos industriais mais importantes do Brasil, com o
segundo maior PIB do Rio Grande do Sul, atras apenas de Porto Alegre, e 25° entre todas as
cidades brasileiras. E sede de grandes empresas nacionais e multinacionais, como a Refinaria
Alberto Pasqualini (REFAP), Springer Carrier ¢ AGCO do Brasil, além de nomes fortes nos
ramos de gas, metal-mecanico e elétrico. A educacdo desponta como novo setor. A cidade tem
a segunda maior rede de ensino do estado. Sdo escolas publicas, particulares e trés
universidades. A economia canoense baseia-se em servigos, comércio, industria da
transformagdo e logistica. Nao ha uma zona rural tipica, apenas algumas zonas de producao
agricola dentro da area urbana (CANOAS, 2016).

O municipio de Canoas esta inserido nas bacias dos Rios dos Sinos e Gravatai e seus
limites sdo definidos principalmente por cursos d'agua. A oeste do municipio localiza-se o
Arroio das Gargas que cruza o Parque Estadual Delta do Jacui, ligando os Rios Gravatai e
Jacui, demarcando, deste modo, a ilha das Gargas. Ao norte, localiza-se o Arroio Sapucaia,
que limita o municipio com a cidade de Esteio; a leste, o Arroio da Brigadeira, faz limite com
o municipio de Cachoeirinha; o Rio dos Sinos ¢ o limite com Nova Santa Rita, a oeste; € o
Rio Gravatai € o limite com Porto Alegre, ao sul (CANOAS, 2016). Dentre os cursos d’agua
deste municipio, destaca-se o Arroio Araca que vem sendo utilizado como destino de esgoto
sem tratamento, carregando consigo enorme quantidade de residuos solidos e poluentes
diversos, como esgotos domésticos, industriais, agricolas e, também, detritos animais
(Prochnow et al., 2009).

A porcao final do arroio Araca sofreu modificacdes com as recorrentes dragagens
realizadas para sua limpeza, assim como pela construgdo de dique para contengdo de cheias.
Nesta regido houve o estabelecimento de uma populagdo invasora que vive principalmente da
cata e venda do lixo urbano e da criagdo ilegal de animais, causando bloqueio parcial deste
trecho do arroio, dificultando a vazdo regular de suas dguas. Com este altissimo grau de
contaminagdo, o arroio Araca despeja suas aguas no arroio das Gargas, formando uma

pelicula negra, modificando a qualidade das dguas do mais importante manancial para o



municipio de Canoas, também utilizado para abastecer parcialmente o municipio de Alvorada

(Prochnow et al., 2009).
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Figura 1: Mapa da cidade de Canoas e percurso do Arroio Araca entre os bairros.

Fonte: arroioaraca.blogspot.com.br

1.2. Contamina¢iao do ambiente aquatico

Durante muito tempo, os recursos hidricos foram considerados como inesgotaveis e
abundantes, sendo assim desperdi¢ados e poluidos pelo mau uso. A quantidade e a qualidade
da agua disponivel para o abastecimento da populagdo, da industria, do comércio, da
agropecuaria e para o lazer podem atuar como determinantes no desenvolvimento econdmico
e social das cidades, podendo limitar o crescimento populacional (Oliveira et al., 2012a).

A 4gua doce ¢ um recurso natural finito, cuja qualidade vem piorando devido ao
crescimento populacional e inexisténcia de politicas publicas voltadas para a sua preservagao.
Estima-se que cerca de doze milhdes de pessoas morrem anualmente por problemas
relacionados com a qualidade da 4gua (Merten; Minella, 2002).  Segundo Kunz et al.
(2002), devido a agdo antropica, a polui¢do tem atingido dimensdes catastroficas, podendo ser
observadas através de alteracdes na caracteristica do solo, ar e agua. Deste modo, a
contaminagdo de aguas naturais tem sido um dos grandes problemas da sociedade atual. Para

Moraes; Jordao (2002), a acdo do homem causa impacto ou pelo consumo de recursos

naturais em ritmo mais acelerado do que a natureza necessita para sua renovacdo ou pela



geracdo de residuos em quantidades maiores do que podem ser integrados no ciclo natural de
nutrientes. Além desses impactos, o0 homem insere materiais toxicos no sistema ecologico que
bloqueiam e destroem as energias naturais € sao levados pelas aguas para longe do local de
descarga degradando seriamente o ecossistema aquatico e outros que se utilizam dele.

A preocupagdo com a contaminag¢do de ambientes aquaticos aumenta, principalmente,
quando a utilizag@o € para o consumo humano. O merctrio (Hg), um dos metais pesados mais
toxicos, ainda ¢ lancado em grandes quantidades na natureza por atividades em varios
processos industriais, resultando em danos importantes para o ambiente. As conseqiiéncias da
contaminagdo ambiental ¢ humana em Minamata, no Japdo, em 1956, chamaram a atengao
dos cientistas para o metal. Naquela baia japonesa, o metilmercirio (MeHg), forma mais
toxica do metal, foi liberado no efluente liquido de uma industria quimica e acumulou-se nos
peixes, consumidos pela populagdo local, resultando em diversas pessoas com alteracdes
neuroldgicas graves, fetos com malformacdes e mortes (Mauro et al, 1999).

Dentre os residuos industriais perigosos encontram-se ainda outros elementos
altamente poluentes como o metal pesado cadmio (Cd). Este se destaca pela elevada
toxicidade e grande capacidade de acumulagdo nos tecidos, podendo sua meia vida chegar a
quarenta anos. Também pode ser considerado causador de varios males a saude humana,
ocupando o sétimo lugar nas substancias toxicas com maior risco de causar danos ao homem,
segundo pesquisas realizadas em 2005 pelas Agéncias Americanas ATSDR (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry) e EPA (Environmental Protection Agency). Alguns
trabalhos relacionam alguns tipos de cancer que podem estar associados com a exposicao ao
cadmio, como o cancer nos rins € no trato urinario, no figado e no estobmago e cancer de
prostata (Fernandez et al., 2012).

Prochnow et al. (2009), em seu estudo na micro bacia do Arroio Aragd em Canoas,
RS, observou que as concentragdes dos metais alcalinos sodio, potassio e litio foram alteradas
em todos os compartimentos abidticos devido a interferéncia das atividades antrdpicas
caracteristicas dessa regido. Foram observadas mudangas nas concentragdes relacionadas
tanto com a utilizagdo de compostos de metais alcalinos em dareas urbanas, como em
atividades rurais. Estas alteracdes repercutem em tecidos vegetais, que podem, ou nao, tolerar
alteragdes de concentracdes de metais. A autora afirma também que como no trecho rural a
adgua ¢ utilizada para a irrigacdo de culturas, principalmente em periodos de baixa
pluviosidade, esta agdo pode contribuir com um incremento de concentragdo de ions alcalinos
no solo, introduzindo um processo de salinizagdo que pode interferir na cultura de espécies

mais sensiveis.
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A 4gua e o solo sdo particularmente vulneraveis a contaminagdo por varios descartes
industriais, inclusive contendo agrotoxicos e metais pesados (Sharma, 2006). A presenca de
metais como chumbo, mercario, cromo e cadmio estd associada aos centros urbanos pelo
acumulo dos residuos industriais e as areas rurais pelo fato de alguns agrotoxicos conterem
metais pesados em sua composi¢do quimica. Os metais pesados sdo absorvidos com
facilidade pelos organismos, se acumulam nos residuos e persistem na natureza. Alguns
metais contaminam os seres vivos em decorréncia de seu poder bioacumulativo, por meio da
poluicao do solo, 4gua e do ar atingindo toda cadeia alimentar (Corbi et al., 2006). Os efeitos
sobre a saude decorrente do consumo de 4gua contaminada por agrotdxicos sdo variaveis,
destacando-se problemas no figado, sistema nervoso central, sistemas cardiovascular,
reprodutivo, com algumas evidéncias de desregulacdo enddcrina e problemas nos olhos, rins,
bago, anemia e aumento do risco de desenvolver cancer (Fernandes Neto; Sarcinelli, 2009).

Os esgotos e dejetos humanos sdao causas importantes dessa degradacao da qualidade
da 4dgua em paises em desenvolvimento. Tais efluentes contém substancias toxicas diversas
que se forem manuseados e depositados inadequadamente, atingem a saide humana e a
ambiental podendo ter graves conseqliéncias. A exposi¢do humana (ocupacional ou nao
ocupacional) a despejos industriais tem acarretado a efeitos na satide que compreendem desde
afeccdes mais simples como indisposi¢des gastrointestinais e irritagdes de pele, até sérias
reducdes das fungdes neuroldgicas e hepaticas. Evidéncias dos efeitos genotdxicos a satde,
como cancer, defeitos congénitos e anomalias reprodutivas, também tém sido mencionadas
em populagdes que vivem proximas a perigosos depositos de despejo (Moraes; Jordao, 2002).

Oliveira et al. (2012a), em seu estudo no arroio Diluvio em Porto Alegre, RS,
observou que as bactérias do género Escherichia predominaram nas amostras de dgua deste
arroio, comprovando, com isso, que a contamina¢do ocorre com esgoto doméstico e fezes,
sendo verificada uma agua de baixa qualidade, de acordo com a contagem de bactérias
heterotroficas e a colimetria, exceto na nascente, onde a 4gua se encontra mais preservada da
acdo antropica, certamente por esta se encontrar no interior do Parque Saint’ Hilaire sob mata
fechada e a alguns quilometros do poértico de entrada do Parque, que fica na divisa dos
municipios de Porto Alegre e Viamao, RS.

Lucas et al., 2014, analisou a qualidade da agua para consumo humano no municipio
de Maruim, Sergipe, coletando amostras de d4gua do Rio Ganhamoroba e de fontes naturais
para analises fisico-quimicas e microbiologicas. As amostras de aguas superficiais e

subterraneas apresentaram Coliformes Fecais (CF) e Escherichia coli (EC) em 100% das
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amostras de aguas analisadas. Observou-se que o local das fontes ¢ um ambiente insalubre,
sem cobertura, com exposicao da dgua ao sol e as chuvas.

Oliveira et al (2012b) analisando amostras de d4gua do Rio dos Sinos dos municipios
de Sao Leopoldo e Novo Hamburgo, RS, encontrou resultados indicativos de que este rio
apresentava substancias com potencial toxico e genotdoxico como o cromo, variavel de acordo
com a estagdo e local estudado e que a concentragdo de cromo hexavalente encontrada nas

amostras, poderia induzir a genotoxicidade.

1.3. Padroes referentes a qualidade da agua doce superficial

Para garantir a sobrevivéncia do ecossistema dos rios e garantir o consumo de uma
substancia que ndo seja prejudicial a satde da populagdo, a qualidade da dgua ¢ avaliada pela
analise de alguns parametros de caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas (Silva et al.,
2008). Segundo Merten; Minella (2002) é necessario compreender que "qualidade de agua"
nao se refere, essencialmente, a um estado de pureza, mas meramente as caracteristicas
quimicas, fisicas e biologicas, que variam dependendo das diferentes finalidades do uso da
agua. O enquadramento dos corpos de dgua em classes, segundo seus usos preponderantes,
visa assegurar as aguas, qualidade compativel com os diferentes usos a que forem destinadas e
diminuir os custos de combate a polui¢dao das 4guas, mediante acdes preventivas permanentes
(Frieiria, 2007).

A Resolucdo numero 357, de 17 de marco de 2005 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) dispde sobre a classificagdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais
para o seu enquadramento, bem como estabelece as condi¢des e padrdes de langamento de
efluentes, e d& outras providéncias. Nesta resolucdo sao desdobradas 27 definigdes de
qualidade da 4dgua. As aguas doces, salobras e salinas do territério nacional s3o classificadas,
segundo a qualidade requerida para os seus usos preponderantes, em treze classes de
qualidade e ainda separadas em 4 classes cada uma delas, de acordo com a finalidade de uso
(CONAMA, 2005). De acordo com o plano da Bacia do Lago Guaiba, o arroio Araca ¢
enquadrado como classe 2 tendo possivel uso para abastecimento doméstico apos tratamento
convencional.

De acordo com o CONAMA (2005), algumas condicdes e padrdes sdo avaliados em
aguas doces de classe 2. No Artigo 15, da Sessdo II Das Aguas Doces, aplicam-se as aguas
doces de classe 2 as condigdes e padroes da classe 1 previstos no Artigo 14, a excegdo do

seguinte:
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I - ndo sera permitida a presenga de corantes provenientes de fontes antropicas que nao sejam
removiveis por processo de coagulagdo, sedimentacgao e filtragdo convencionais;
IT - coliformes termotolerantes: para uso de recreacdo de contato primario devera ser
obedecida a Resolugdo CONAMA n. 274, de 2000. Para os demais usos, ndo devera ser
excedido um limite de 1.000 coliformes termotolerantes por 100 mililitros em 80% ou mais
de pelo menos 6 (seis) amostras coletadas durante o periodo de um ano, com freqiiéncia
bimestral. A E. coli podera ser determinada em substituicdo ao parametro coliformes
termotolerantes de acordo com limites estabelecidos pelo 6rgao ambiental competente;

IIT - cor verdadeira: até 75 mg Pt/L; IV - turbidez: até 100 UNT;

V - DBO 5 dias a 20°C até 5 mg/L 02;

VI - OD, em qualquer amostra, ndo inferior a 5 mg/L O2;

VII - clorofila a: até 30 pg/L;

VIII - densidade de cianobactérias: até 50000 cel/mL ou 5 mm3/L; e, 10

IX - fosforo total: a) até 0,030 mg/L, em ambientes l€nticos; e, b) até 0,050 mg/L, em

ambientes intermediarios, com tempo de residéncia entre 2 e 40 dias, e tributarios diretos de

ambiente Iéntico.
O relatério de qualidade das 4guas interiores no estado de Sdao Paulo (SAO PAULO,

2009) descreve os seguintes parametros:

e pH (potencial hidrogenidnico): ¢ a medida de concentragdo relativa dos ions de
hidrogénio em uma solu¢do; esse valor indica a acidez ou a alcalinidade da solugdo. A
influéncia do pH sobre os ecossistemas aquaticos naturais estd relacionada aos efeitos
sobre a fisiologia das diferentes espécies. Vale ressaltar o efeito indireto de determinadas
condigdes de pH que podem influenciar: (1) a precipitacdo de elementos quimicos toxicos
como metais pesados e (2) a solubilidade de nutrientes. Os critérios de prote¢do a biota
aquatica fixam o pH entre 6 € 9.

e Solidos suspensos totais: matéria organica e inorganica com didmetro > 0,45 um. Para o
recurso hidrico, os s6lidos podem causar danos a biota aquatica, quando sedimentam no
leito dos rios destruindo organismos que fornecem alimentos ou, quando danificam os
leitos de desova de peixes. Além disso, os solidos podem reter bactérias e residuos
organicos no fundo dos rios, promovendo decomposi¢do anaerdbia.

e Cloreto: o cloreto ¢ o anion Cl- que se apresenta nas aguas subterraneas, oriundo da
percolagdo da agua através de solos e rochas. Nas d&guas superficiais, sdo fontes

importantes de cloreto as descargas de esgotos sanitarios, sendo que cada pessoa expele
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através da urina cerca 4 g de cloreto por dia, que representam cerca de 90 a 95% dos
excretos humanos.

e Turbidez: a turbidez de uma amostra de dgua ¢ o grau de atenuacdo de intensidade que
um feixe de luz sofre ao atravessa-la, devido a presenga de sélidos em suspensao
(particulas inorganicas e detritos organicos). Os esgotos domésticos e diversos efluentes
industriais também provocam elevagdes na turbidez das aguas.

e Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO): ¢ a quantidade de oxigénio necessaria para
oxidar a matéria organica por decomposi¢do microbiana aerdbia para uma forma
inorganica estavel. Os maiores aumentos em termos de DBO, num corpo d’agua, sdo
provocados por despejos de origem predominantemente organica. Esta matéria orginica
pode induzir o completo esgotamento do oxigénio na dgua, provocando o
desaparecimento da vida aquatica.

e Demanda Quimica de Oxigénio (DQO): é a quantidade de oxigé€nio necessaria para
oxidagdo da matéria organica de uma amostra por meio de um agente quimico, como o
dicromato de potassio. Os valores da DQO normalmente sao maiores que os da DBO. O
aumento da concentragdo de DQO deve-se principalmente a despejos de origem

industrial.

1.4. Avaliacio da toxicidade genética em ambientes aquaticos

Para Galvao et al. (2015), avaliar a toxicidade de aguas ¢ fundamental para evitar
danos a saude humana e animal. Muitos contaminantes sdo langados ao meio por falta de
conhecimento dos efeitos nocivos que estes podem causar, sendo uma preocupagdo crescente
nos estudos em relacdo a presenca de agentes genotoxicos e/ou cancerigenos em rios e lagos.
Se estas alteracdes forem observadas com antecedéncia, pode ser possivel identificar
problemas ambientais antes que todo ecossistema seja afetado. Esse € o conceito principal que
ampara a utilizacao de bioindicadores de polui¢ao ambiental.

As substancias genotoxicas sdo aquelas que interagem com o DNA, alterando a sua
estrutura ou fun¢do. Quando essas alteragdes se perpetuam e adquirem a capacidade de serem
transmitidas, passam a ser denominadas de mutagdes. As mutacdes sdo a origem de toda a
diversidade genética, sendo fundamentais para a manutengdo das espécies. Sem a mutagdo, a
vida seria impossivel, porém ela também possui um potencial danoso, isto ¢, embora ocorram
mutagdes espontaneas, algumas sdo induzidas pela exposi¢do dos organismos a diversos

agentes. Alguns estudos epidemioldgicos t€m relacionado a elevada freqiiéncia de alteragdes
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cromossomicas, na populagdo humana, ao risco significativo de desenvolvimento de
neoplasias (Christofoletti, 2008).

A exposicdo a substancias mutagénicas pode causar alteracdes celulares. Estas
alteragdes podem ser induzidas por agentes quimicos, fisicos ou biologicos que afetam
processos vitais como a duplicagdo e a transcricdo g€nica, assim como alteragdes
cromossOmicas, levando a processos carcinogénicos e morte celular. Pelo fato de causarem
danos no material genético, essas substancias sdo conhecidas como genotdxicas (Bagatini et
al., 2007).

Estudos em plantas e animais de ambientes aquaticos prejudicados por despejos
perigosos ou efluentes industriais proporcionam evidéncia dos efeitos genotdxicos, sendo a
detec¢do destes produtos poluentes e seus provaveis efeitos nos organismos, importantes no
estudo do impacto que eles podem trazer as populagdes animal, vegetal e, principalmente,
humana (Peron et al., 2009).

Atualmente estd muito bem estabelecido que diversos efluentes industriais possuem
substancias que podem nao ter efeito agudo, mas que a longo prazo, alteram a sobrevida de
um organismo via danos no genoma de células somaticas e germinativas. Tais danos
genéticos tém sido relacionados a desordens genéticas hereditarias e ao cancer (Moraes;
Jordao, 2002).

Por causa da importancia da qualidade da agua para a saude, existem inimeros testes
de genotoxicidade para avaliar a qualidade da agua e do ambiente (Egito et al., 2007). O uso
de bioensaios permite estudar os efeitos toxicos de determinados contaminantes de forma
isolada ou associados, minimizando a influéncia de diferentes variaveis ambientais. Os
resultados obtidos através de bioensaios ndo podem ser extrapolados diretamente para o
ambiente, mas podem cooperar para a obtencdo de dados que venham contribuir no

entendimento dos fatores que estdo interferindo na saude dos organismos.

1.4.1. O teste Allium cepa

Os bioensaios com plantas superiores t€ém sido recomendados desde a década de 70
para avaliacdo, monitoramento ¢ deteccdo de genotdxicos no ambiente. A espécie mais
utilizada como sistema-teste tem sido a Allium cepa (a cebola comum), constituindo-se numa
valiosa ferramenta de monitoramento ambiental para a detec¢do do potencial genotdxico das

substancias langcadas no ambiente (Oliveira et al., 2011). Alguns autores descrevem a indugdo
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de alteragdes cromossomicas em células de 4. cepa tratadas com aguas de rios, solos e
efluentes industriais (Grippa et al., 2010).

As células meristematicas das raizes de A. cepa podem quantificar varios parametros
morfologicos e citogenéticos, incluindo a morfologia e o crescimento da raiz, a determinacao
do indice mitético, assim como a indu¢do de micronucleos ¢ de anormalidades no ciclo
celular de células meristemdticas das raizes deste vegetal, como anafases iniciais, C-
metafases, aderéncias cromossOmicas, pontes e fragmentacdes cromossomicas. Estas
alteracdes podem demonstrar ou até servirem como indicadores de eventuais mutagdes no
conteudo genético celular (Christofoletti, 2008).

O microntcleo (MN), uma das alteragdes verificadas no teste 4. cepa, ¢ um nucleo
adicional e separado do nucleo principal de uma célula, formado por cromossomos ou
fragmento de cromossomos que ndo sdo adicionados no nucleo principal durante a mitose
(Figura 2). Sua formagdo se deve a alteracdes estruturais cromossdmicas espontaneas ou
decorrentes de fatores ambientais ou, ainda, a falhas no fuso mitético, sendo, portanto,
eliminado do novo nticleo formado na tel6fase (Carrard et al., 2007). Este teste, comparado a
outros, demonstra ser um método simples e de baixo-custo, que pode ser utilizado como um
instrumento ou marcador bioldgico para detecgao dos efeitos clastogénicos e aneugénicos € na
detecgdo de exposicdo a agentes genotoxicos.

Embora os mecanismos de reparo celular sejam extremamente eficientes, a
sensibilidade da estrutura cromossOmica permite que agentes clastogénicos e aneugénicos
atuem durante a mitose e a meiose. Agentes clastogénicos sdo aqueles capazes de provocar
quebra cromossdmica, enquanto aneugénicos sdo aqueles que podem interferir no fuso
mitotico. A agdo desses agentes, dentre outras formas, ¢ responsavel pelo surgimento das
alteragdes cromossOmicas estruturais e numéricas. Quando essas alteragdes ocorrem em

células somaticas, podem levar a formagao de uma neoplasia (Carrard et al., 2007).

Micronucleo

Figura 2: Célula de A/lium cepa na interfase apresentando micronucleos

Fonte: Gomes et al (2015)
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Segundo Carrard et al. (2007), os MNs podem ser Uinicos ou multiplos e tem algumas
caracteristicas especificas: (1) estrutura da cromatina similar e intensidade de cor semelhante
ou mais fraca do que a do nucleo principal; (2) borda evidente, sugerindo membrana nuclear;
(3) formato arredondado; (4) localizacgao intracitoplasmatica; (5) didmetro menor do que 1/5
do nticleo principal.

Além da mutagenicidade, o teste 4. cepa ¢ efetivo a avaliagdo da citotoxicidade. Os
testes de citotoxicidade utilizando sistema teste vegetal in vivo, como o da cebola, estdo
validados por varios pesquisadores que realizam de forma conjunta teste animal in vitro e os
resultados obtidos sdo similares (Fachinetto et al., 2007). O indice mitético (IM) e o indice de
germinacdo foram utilizados como pardmetros para avaliar a citotoxicidade das amostras do

arroio Araca (RS).

2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar a variagdo local da citogenotoxicidade de amostras das dguas do Arroio Araca

— Canoas, Rio Grande do Sul, através do sistema teste Allium cepa.

2.2. Objetivos Especificos
e Avaliar efeitos toxicos e mutagénicos em Allium cepa expostos a amostras de agua
coletada no arroio Araga (RS) em diferentes pontos do curso do arroio;
e Realizar andlise das variagdes fisico-quimicas das amostras das aguas coletadas no
arroio Araca (RS) em diferentes pontos do curso do arroio;
e Quantificar os componentes inorganicos (metais), através da técnica de Emissao de

Raios-X Induzida por Particulas (PIXE) nos diferentes pontos do arroio Araca (RS).



17

ARTIGO: AVALIAGAO DO POTENCIAL MUTAGENICO DAS AGUAS DO ARROIO ARAGA
(CANOAS -RS - BRASIL) ATRAVES DO SISTEMA Allium cepa

Angela Fatima Kindlera, Malu Siqueiraa, Karina Soares?, Adriane Perachi Nordinab. Leticia Garcia®, Juliana da Silvab: Claudia
Tellese, Johnny Dias Ferraz® e Fernanda Rabaioli da Silvaa

al aboratério de Biologia celular e Molecular, Mestrado em Avaliag&o de Impactos Ambientais, Centro Universitario La Salle,
Canoas, Brasil.

bLaboratdrio de Genética Toxicoldgica, PPGBioSaude e PPGGTA, Universidade Luterana do Brasil (ULBRA), Canoas,
Brasil.

cLaboratério de Implantagéo I6nica, Instituto de Fisica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre,
Brasil.

E-mail: fernanda.silva@unilasalle.edu.br

ABSTRACT
The Araga stream, one of the main streams of Canoas, has been used as sewage destination

without treatment, carrying with it enormous amount of solid waste and various pollutants
such as domestic sewage, industrial, agricultural and animal waste. With this high degree of
contamination, the Aragd stream pours its waters into the stream of Egrets, modifying the
quality of the water that supplies the cities of Canoas and Alvorada, Rio Grande do Sul. From
that, the objective of this study was to evaluate the citogenotoxicidade of samples of stream
waters Aracd, exposed to urban effluent discharges through Allium cepa test strain system.
Water samples were collected in late summer 2015. The collection points were: (1) Point 1:
close to the main source of Araca stream, with access from Avenue Nazario; (2) Item 2: close
to Our Lady of Grace Hospital, with access to the New Town neighborhood and (3) Point 3:
near BR116, with access to the neighborhood Mato Grande. Thus, the seeds of the species
Allium cepa were exposed to different concentrations of samples (25%, 50% and 100% v / v).
Canoas water well was used as a negative control while copper sulfate solution (0.0012 g/ L)
was used as positive control. 500 cells were counted per slide for a total of 5000 cells per
sample. The parameter to evaluate the mutagenic effect was represented by the frequency of
micronuclei. Cytotoxic activity of the samples was analyzed from the frequency of mitotic
index and germination index. There was no statistical difference in the evaluation of
germination index, but in relation to the mitotic index, exposing the samples in the more
dilute concentrations resulted in increased cell division. Regarding the mutagenic effect has
been observed that the more dilute concentrations (25 and 50 % v / v ) of point 1 and 2
samples showed an increase in the frequency of micronuclei compared to the negative control
group. In the sample point 3, this increase was observed in dilutions of 50 to 100% v/v. In all
of the biochemical oxygen demand points were above the reference value. Increased
concentrations of metals such as aluminum (Al ), silicon (Si1 ), titanium (T1 ), manganese (Mn
), iron (Fe ) and copper (Cu ) were found in samples of point 1 and 2 when compared to point

3 sample. Thus, the Stream waters Aragd, collected the three points, showed potential
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genotoxic and mutagenic to Allium cepa system strain, possibly due to the presence of
substances and materials derived pollutants from urban pollution.

Keywords: Citogenotoxicidade. Urban Effluents. Allium cepa.

1. INTRODUCAO

Os recursos hidricos agem como integradores dos processos bioldgicos e geoquimicos,
sendo necessarios a manutengdo dos organismos vivos. Além disso, os ambientes aquaticos
sao utilizados em todo o mundo como fonte de abastecimento, higiene, geracdo de energia,
transporte, agricultura, pecuaria e paisagistica.

Em relagdo aos ambientes aquaticos urbanos, destacam—se os arroios como uma
valiosa parte da 4rea verde urbana providenciando um importante papel ao ecossistema. O
beneficio dos corregos urbanos inclui sua fungdo como um corredor ecologico. Corredores
formados por corregos urbanos t€m sido pensados como areas verdes entre ou dentro de areas
urbanas contruidas que abrigam fauna e flora local (Asakawa et al., 2004). Yli-Pelkonen et al.
(2003) em um estudo na Cidade de Vantaa, sul da Finlandia, relatam a importancia do arroio
Rekolanoja a biodiversidade urbana bem como para a satide humana e bem-estar social.

No entanto, estes ambientes, e seres vivos em geral, vém sendo ameagados nas tltimas
décadas por agentes poluentes langados diretamente na natureza gerando um desequilibrio
ecologico de dificil controle. Entre os significativos problemas ambientais, estd a poluicdo das
aguas doces superficiais, onde sua deterioracdo se da em funcdo das atividades antropicas. A
poluicao aquatica ¢ um dos mais preocupantes problemas, por ser um bem mineral essencial
as fungoes vitais dos organismos (Leme; Marin-Morales, 2007). As atividades industriais, as
praticas agricolas, a erosdo e a contaminacdo hospitalar contribuem para aumentar a carga
organica e inorganica, e comprometem a qualidade dos mananciais. Além disso, as interagdes
no ambiente aquatico sdo muito complexas, pois as substancias acabam interagindo tanto com
os fatores abidticos, como os bidticos (Egito, 2007).

Oliveira et al. (2010) destaca a problematica do Arroio Dilivio, na cidade de Porto
Alegre, Rio Grande do Sul (RS), em que grande parte da polui¢do gerada ¢ proveniente do
lancamento irregular de esgotos domiciliares na rede pluvial, fazendo a populagao das
proximidades ou do entorno padecer com o mau aspecto das aguas e os odores desagradaveis.

Existem muitos métodos de avaliagdo das alteragdes ocorridas nos cursos hidricos,
dentre as quais se destacam as medidas de bioindicacdo e as técnicas empregadas na
determina¢do de indices de qualidade da agua (IQAs) com base em caracteristicas fisico-

quimicas e microbiologicas (Strider et al., 2006). Além destas medidas, € relevante a detecg¢ao
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dos riscos genotoxicos associados com a poluig¢do da agua. Segundo Zenkner (2013), no final
dos anos 70 novos métodos foram desenvolvidos para monitorar a presenga de produtos
danosos ao DNA no ambiente aquatico. Esses testes revelaram lesdes no DNA corrigiveis e
sem maiores implicagdes ao organismo quando reparadas de forma correta. Entretanto, caso
isso ndo aconteca, ha chances de desenvolver alteragdes cromossdmicas, que podem ocasionar
morte celular, ou levar a condigdes fisiopatologicas severas.

Para a avaliagdo, controle e identificagdo de contaminantes no ambiente aquatico, os
bioensaios com plantas superiores tém sido recomendados. O teste de Allium cepa (cebola
comum), desenvolvido por Albert Levan em 1938, é considerado um instrumento vantajoso
para a pesquisa basica do potencial genotdxico e citotéxico de produtos quimicos, substancias
complexas como extratos de plantas, dejetos industriais e, principalmente, aguas
contaminadas (Cuchiara et al., 2012).

A utilizagdo de A. cepa tem sido recomendada para analises de genotoxicidade em
efluentes devido a sua elevada sensibilidade, baixo custo, rapidez, facilidade de manipulacdo
e da utilizagdo de amostras sem tratamento prévio, determinando-se a redug¢do do indice
mitotico e a formagao de alteragdes cromossomicas. Continua sendo utilizado rotineiramente
em todo o mundo em laboratérios que trabalham com testes de genética toxicologica,
considerado uma ferramenta valiosa quanto a determinagdo da contaminagdo ambiental,
havendo vasto banco de dados de substincias quimicas ja testadas (Leme; Marin-Morales,
2009).

Assim, o conhecimento do potencial citogenotoxico de efluentes, como por exemplo,
efluente urbano do Arroio Aragd ¢ importante para o estabelecimento de acdes que
minimizem danos a saude humana e ao meio ambiente (Moraes; Jordao, 2002). A liberagdo de
efluentes contaminados por elementos téxicos no meio tem impactado de maneira
significativa os ecossistemas aquaticos, limitando a utilizagao de recursos hidricos e refletindo
negativamente na saude humana (Moraes; Jordao 2002).

O Arroio Aragd, localizado no municipio de Canoas, Rio Grande do Sul (RS), tem a sua
principal nascente na Fazenda Guajuviras e desemboca no Arroio das Gargas. Cruza varios
bairros da cidade, a céu aberto ainda em sua maior parte do curso, porém, estd sendo
canalizado a medida que o desenvolvimento urbano vem se impondo. Em algumas partes o
arroio conserva a natureza original sendo que, tanto a flora como a fauna, vem sendo agredida
pela poluicdo e pelos residuos solidos urbanos (Prochnow et al., 2009).

Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a variagdo local da

citogenotoxicidade de amostras das dguas do Arroio Aragd através do sistema teste 4. cepa,
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bem como avaliar os parametros fisico-quimicos e quantificar os elementos inorganicos destas

amostras.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Local de coleta das amostras

As amostras de dgua foram coletadas em diferentes locais do Arroio Araca localizado
no municipio de Canoas, RS no final do verdo de 2015. O arroio Aragd tem sua nascente
localizada a leste da cidade, em area de caracteristica rurais em alteragdo. Na maior parte do
seu curso, este arroio sofre contaminagao de origem urbana. Ja no seu trecho final percorre
um pequeno cinturdo de producdo de hortigranjeiros, correndo a céu aberto. Sua foz,
localizada a oeste do municipio integra area do Parque Estadual do Delta do Jacui (Prochnow
et al., 2009).

Os pontos de coletas foram os seguintes: (1) Ponto 1: proximo a principal nascente do
Arroio Aracd, com acesso pela Avenida Nazario; (2) Ponto 2: proximo ao hospital Nossa
Senhora das Gragas, com acesso pelo Bairro Cidade Nova e; (3) Ponto 3: préximo a BR116,

com acesso pelo Bairro Mato Grande. Os pontos de coleta sdo apresentados na Figura 1.

Figura 1: Mapa da Cidade de Canoas com a localizagdo dos pontos de coleta

(Fonte: Google maps)
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2.2. Procedimentos utilizados para a realizacio da coleta das amostras de agua

A coleta das amostras de agua foi realizada com o uso de frascos plasticos de 2.000 ml
(2L) e vidros ambar 1.000 ml (1L), sendo as preservagdes especificas para cada tipo de
analise, conforme segue: (1) os frascos de plastico e vidro ambar (devidamente higienizados)
foram submergidos nas aguas do local de coleta, para uma lavagem prévia do mesmo com a
agua do ponto a ser coletado; (2) apds este procedimento, os recipientes foram, novamente,
submergidos nas aguas dos respectivos pontos;

ApOs a coleta das amostras de aguas, os frascos foram imediatamente lacrados e
refrigerados a 4 £ 2°C, para o transporte, mantendo-os sob refrigeracdo e protegidos da luz até
o momento dos testes fisico-quimicos e biologicos. Para a anélise de elementos inorganicos as

amostras de 4gua foram armazenadas posteriormente no freezer, em temperatura < - 18°C.

2.3. Teste Allium cepa

O teste com sementes de Allium cepa foi realizado de acordo com Caritd; Marin-
Morales (2008). As sementes da espécie Allium cepa L. var. baia periforme foram expostas a
diferentes concentragdes das amostras (25%, 50% e 100%) em placas de petri. Em cada placa
de petri foram colocadas cinqgilienta sementes sobre papel filtro, sendo usadas duas placas para
cada concentragdo, totalizando cem sementes. As placas de petri com as sementes foram
cobertas e armazenadas desprovidas da luz durante o periodo de germinagdo até o crescimento
da raiz. Para o controle negativo foi utilizada 4gua de poco artesiano do municipio de Canoas
e para o controle positivo as sementes foram submetidas a solugdo de sulfato de cobre (0,0012
g/L).

As sementes ficaram armazenadas por um periodo de cinco dias, posteriormente foi
efetuada a contagem das sementes que germinaram para a avaliacdo da toxicidade. As raizes
foram coletadas e fixadas em solugdo na propor¢ao de trés partes de etanol para uma parte de
acido acético (3:1) por 24 horas. Depois deste periodo as laminas foram confeccionadas da
seguinte forma: as raizes foram lavadas com dgua destilada e colocadas em HCI 4N para
hidrélise, por 25 minutos a temperatura ambiente; apos hidrdlise, foram lavadas novamente
com agua destilada e coradas com Giemsa, por aproximadamente 15 minutos; apds lavadas
com agua destilada, a raiz foi colocada sobre uma lamina junto a 1 gosta de acido acético
45%, e ali picotada; a seguir foi realizado squashing suavemente com a laminula e a laminula
foi retirada. Ao final, as 1aminas foram deixadas overnight para secagem e entdo a laminula

. aA . ® 1. . . . e,
foi fixada sobre a lamina com Entellan™. A andlise foi realizada em microscépio 6ptico no
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aumento de 100X com 6leo de imersdo. Foram contadas 500 células por lamina, para um total
de 5000 células por amostras.

A atividade citotoxica das amostras foi analisada a partir da freqiiéncia do indice
mitdtico, através da razdo entre o nimero de células em divisdo (metafase, anafase e telofase)
e o numero total de células analisadas (TCA). Através de parametros macroscopicos foi
realizada a andlise da toxicidade através da contagem das sementes que germinaram, a
avaliacdo foi dada por meio do indice de germinagdo a partir do cdlculo da razdo entre o
numero de sementes germinadas e o numero total de sementes por placa. O pardmetro para

avaliac¢do do efeito mutagénico foi representado pela freqiiéncia de micronticleos (MN).

2.4 Analises fisico-quimicas

Os parametros fisico-quimicos analisados foram: pH, alcalinidade, dureza, cloretos,
demanda bioquimica de oxigé€nio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), matéria
organica, turbidez e solidos totais. As andlises foram realizadas de acordo com a metodologia
apresentada nos métodos padrdo do exame de dgua e de dguas residuais sugeridos pela APHA
(American Public Health Association, 1998) no laboratorio de Genética Toxicoldgica
(ULBRA) com excecao dos parametros de DBO e DQO que foram realizados pela empresa

. . ®
Bioensaios .

2.5. Quantificacao dos elementos quimicos inorganicos

A identificacdo e a quantificacdo dos elementos inorganicos foram realizadas através
do método de Emissdo de Raios-X Induzida por Particulas (PIXE) (Fittschen; Falkenberg,
2011) no Instituto de Fisica (UFRGS) e para a andlise quantitativa dos elementos inorganicos
utilizou-se o programa GUPIX. Com este propodsito, 1 1 de 4gua foi filtrada em bomba a
vacuo, sendo utilizado papel filtro quantitativo. A técnica de PIXE se destaca por exigir uma
pequena quantidade de material para andlise e oferecer resultados muito rapidos e precisos.
Um feixe de ions (prétons) € aplicado sobre a amostra (pulverizada) e provoca a remogao de
elétrons de orbitais internos (elétrons de alta energia de ligagdo) deixando o 4tomo instavel.
Para retomar a estabilidade, ocorre a transi¢ao de elétrons de um orbital mais externo para um
interno. Este processo libera energia na forma de raios-X caracteristico de cada atomo, que
sdo detectados por detectores apropriados. Os eventos foram coletados e digitalizados em

computador.
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2.6. Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada usando o teste Kolmogorov-Smirnov. Nas
variaveis com distribui¢do paramétrica foi realizada a ANOVA com teste de Tukey e para as
variaveis ndo-paramétricas foi utilizada o teste de Kruskal-Wallis associado ao teste de Dunn
para multiplas comparacdes. Valores de P<0,05 foram considerados significativos. As
analises foram realizadas no software Graph Pad Prism versdo 5.0 para as diferentes

comparacoes.

3. RESULTADOS

Para a avaliacdo de efeitos citotoxicos, os pardmetros analisados foram o indice de
germinagdo da semente (IG) e o indice mitotico (IM). Conforme Figura 2 ¢ possivel observar
que as amostras induziram um aumento no indice de germinagdo comparado ao grupo

controle negativo, porém essa diferenca nao foi estatisticamente significativa.
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Figura 2: indice de germinagdo (%) das sementes de Allium cepa expostas as diferentes concentragdes das
amostras dos diferentes pontos do arroio Araca (RS) (Teste de Kruskal- Wallis).
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Ja em rela¢do ao indice mitdtico, apresentado na Figura 3, a exposicdo as amostras
nas concentragcoes mais diluidas resultou em um aumento da divisao celular nos diferentes

pontos.
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Figura 3: indice mitotico em células de raiz de Allium cepa expostas as diferentes concentragdes das amostras

. . , * . . . . ~ .
dos diferentes pontos do arroio Araga (RS). Diferenga significativa em relacdo ao grupo controle negativo;
*Diferenga significativa em relagdo a amostra bruta (100 % v/v) do mesmo ponto (Teste de Kruskal-Wallis, p <
0,05).

Em relacdo ao efeito genotdxico e mutagénico foi analisada a freqiiéncia de
micronucleos (MN) nas células de 4. cepa (Figura 4). Nas concentragdes mais diluidas (25 e
50 % v/v) das amostras do ponto 1 e 2 houve um aumento na freqiiéncia de MNs quando
comparado ao grupo controle negativo. Ja na amostra do ponto 3 esse aumento foi observado

nas concentragoes de 50 ¢ 100 % v/v.
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Figura 4: Freqiiéncia de micronucleos observada em células meristematicas de Allium cepa expostas as
diferentes concentracdes das amostras dos diferentes pontos do arroio Araga (RS). “Diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle negativo (p <0,05; p <0,01) (Teste de Kruskal-Wallis).

A Tabela 1 apresenta os resultados das andlises fisico-quimico realizadas nos
diferentes pontos de coleta. Com excec¢dao da demanda bioquimica de oxigénio (DBO), todos
os parametros analisados estdo abaixo dos valores de referéncia apresentados na Resolugdo
CONAMA 357/2005 e 430/2011. A Resolugio CONAMA ndo estabelece limites para

alcalinidade, matéria organica e demanda quimica de oxigénio.

Tabela 1: Parametros fisico-quimico dos diferentes locais de amostragem do arroio Aragd, Canoas (RS).

Parametros fisico-quimico

Anélise Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3  Reference”
pH 7,13 7,08 7,38 6,0-9,0
Alcalinidade (mg/L) 130,59 129,54 157,55 ND
Soélidos totais (mg/L) 255 202 265 500
Dureza (mg/L) 57,12 63,24 73,44 0-75
Matéria orgénica (mg/L" 02) 43,01 23,73 31,81 ND
Cloreto (mg/L CI') 17,73 33,68 52,11 <250
Turbidez (NTU) 25,00 27,00 21,00 <100
Demanda Bioquimica de Oxigénio (mg/L) 6,00 8,00 8,00 5,00
Demanda Quimica de Oxigénio (mg/L) 38,00 49,00 58,00 ND

*Valores de referéncia de acordo com o estabelecido pela Resolugdo do CONAMA 357/2005 e 430/2011. ND =

nao determinado.
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Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados referentes a andlise do material
inorganico nas amostras realizadas através da andlise de PIXE. Concentragdes aumentadas de
metais como aluminio (Al), silicio (Si), titanio (T1), manganés (Mn), ferro (Fe) e cobre (Cu)

foram encontradas nas amostras do ponto 1 € 2 quando comparadas a amostra do ponto 3.

Tabela 2: Contetido de elementos inorganicos (ng/cm2) analisados pelo PIXE em diferentes

amostras coletados em pontos distintos do arroio Araca, Canoas (RS) (médio + desvio padrao).

Elementos inorganicos

Analise Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
Mg 661,9 +580,0  362,6 +316,4 62,35 + 55,60
Al 10482 + 4959 3919 + 3400 110,4 + 95,67
Si 53972 +12895%¢ 31721 +6311° 851,4 +203,1

P 4831 +963,0° 6687 + 485,1°° 7453 + 135.8
S 1756 + 406,3° 1244 +298,0° 207,3 + 6,97
Cl 823,7 + 389,8" ND 210,3 + 94,73
K 1789 + 605,1%°  563,9 +258,5 270,3 £ 95,79
Ca 5138 + 1416° 5683 + 159° 608,5 + 28,16
Ti 3672+ 1261° 2119 +541,9° 20,81 + 7,45
Mn 340,8 + 89,61 3260 +2072° 53,25+ 17.83
Fe 43493 + 12220° 37692+ 1110° 864.3 +267,5
Cu 7525+21,53° 55,87 +23,40° 1,862 + 1,87
Zn 504,9+4245  960,1 +151,9 ND

*Significante em relagdo ao ponto 3 (P<0,05); bSigniﬁcante em relacdo ao ponto 3 (P<0,01);
‘Significante em relagdo ao ponto 3 (P<0,001); “Significante em relagdo ao ponto 2 (P<0,05);
“Significante em relagdo ao ponto 1 (P<0,05) (ANOVA). ND = néo determinado.

4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A citotoxicidade das amostras foi avaliada através do indice de germinacdo e indice
mitdtico. Nestes dois parametros ndo foi observado efeito citotoxico causado pela exposicao
as amostras do Arroio Aragd, pelo contrario, a freqii€ncia maior de sementes germinadas foi
observada nas amostras do arroio quando comparadas ao controle negativo (embora sem
diferenca estatistica). Autores afirmam que matéria organica presente no efluente e os macro
nutrientes podem estimular o alongamento radicular, diminuindo a sensibilidade do teste e/ou
mascarando um possivel efeito toxico (Rodrigues e Bianchini, 2007). Nesse contexto, os

nutrientes presentes nessas amostras, detectados pelo PIXE (como por exemplo, fosforo,
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calcio, ferro e zinco), bem como a elevada carga de matéria organica, avaliado pela DBO,
podem ter causado o efeito promotor do crescimento das sementes.

Almeida; Schwarzbold (2003) analisaram o Arroio da Cria situado em Montenegro,
RS, a fim de determinar a qualidade da 4gua. Ainda que nao tenha sido possivel identificar de
maneira conclusiva a contribui¢do de cada uma das industrias instaladas na area da bacia
hidrografica do arroio da Cria, ficou evidente a existéncia de uma carga orginica oriunda
destes estabelecimentos, demonstrada pelos valores da demanda bioldgica de oxigénio
(DBO), bem como pelo esgoto doméstico, através dos valores elevados de coliformes fecais e
fosforo total.

Além do indice de germinacdo, o indice mitdtico (IM) também foi utilizado como
pardmetro para avaliar a citotoxicidade das amostras. Indices mitéticos significativamente
menores que aqueles do controle negativo podem indicar alteragdes provenientes da acao de
substdncias quimicas no crescimento e desenvolvimento dos organismos expostos e IM
maiores que o controle negativo resultam do aumento na divisdo celular, podendo ser
prejudicial as células, levando a proliferacdo celular desordenada e, eventualmente, a
formagdo de tumores (Leme; Marin-Morales, 2009). Assim, tanto o aumento como a reducao
de IMs podem indicar a polui¢ao de ambientes aquaticos.

Todos os pontos de amostragem apresentaram, nas concentragdes mais diluidas, um
maior IM em relagdo ao controle negativo, indicando que esta d4gua contém substancias com
capacidade mitogénica, tendo como efeito o aumento da taxa de divisao celular. Do mesmo
modo como observado no IG, Vujosevi¢ et al. (2008) salienta que em alguns casos, a presenga
de poluicdo organica pode estimular o crescimento da raiz. Assim, o estimulo da mitose que
foi observado neste teste pode ser devido aos contaminantes ricos em fosforo (quantificado
pelo PIXE), que sdo abundantes em descargas domésticas (Amaral et al. 2007).

Alvim et al. (2011) realizando teste com A. cepa em efluente tratado e ndo tratado,
verificou que ambos efluentes apresentaram, em todas as concentragdes testadas, um maior
IM em relagdo ao controle negativo, sendo os maiores valores encontrados nas concentragdes
100% (v/v) de ambos os tipos de efluentes. Barbosa (2008) também observou um aumento
no IM de A. cepa exposto as amostras de dgua da lagoa de Extremoz, localizada na regiao
de Natal, Rio Grande do Norte, que recebe poluentes de origem urbana. O mesmo foi
observado por Diisman et al. (2014) no Rio Quatorze no estado do Parand, porém este
aumento no IM foi associado a contaminantes rurais.

O potencial genotdxico e mutagénico das amostras do arroio Ara¢a foram avaliados a

partir da freqiiéncia de MNs. Da mesma forma que o IM, as concentragdes mais diluidas das
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amostras do ponto 1 e 2 apresentaram aumento na freqiiéncia de MN enquanto as maiores
concentragdes do ponto 3 teve um maior niimero de células micronucleadas. Os pontos 1 e 2
também apresentaram maiores concentragdes de elementos inorganicos, principalmente
metais quando comparados ao ponto 3. Provavelmente esta concentracdo aumentada de
metais nestes dois pontos foi fitotoéxico as células da cebola na concentracdo bruta (100 %
v/v), ndo apresentando aumento da freqiiéncia de MNs quando comparado ao controle
negativo.

Aumento na freqii€ncia de MNs a partir do sistema 4. cepa tem sido observado por
diferentes autores. Gomes et al. (2015) coletaram amostras das aguas do Rio Guandu, no
estado do Rio de Janeiro, em duas épocas distintas: na estacdo chuvosa (Janeiro e Fevereiro) e
na estacdo de estiagem (Junho e Julho). As analises realizadas em 5000 células por tratamento
demonstraram que todos os pontos estudados apresentaram algum nivel de genotoxicidade.
Oliveira et al. (2011) avaliou o potencial mutagénico dos poluentes presentes na dgua do rio
Paraiba do Sul, cidade de Tremembé — SP, analisando alteragdes cromossomicas em células
meristematicas de 4. cepa. Neste estudo, no més de abril, os poluentes exerceram alto
potencial mutagénico a partir do aumento da freqiiéncia de MNss.

Além disso, a analise da mutagenicidade de amostras de 4gua de diferentes arroios do
municipio de Santa Cruz do Sul, RS, Brasil, indicou um aumento das alteragdes
cromossOmicas em sementes de A. cepa, demonstrando a genotoxicidade das amostras e o
potencial para causar dano ao DNA, comprometendo a qualidade da 4gua e a saude humana
(Athanasio et al., 2014). Galvao et al. (2015) analisaram a mutagenicidade de aguas coletadas
em diferentes pontos no perimetro urbano no municipio de Alta Floresta, no estado do Mato
Grosso (esgoto de laticinio, estacdo de tratamento de esgoto, corrego proximo a estacdo de
tratamento de esgoto e esgoto de frigorifico). Os testes com bioensaios com o A. cepa
mostraram-se eficientes, pois todos os tratamentos com agua poluida por dejetos quimicos
apresentaram algum tipo de anomalia, menos o tratamento testemunha, o qual foi usado
somente para comparagdo, nao usado para obter o indice genotoxico. Os tratamentos com
aguas poluidas causaram genotoxicidade nas células meristematicas de 4. cepa indicando a
presenca de substancias quimicas capazes de causarem alteragdes em organismos vivos.

A quantificagdo dos elementos inorganicos realizados a partir do PIXE demonstrou
uma aumento nas concentracdes dos metais Al, Si, Ti, Mn, Fe e Cu nos pontos 1 e 2 quando
comparadas ao ponto 3. Segundo Christofoletti (2008), os metais pesados sdo potencialmente

mutagénicos e estdo seriamente relacionados com a poluicdo ambiental, podendo desta forma,
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justificar o aumento da frequéncia de MNs nas amostras mais diluidas do ponto 1 ¢ 2 do
nosso estudo.

O dano aumentado no DNA pode ser associado aos elementos inorganicos encontrado
na 4gua contaminada. E bem descrito que os metais tém o potencial de causar efeitos nocivos
a saude humana e ao meio ambiente (Walker et al., 2006). Em geral, a genotoxicidade dos
elementos inorganicos ¢ provocada por mecanismos indiretos, uma das mais importantes vias
envolve a interferéncia na regulacdo redox celular e na indugdo do estresse oxidativo (geracao
de espécies reativas de oxigénio), o que pode causar danos ao DNA oxidativo (Beyersmann;
Hartwig, 2008); (Lima et al., 2011 ).

Maceda et al. (2015) avaliaram a mutagenicidade, genotoxicidade e citotoxicidade de
amostras de agua provenientes do Cérrego Arara no municipio de Rio Brilhante, Mato Grosso
do Sul, Brasil. A presenca de metais acima dos niveis permitidos nas amostras de agua
analisadas do Corrego Arara indica possiveis potenciais mutagénicos, genotoxicos e
citotoxicos aos organismos devido a esses poluentes derivados ou ndo de agdes antropicas.
Silva et al. (2013) observou altos niveis de metais pesados nas amostras de dgua da cidade de
Vazante, no estado de Minas Gerais, que foi diretamente relacionado aos eventos genotoxicos
observados em raizes de 4. cepa.

Assim, o presente estudo demonstrou que as amostras de agua do Arroio Araga,
coletadas e analisadas em diversos pontos, apresentaram possivel potencial mitogénico,
genotoxico e mutagénico no sistema 4. cepa, devido a presenca de substancias e materiais
poluentes derivados provavelmente de contaminagao urbana. Considerando-se a utilizagdo e a
importancia das aguas deste arroio para o municipio de Canoas, RS/BR, esse trabalho pode
contribuir para outros estudos e como ferramenta de suporte ao controle da qualidade da 4gua

a fim de auxiliar em agdes e medidas para futura recuperagao.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos neste estudo nos trés locais de coleta no arroio Araca/RS de

amostras de dguas coletadas no verdo, concluimos que:

Nao foi observado efeito citotoxico nas sementes de Allium cepa expostas as amostras
de aguas do Arroio Aragd. Ao contrario, um aumento (embora ndo significativo) no
indice de germinagdo (IG) foi observado quando comparado ao controle negativo;
Todas as amostras coletadas apresentaram uma indugdo do indice mitotico (IM) nas
células de A. cepa em relagdo ao controle negativo;

As amostras indicaram uma capacidade mitogénica nas células, tendo como efeito o
aumento da taxa de divisdo celular, possivelmente relacionado com a presenga
aumentada de matéria organica (avaliado pela DBO) e nutrientes presentes nessas
amostras, detectados pelo PIXE (como por exemplo, fosforo, calcio, ferro e zinco);

Foi observado um aumento na frequéncia de micronucleos nas células expostas as
amostras, indicando um efeito genotdxico e mutagénico das aguas do arroio Araga;

A quantificagdo dos elementos inorganicos realizados a partir do PIXE demostrou uma
aumento nas concentragdes dos metais Al, Si, Ti, Mn, Fe ¢ Cu nos pontos 1 e 2 quando
comparadas ao ponto 3;

Com exce¢do da demanda bioquimica de oxigénio (DBO), todos os parametros
analisados estdo de acordo com o estabelecido na Resolugdo CONAMA 357/2005 e
430/201;

As amostras, coletadas e analisadas nos diversos pontos, apresentaram possivel
potencial mitogé€nico, genotdxico e mutagénico no sistema A. cepa, evidenciado pela
freqliéncia de Microntcleos (MN), devido a presenga de substincias e materiais

poluentes derivados provavelmente de contaminagdo urbana.
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