INSTITUTO ENSINAR BRASIL
FACULDADES UNIFICADAS DOCTUM

AVALIACAO DA QUALIDADE DA AGUA NA BARRAGEM AECIO FERREIRA
CUNHA EM TEOFILO OTONI/MG, ATRAVES DE PARAMETROS FiSICO-
QUIMICOS E TOXICOLOGICOS

TEOFILO OTONI
2017






INSTITUTO ENSINAR BRASIL
FACULDADES UNIFICADAS DOCTUM DE TEQFILO OTONI
ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA

KILDER CRISTIANO SILVEIRA
MAYNE LUISA SILVA VERONESI

AVALIACAO DA QUALIDADE DA AGUA NA BARRAGEM AECIO FERREIRA
CUNHA EM TEOFILO OTONI/MG, ATRAVES DE PARAMETROS FiSICO-
QUIMICOS E TOXICOLOGICOS

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Engenharia
Ambiental e Sanitaria das Faculdades
Unificadas de Ted6filo Otoni, como
requisito parcial a obtencédo do titulo de
Bacharel em Engenharia Ambiental e
Sanitéria.

Area de Concentragdo: Qualidade de agua

Orientadora: Prof. MSc Valéria Rosado.

TEOFILO OTONI

2017






DOCTUM )

FACULDADES UNIFICADAS DOCTUM DE TEOFILO OTONI

FOLHA DE APROVACAO

O Trabalho de Conclusédo de Curso intitulado: Avaliacdo Da Qualidade da
Agua Na Barragem Aécio Ferreira Cunha em Tedfilo Otoni/MG, Através de
Parametros Fisico-Quimicos e Toxicologicos, elaborado pelos alunos KILDER
CRISTIANO SILVEIRA e MAYNE LUISA SILVA VERONESI foi aprovado por todos
0s membros da Banca Examinadora e aceita pelo curso de Engenharia Ambiental
e Sanitaria das Faculdades Unificadas Tedfilo Otoni, como requisito parcial da
obtencéo do titulo de

BACHAREL EM ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA.

Tedfilo Otoni, 13 de dezembro de 2017

Prof. Msc. Valéria Rosado
Orientadora

Victor Luiz

Larissa Petrini






Dedico este trabalho aos meus pais
que representam simbolo de forca e
inteligéncia, aos meus irmaos, amigos, minha
namorada pelo apoio durante esta jornada e
a Mayne Veronesi que ao longo do curso me
representou um exemplo de dedicagdo e
perseveranca.
K.C.S

Dedico este trabalho & minha méae
Sandra de Oliveira da Silva, & minha irma
Nyara Veronesi e aos meus avos Edelvirge
Rodrigues e Orly Maria, pela formacdo de
valores, pelo amor, carinho, apoio e
compreensdo, que a mim dedicaram.

M.L.S.V.






AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter nos dado sabedoria e honra para ndo desistirmos;

A nossa colega de laboratorio Thamires Torres, por ter nos apoiado em todos 0s

momentos, principalmente, naqueles que pareciam que tudo estava contra nos;

A Marcia Cristina, pela grande ajuda, esforco e carinho que nos dedicou;

Ao Movimento Pré Rio Todos os Santos e Mucuri pelo apoio ha execugdo e

desenvolvimento deste estudo;
Ao Grupo de Extensao e Pesquisa em Agricultura Familiar (GEPAF), em especial a
Luiz Ricardo pela paciéncia, compartilhamento de experiéncias e contribuicdo para o

nosso desenvolvimento pessoal e profissional;

A todos 0s nossos amigos que estavam ao nosso lado e fizeram com que essa jornada

se tornasse mais facil;

Aos nossos familiares que nos apoiaram, incentivaram e nos fizeram acreditar que

seriamos capazes, apesar de todas as adversidades;

A nossa orientadora, pelo suporte que nos deu e pelo tempo que nos dedicou:;

A todos os profissionais e colegas que de alguma forma contribuiram para a realizacio

deste trabalho.






ABREVIATURAS E SIGLAS

ABNT — Associacgdo Brasileira de Normas Técnicas

AC — Alteragdes Cromossomicas

AGROFIT — Banco de informacdes de produtos agroquimicos registrados no
Ministério da Agricultura

ANA — Agéncia Nacional das Aguas

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
CETESB - Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo
CMR — Crescimento Médio de Raizes

CTI — Célculo da taxa de inibicao

CONAMA — Conselho Nacional de Meio Ambiente
COPASA — Companhia de Saneamento de Minas Gerais
DNA — Acido Desoxirribonucleico

ETA — Estacdo de Tratamento de Agua

FUNDACENTRO — Fundacao Jorge Duprat Figueiredo de Seguranca e Medicina do
Trabalho

IGAM — Instituto Mineiro de Gest&o da Aguas

IM — indice Mitotico

IQA — indice de Qualidade de Agua

MN — Micronucleos

pH - Potencial Hidrogenidnico

SAAE - Servico autbnomo de agua e esgoto

UNEP — Programa Nacional da Nag¢des Unidas

UNT — Unidades Nefelométricas de Turbidez

uT — Unidade de Turbidez

UV — Radiacao Ultravioleta






LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA 1 — Extens&o do RI0O TOJOS 0S SANTOS.........cuuuuummiiiiinierieeieeeiieeeininnnnaeaeeens 37
FIGURA 2 — Area entorno da barragem Aécio Ferreira Cunha..............c.ccccoeveenneane. 38
FIGURA 3 — Microfotografia das fases de Mitose em células meristeméticas de Allium
cepa, encontradas em amostra de &agua da barragem Aécio Ferreira

CUN N L e e e e e e 45

FIGURA 4 — Microfotografia de alteracdes cromossémicas em células meristematicas
de Allium cepa, encontradas em amostra de agua da barragem Aécio Ferreira Cunha

................................................................................................................................... 47
FIGURA 5 — Microfotografia de micronucleo em Intérfase em células meristeméaticas
(o L= N | U] g I o= - USSR 48
TABELA 1 — Valores obtidos pelas analises dos parametros fisico-quimicos............. 43
TABELA 2 — Crescimento Medio das raiZeS ...........oooveiiiciiiiiiiiiiiiiiieeee e 44

TABELA 3 — Valores obtidos no bioensaio Alium cepa para avaliacdo da citotoxicidade
em amostra de 4gua através do indice MitOtiCO ...........ccccvvvviiiiiiiiiiiii e 45

TABELA 4 — Valores obtidos no teste de Alium cepa para avaliagdo da genotoxicidade
em amostra de agua na barragem Aécio Ferreira Cunha.............cccceeeeeeeiiiiiiieeiiiinnnn, 48

TABELA 5 — Valores obtidos no teste de Alium cepa para avaliagdo da mutagenicidade
através da formacdo de MN em amostra de agua da barragem Aécio Ferreira

(@1 ] = VPR U 49
QUADRO 1 - Classificacao dos corpos hidricos de agua doce segundo o CONAMA

................................................................................................................................... 22
QUADRO 2 - Efeitos da expoSiGA0 a0S agrotOXiCOS ..........cceeeeriiiueeereeeeaiiiiieeeeaaaanns 25

GRAFICO 1 - Células em mitose apresentadas nas laminas analisadas.................... a7






RESUMO

Os corpos hidricos estéo sujeitos a contaminacao, seja difusa ou pontual, de origem
natural ou antropogénicas. A degradacdo dos recursos hidricos pode interferir
negativamente na saude humana, no desenvolvimento de atividades industriais e
agropecuarias, gerando assim impactos significativos nos ambitos, sociais,
econbmicos e ambientais. Este estudo realizou a analise da qualidade da agua
através de parametros fisico-quimicos e toxicologicos. O local de estudo foi a
barragem Aécio Ferreira Cunha, no municipio de Tedfilo Otoni/MG, que é a fonte de
abastecimento da cidade de Tedfilo Otoni/MG. Foi realizada uma coleta em um ponto
definido, no Rio Todos os Santos, pertencente a bacia hidrogréfica do Rio Mucuri. Os
parametros analisados foram: fisico-quimicos através da determinacdo de pH,
Turbidez, temperatura e oxigénio dissolvido. Foram realizados estudos de citoxicidade
genotoxicidade, e mutagenicidade através do biomonitor Allium cepa, sendo os
parametros avaliados: taxa de crescimento das raizes, indice mitético, aberracoes
cromossdmicas e micronudcleos. Os resultados obtidos nas andlises dos parametros
fisico-quimicos estdo dentro dos valores recomendados pela Resolucdo CONAMA
357/2005. Os resultados obtidos nas analises do ensaio Allium cepa néo
apresentaram potencial citotoxico, genotdxico, tampouco apresentou alteracdo em
relacéo ao potencial mutagénico.

Palavras — chave: Mutagenicidade. Genotoxicidade. Allium cepa. Qualidade de agua.






ABSTRACT

The water bodies are subject to contamination, whether diffuse or punctual, of natural
or anthropogenic origin. Degradation of water resources can adversely affect human
health, the development of industrial and agricultural activities, and thus generate
significant impacts in the social, economic and environmental spheres. This study
carried out the analysis of water quality through physical-chemical and toxicological
parameters. The study site was the Aécio Ferreira Cunha dam, in the municipality of
Teofilo Otoni / MG, which is the source of supply for the city of Tedfilo Otoni / MG. A
collection was carried out at a defined point on the Todos os Santos River, belonging
to the Mucuri River basin. The analyzed parameters were: physical-chemical through
the determination of pH, Turbidity, temperature and dissolved oxygen. Genotoxicity,
cytotoxicity and mutagenicity studies were performed through the Allium cepa
biomonitor, with the following parameters being evaluated: mitotic index, chromosomal
aberrations and micronucleio. The results obtained in the analyzes of the physical-
chemical parameters are within the values recommended by CONAMA Resolution
357/2005. The results obtained in the analyzes of the Allium cepa assay showed no
cytotoxic or genotoxic potential, nor did presented alteration in relation to the
mutagenic potential.

Key words: Mutagenicity. Genotoxicity. Allium cepa. Water quality.






SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt ettt ste e 19
2 REFERENCIAL TEORICO.......oiiiiiieieeee ettt sve s 21
2.1 QUAlIAATE D AQUA. ... uuuieiiiiieeeeiiii et e e e e 21
2.1.1 Classificag@o de corpos hidriCOS .........ccoeeiiiiiiiiiiiiiiiee e 22
2.2 TOXICIAAUEC ... 22
2.3 Agrotoxicos e salde humana ..........cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiee e 23
2.4 Essencialidade e Toxicidade dOS Metais .........ccccevveeeiiiiiiiiiinieiiieeeees 26
2.5 Parametros fisico-quimicos de AgUa..........coovvvveiiiieeeeieeeeiiiee e 27
2.5 1 TUMIOZ ..ot e e e 27
P YA =T 0 1T = L | PP 27
25,3 PH ettt ettt ettt ettt 28
2.5.4 OXIgENIO dISSOIVIAO. .......uuuiiieeeeeiieeie e e e e e e eaanns 28
2.6 GENOTOXICIAAUE ... e e 29
2.6.1 CitOtOXICIAAR ...t e e e e 29
2.6.1.1 INAICE MItOLICO ....veeveeveeeeeceeeee e, 30
2.6.2 Presenca de MIiCrONUCIEOS ............uviiiiiiiiiaiiiiiieieee e 30
2.7 Allium cepa como 0rganiSmo tESTe .....ooeeeiieiiee i 31
3 METODOLOGIA E PROCEDIMENTOS TECNICOS DA PESQUISA ......... 35
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ...ttt 43
5 CONCLUSAO ...ttt 51

REFERENCIAS



19

1 INTRODUCAO

Atualmente a disponibilidade de agua doce estd reduzida e o consumo
indiscriminado em diversas areas e setores tem contribuido para esta reducdo,
podendo interferir diretamente na qualidade do recurso hidrico. No Brasil esse recurso
tornou-se motivo de preocupacao devido as intensas mudancas climaticas, a reducéo
do indice pluviométrico e as formas de captagdo irracionais. A escassez hidrica
promove disputas geopoliticas por fontes de aguas, questbes cada vez mais
frequentes.

Partindo desta preocupacdo com os recursos hidricos desenvolveu-se o
presente estudo, contemplando a barragem Aécio Ferreira Cunha de Tedfilo-
Otoni/MG, construida em abril de 2012, pela Companhia de Saneamento de Minas
Gerais (COPASA). A barragem atende a demanda de abastecimento da cidade e
beneficia cerca de 130.000 pessoas, com a previsdo de oferta de agua para os
proximos 50 anos, mesmo nos periodos de estiagem mais severos®.

A microbacia do rio Todos os Santos tem como principais impactos aqueles
relacionados a contaminacdo e degradacdo dos recursos hidricos, através da
atividade agropecuaria de forma extensiva com manejo inadequado, podendo conter
elementos quimicos téxicos, dentre eles 0os metais e 0s praguicidas, bem como a
disposicao incorreta de efluente doméstico com elevada carga orgéanica.

Quando é realizado o uso de praguicidas, principalmente na agricultura, os
recursos hidricos sdo o0s principais prejudicados por serem integradores dos
processos biogeoquimicos (LOURENCETTI et al., 2007). Sendo assim os efeitos dos
agentes quimicos ao longo do tempo representam um grande risco para a saude
publica, sendo necessarios o monitoramento e a vigilancia desses produtos em aguas.

Devido as atividades realizadas ao longo da microbacia do rio Todos os Santos,
surgiu a necessidade de se realizar o diagnéstico da qualidade da agua a partir da
analise dos parametros fisico-quimicos, e da determinacao de niveis de toxicidade da
amostra.

De acordo com a resolucéo 357/2005 do CONAMA, para aguas superficiais, 0s

! http://www.copasa.com.br/wps/portal/internet/impren sa/noticias/releases/2012/abril/destaque-
20120416-ie2359/!lut/p/a0/04_Sj9C
PykssyOxPLMnMzOvVMAfGjzOJ9DLwdPby9Dbz8gzzdDBy9g_zd_T2dgvx8zfULshOVAfwqg3lw!/. Acesso
em: 15 de abril de 2017


http://www.copasa.com.br/wps/portal/internet/impren%20sa/
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parametros avaliados contemplam parametros fisico quimicos, microbiolégicos e
toxicologicos, dentre este ultimo, apenas os valores maximos permitidos para metais,
ndo contemplando outros estudos toxicologicos, dentre eles a genotoxicidade em
organismaos Vivos.

Para a avaliacdo dos possiveis efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos,
foi utilizado o bioindicador Allium cepa, que é considerado um excelente ensaio,
devido a sua sensibilidade e facilidade de analise em amostras ambientais, sendo
amplamente utilizado para avaliacdo da qualidade da 4gua (LEME et al., 2009). Os
parametros que foram avaliados no ensaio de Allium cepa contemplam observacdes
macroscopicas como tamanho da raiz e analises microscépicas como divisdes
celulares, aberrac6es cromossdmicas e presenca de microndcleos.

Os resultados dos parametros fisico-quimicos foram comparados com o0s
valores estabelecidos pela resolucdo CONAMA 357/2005 para rios de agua doce de
classe IlI, os resultados do potencial de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade das amostras foram encontrados a partir de analises estatisticas

utilizando o software GraphPad Prism verséo 7.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Qualidade de agua

Segundo Wrege (2000), morre uma crianca a cada 14 segundos, vitima de
doencas adquiridas através do consumo de agua contaminada, nos paises em
desenvolvimento estima-se que 80% das enfermidades e aproximadamente um tergo
das mortes sédo causadas pela 4gua contaminada. A disposi¢ao incorreta dos esgotos
domésticos e aguas residudrias sdo causas importantes dessa deterioracdo da
qualidade da agua (AGENDA 21, 1996). Alguns efluentes contém misturas téxicas,
como praguicidas, metais toxicos, produtos industriais e uma variedade de outras
substancias (VEGA et al., 1996).

A acédo antropogénica sobre os recursos hidricos é a responsavel pela maioria
das alteracdes no meio aquatico. Os rios vém servindo de depdsitos de rejeitos por
muitos anos, alterando profundamente o estado natural dos recursos. As alteracdes
da qualidade da &gua representam uma das maiores evidéncias do impacto das
atividades humanas sobre a biosfera (PORTO et al., 1991).

A contaminacao hidrica pode ser originada de diversas fontes, podendo ser
elas pontuais e difusas, dentre as quais se destacam os efluentes domésticos, os
efluentes industriais e a carga difusa urbana e agricola. Essas fontes estao associadas
ao tipo de uso e ocupacao do solo. Cada uma dessas fontes possui caracteristicas
préprias quanto aos poluentes que carregam. Os esgotos domésticos apresentam
contaminantes organicos biodegradaveis, nutrientes e bactérias (PORTO et al., 1991).

Nas ultimas décadas, tem ocorrido uma aceleracdo na degradacdo dos
recursos hidricos disponiveis para uso e consumo no pais. Essa deterioracdo é
anunciada com o aumento do desenvolvimento econémico e renda per capita de
determinadas regides, que vem acompanhada pelo incremento da pressao sobre 0s
recursos hidricos superficiais e subterraneos. Para a populagéo, a disponibilidade de
agua de boa qualidade se traduz em garantia de sobrevivéncia através do consumo
direto e constitui um suporte basico para o desenvolvimento econémico e social
(FROTA, 2000).

O indice de Qualidade das Aguas (IQA) avalia a qualidade das &guas
considerando nove parametros: oxigénio dissolvido, coliformes termotolerantes, pH,

demanda bioquimica de oxigénio, temperatura, nitrogénio total, fosforo total, turbidez
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e solidos totais. Trata-se de um indice que avalia a condicdo de utilizacdo da agua
para fins de abastecimento publico, considerando um tratamento convencional
(BRASIL, 2012).

O indice de Qualidade das Aguas (IQA) foi desenvolvido pela National
Sanitation Foundation em 1970 e adaptado pela Companhia Ambiental do Estado de
Sé&o Paulo (CETESB) em 1975. Atualmente, ele € o indice de qualidade da agua mais
utilizado pelas Unidades da Federacao. O conceito de qualidade da &gua sempre tem
relacdo com o uso que se faz dessa agua, existe uma grande variedade de indicadores

gue expressam aspectos parciais da qualidade das aguas (BRASIL, 2012).
2.1.1 Classificacé@o de corpos hidricos

De acordo com a resolucao 357/2005 do Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA) que dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes

ambientais para o seu enquadramento, as aguas doces podem ser classificadas em:

QUADRO 1 - Classificacao dos corpos hidricos de agua doce segundo o
CONAMA

Classificacao

Destinacao

Tratamento

Classe especial

Abastecimento humano

Desinfeccéao

Classe | Abastecimento humano Simplificado
Classe I Abastecimento humano Convencional
Classe Il Abastecimento humano | Convencional ou avangado
Classe IV Navegacao e a harmonia

paisagistica.

Fonte: CONAMA - Resolucédo 357/2005

2.2 Toxicidade

A normativa brasileira 10.004 define que a toxicidade € uma propriedade
inerente a substancia que produz efeitos danosos aos organismos expostos durante
um determinado tempo, a uma concentracdo especifica, esses efeitos adversos
podem ser: imobilidade, mortalidade, inibicdo da reproducdo e reducao do

crescimento dos organismos teste (ABNT, 2004).
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Segundo Rocha (2009), € considerada toxica, toda substancia que tem o
potencial de provocar lesdo no organismo, que pode ocorrer prejudicando o0 seu
normal funcionamento, ou destruindo-o, podendo alterar suas fungdes vitais de forma
reversivel ou irreversivelmente. Este efeito é causado sempre que um agente toxico
entra em contato com o0 organismo.

A resolucdo 357/2005 do CONAMA determina que para o corpo hidrico em
estudo ndo pode haver efeito tdéxico agudo a organismos e que 0s critérios
estabelecidos devem ser implantados por um 6rgdo ambiental competente, sendo
necessario fazer monitoramento através de analises padronizadas.

Essa mesma resolucdo dispde sobre o controle de despejo de efluentes em
corpos d’agua e da outras providéncias, entretanto o dificil acesso ao saneamento
basico e a informacdo nas comunidades rurais faz com que os proprietérios

disponham seus efluentes de forma incorreta.

2.3 Agrotoéxicos e saude humana

Agrotoéxicos, defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas, remédios de planta,
veneno. Essas sdo algumas das inimeras denominacdes relacionadas a um grupo de
substancias quimicas utilizadas no controle de pragas animais e vegetais e doencas
de plantas (FUNDACENTRO, 1998). Séo utilizados em florestas, nos recursos
hidricos, nas areas urbanas e industriais e, demasiadamente na agropecuaria.

Os agrotoxicos abrangem varias substancias quimicas, além de algumas de
origem biolégica, que podem ser classificadas de acordo com o tipo de praga que
controlam, com a estrutura quimica das substancias ativas e com os efeitos a saude
humana e ao meio ambiente (AGROFIT, 1998).

A Organizacdo Mundial da Saude estima que, a cada ano, entre trés e cinco
milhdes de pessoas sdo contaminadas por agrotéxicos em todo o mundo
(JEYARATNAM, 1990; ILO, 1997). Alguns autores acreditam que tais nUmeros podem
chegar a 25 milhdes de trabalhadores por ano, somente nos paises em
desenvolvimento (JEYARATNAM, 1990). E um problema que vem crescendo,
sobretudo nos paises em desenvolvimento, responsaveis por aproximadamente 20%
do consumo mundial de agrotoxicos e onde estdo localizados 70% dos casos de
intoxicacao (ILO, 1997).
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A América Latina foi a regido onde se observou um maior aumento no consumo
desses produtos, aproximadamente 120%. Isto ocorreu, devido a influéncia do Brasil,
qgue no periodo de 1964 a 1991 aumentou seus gastos ha aquisicdo desses insumos
de 1 para 2,2 bilhdes de doélares por ano, o consumo de agrotoxicos aumentou
276,2%, em relagdo a um aumento de 76% na area plantadaZ.

Em 2001, o Brasil consumiu 328.413 toneladas de agrotoxicos. Considerando
o consumo dos dez principais paises consumidores desses produtos, que
representam 70% do mercado mundial, o Brasil aparece em 7° lugar no ranking, com
os estados de S&o Paulo, Parana e Minas Gerais contribuindo com aproximadamente
50% do montante total utilizado no pais (ANVISA, 2002).

Os efeitos sobre a saude humana podem ser de dois tipos:

e Efeitos agudos, ou aqueles resultantes da exposicdo a concentracdes de um
ou mais agentes toxicos capazes de causarem dano efetivo aparente em um
periodo de 24 horas;

¢ Efeitos crbnicos, ou agueles resultantes de uma exposic¢ao continuada a doses
relativamente baixas de um ou mais produtos.

Efeitos causados pelos agrotoxicos estédo representados no quadro 2.

2 MMA (Ministério do Meio Ambiente). Informativo MMA, 2000. Disponivel em: http:/
www.mma.gov.br/port/ascom/imprensa/marco2000/informmal5.html.
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QUADRO 2 - Efeitos da exposicdo aos agrotoxicos

Classificacao

Classificacao

Sintomas de

quanto a Sintomas de , L
guanto ao grupo , o intoxicagao
praga que o intoxicacdo aguda .
guimico cronica
controla
. Efeitos
Fraqueza; .
. . neurotoxicos
Coélicas abdominais; )
Organofosforados NS retardados;
Vomitos; ~
e carbamatos ) Alteracdes
Inseticidas Espasmos musculares; cromossomicas;
Convulsodes. . :
Dermatites de
contato.
Organoclorados Nauseas; Lesdes hepaticas;
Voémitos; Arritmias
Contracoes cardiacas;
musculares LesOes renais;
Piretréides involuntérias; Neuropatias
sintéticos IrritacOes das periféricas;
conjuntivas; Alergias;
Espirros; Asma brénquica;
Excitacao; IrritagcOes nas
Convulsoes; mucosas;
Tonteiras; Hipersensibilidade;
Fungicidas Voémitos; Alergias
Tremores musculares; respiratorias;
Ditiocarbamatos Dor de cabeca. Dermatites;
Doenca de
Parkinson;
Canceres.
Fentalamidas Teratogéneses.
Dificuldade Canceres (PCP —
respiratoria; formacédo de
Dinitrofendi Hipertermia; dioxinas);
Initrofenols € Convulsoes. Cloroacnes.
pentaclorofenol
Perda do apetite; Inducéo da
Enjbo; producéo de
Herbicidas L. Vomitos; enzimas
Fenoxiacéticos : - e
Fasciculacao hepaticas;
muscular. Canceres;
Teratogénese.

Dipiridilos

Sangramento nasal;
Fraqueza;
Desmaios;

Conjuntivites.

LesOes hepaticas;
Dermatites de
contato;
Fibrose pulmonar.

Fonte: WHO, 1990; OPS, 1996
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Os efeitos de uma exposicao cronica podem aparecer semanas, meses, anos
ou até mesmo geracdes apos o periodo de contato com os produtos, sendo, portanto,
mais dificil de identificar a causa. Em muitos casos podem até ser confundidos com
outros distarbios, ou simplesmente néo relacionados ao agente causador (PERES,
2003).

Segundo Peres (2003), os corpos hidricos atuam como transporte destes
contaminantes para fora das areas em que séo utilizados. Se uma regido agricola,
onde o agrotodxico é usado extensivamente estiver localizada proxima a um recurso
hidrico que abastece uma cidade, a qualidade da agua consumida esta sob risco de
contaminacao, embora a mesma possa estar localizada distante da regido agricola.
Dessa forma ndo sé a populacdo residente proxima a area agricola estara exposta
aos agrotoxicos, mas também toda a populacdo da cidade abastecida pela agua

contaminada.

2.5 Essencialidade e Toxicidade dos Metais

Segundo Beckett (1991), a toxicidade nas plantas e animais é devido aos
metais presentes em seus tecidos apos absorcdo, devendo ser monitorado através
das seguintes variaveis: diminuicdo do crescimento ou reduc¢éo na colheita, sintomas
visiveis como aberracdes em células alterando a composicéo do tecido.

Os metais podem entrar no organismo através de microparticulas presentes no
ar, ou pela ingestédo de alimentos e agua (CAUSSY et al., 2003).

Entende-se por metal essencial aquele que é importante no ciclo de vida
completo do organismo, e sua auséncia produz caracteristicas especificas de
deficiéncia (ROCHA, 2009).

Atividades industriais podem gerar grandes quantidades de metais téxicos,
estes sdo geralmente lancados nos afluentes, resultando em um potencial de
contaminacao no meio ambiente. As agéncias reguladoras exigem que o efluente seja
tratado para que ocorra a remocao destes metais lancados nos cursos d’agua
(CONAMA 357/2005).
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2.5 Parametros fisico-quimicos de agua

Considerando a qualidade da agua em suas caracteristicas fisicas, espera-se
gue esta seja transparente, sem cor, odor e sabor, para estar adequada ao consumo
humano. Os parametros quimicos sdo 0s mais importantes para se caracterizar a
qualidade da agua, pois permitem classifica-la por seu conteido mineral, determinar
o grau de contaminacao, caracterizar picos de concentracdo de poluentes toxicos,
bem como suas possiveis fontes e avaliar o equilibrio bioquimico que é necesséario

para a manutencao da vida aquéatica (MACEDO, 2001).

2.5.1 Turbidez

A turbidez ocorre devido a presenca de materiais s6lidos em suspensdo que

reduzem a transparéncia da agua.

pode ser provocada também pela presenca de algas, plancton, matéria
organica e muitas outras substéncias, como o zinco, ferro, manganés e areia,
resultantes do processo natural de erosao ou de despejos domésticos e
industriais. [...] E um indicador sanitario e padréo de aceitacdo da agua de
consumo humano (PALUDO, 2010, p. 32).

A turbidez caracteriza “o grau de interferéncia com a passagem da luz através
da agua, conferindo uma aparéncia turva a mesma”. A forma do constituinte
responsavel sdo os soélidos em suspensédo, podendo ser caracterizado também por
matéria organica presente no recurso hidrico. A unidade de medida da turbidez é o uT
(Unidade de Turbidez — unidade de Jackson ou nefelométrica) (VON SPERLING,

1996).

2.5.2 Temperatura

E o parametro fisico responsavel pela determinacdo “da intensidade de calor”
(VON SPERLING, 1996). A unidade de temperatura usada no Brasil é o grau Celsius
(°C). Segundo o mesmo autor, as “elevacdes da temperatura aumentam a taxa das
reacfes quimicas e biolégicas (na faixa usual de temperatura); elevacdes da

temperatura diminuem a solubilidade dos gases (ex: oxigénio dissolvido) ” (VON
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SPERLING, 1996). Podendo interferir nos organismos aquaticos que séo afetados por

temperaturas fora de seus limites de tolerancia térmica.

2.5.3 pH

De acordo com Von Sperling (1996), o potencial hidrogeniénico “representa a
concentracdo de ions hidrogénio H* (em escala anti-logaritmica), dando uma
indicagao sobre a condi¢ao de acidez, neutralidade ou alcalinidade da agua” em uma
faixa de 0 a 14. Solidos dissolvidos e gases dissolvidos sdo a forma do constituinte
responsavel pelo pH. Em se tratando de nascentes e pocos, a origem natural do pH
ocorre através da dissolucao de rochas, absorcdo de gases da atmosfera, oxidagcédo
da matéria organica e fotossintese.

O pH é um parametro de suma importancia no tratamento da agua, ainda de
acordo o autor: “Nos laboratérios das estagcdes de tratamento ele € medido e ajustado
sempre que necessario para melhorar o processo de coagulacao/ floculacdo da agua
e também o processo de desinfec¢cado” (PALUDO, 2010, p. 32).

Nas estacdes de tratamento a correcdo do pH é efetuada através da adicédo de
produtos quimicos para que a agua nao se torne excessivamente acida. A acidez
possibilita a corrosdo de tubulacbes e equipamentos. No entanto, correntes
excessivamente alcalinas podem provocar incrustacbes. Para ajuste do pH, sé&o
utilizados dois produtos distintos, que variam suas utilizacbes de acordo com as
caracteristicas da agua a serem dosadas. Estes sdo Carbonato de Sodio (Barrilha) e
Cal Hidratada (SAAE, 2006).

2.5.4 Oxigénio dissolvido

A forma constituinte responsavel pelo mesmo é o gas dissolvido. A unidade do
oxigénio dissolvido € mg/L. A sua origem natural € por meio da dissolu¢ao do oxigénio
atmosférico e producao pelos organismos fotossintéticos (VON SPERLING, 1996).
Tem-se como valor de referéncia para o oxigénio dissolvido > 6, sendo este

considerado ideal para o desenvolvimento da fauna aquatica.
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2.6 Genotoxicidade

Os organismos vivos estdo constantemente suscetiveis a exposicdo de
substancias mutagénicas, estas podem causar danos celulares, ocasionando
alteracdes genéticas e até cromossémicas. Os danos podem ser induzidos por
agentes quimicos, fisicos ou biologicos, levando a processos cancerosos € morte
celular. Pelo fato de causarem lesdes no material genético, essas substancias sao
conhecidas como genotoxicas (BAGATINI et al., 2007).

Existe duas grandes categorias de mutacdo: génicas e cromossdmicas. As
mutacdes génicas sao alteracdes que ocorrem na sequéncia de nucleotideos do DNA
do individuo e as cromossdmicas séo possiveis de detectar através de alteracées no
namero ou na estrutura dos cromossomos e atraves de analises citogenéticas
celulares, essas alteracdes cromossdmicas podem ser reparadas pela propria célula,
sem tantos danos maiores ao individuo (LUCIO NETO, 2011).

Os agentes genotdxicos interagem quimicamente com o material genético,
formando adutos, alteracdo oxidativa ou mesmo quebras na molécula de DNA. Na
grande maioria dos casos o0 dano é reparado pelo préprio organismo ou a célula é
eliminada. Caso essa lesdo seja fixada, provocando alteracbes hereditarias
(mutacdes), que podem se perpetuar nas células filhas durante o processo de
replicacdo, o agente € denominado mutagénico (OBE et al., 2004). Embora ocorram
mutacdes espontaneas, a maioria delas € induzida por agentes fisicos, quimicos ou
bioldgicos, aos quais 0s seres humanos e outros organismos podem ser expostos
(CALVIELLOA et al., 2005).

2.6.1 Citotoxicidade

Sabe-se que linhagens celulares quando mantidas em cultura dividem-se e
multiplicam-se continuamente. A base dos ensaios de citotoxicidade esta exatamente
na avaliacdo da interferéncia induzida por agentes quimicos NnOS processos
metabdlicos celulares e na investigacdo a respeito da maneira em que esses
processos podem vir a intervir no crescimento ou multiplicacéo celular, ou até mesmo
culminar na morte celular, reduzindo, assim o nimero de células viaveis se comparado

com culturas controles ndo-tratadas. Estes ensaios tendem a simplificar os eventos
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guantificados, contudo, por serem métodos simples, de baixo custo e reprodutiveis

sdo extensamente empregados em processos de triagem (FRESHNEY, 1994).
2.6.1.1 indice Mitdtico

O parametro utilizado como indicador de proliferacdo adequada das células &
definido como indice mitético, (IM) (BAGATINI et al., 2007) a finalidade é a avaliag&o
da citotoxicidade da amostra. Indices mitéticos com valores menores que aqueles do
controle negativo indicam alteracdes advindas de substancias quimicas no
desenvolvimento dos organismos expostos e IM maiores que o controle negativo
resultam do aumento na divisdo celular, levando a proliferacdo celular desordenada
(LEME et al., 2009).

Define-se o indice mitético, em porcentagem, dividindo o nimero de células em
mitoses pelo namero total de células analisada, multiplicando o valor encontrado por
100. Com o indice mitético, € possivel analisar o potencial de uma determinada
substancia em inibir ou acelerar a proliferagao celular (MACHADO, 2013). Segundo
Conceicéao (2010), “o grau de citotoxicidade pode ser definido pela taxa de diminuicédo

do indice mitotico”.
2.6.2 Presenca de micronucleos

O micronucleo “é um parametro eficiente para avaliar o efeito mutagénico
promovido por substancias quimicas” (LEME et al., 2009). O teste é considerado
‘umas das técnicas mais promissoras, baratas e rapidas para avaliagdo de
mutagenicidade” (LANDOLT et al., 1983; HEDDLE et al., 1983), pode “ser usado em
gualquer populacdo celular em crescimento, sem a necessidade de conhecer
previamente o seu cariétipo” (MASCHIO, 2008). E “um teste simples, servindo para
biomonitoramento da qualidade da agua” (BURGETOT et al., 1995; VENTURA, 2004).

Os micronucleos sdo massas de cromatina com aparéncia arredondada ou
ovalada que estd perto do nucleo, resultante da condensacdo de fragmentos
cromossOmicos acéntricos ou Cromossomos inteiros que atrasaram sua migracao
para os polos (SCHIMID, 1976; AL-SABTI et al., 1995; VENTURA, 2004).
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O micronucleo pode ser formado espontaneamente, porém, a formacao
induzida é comumente usada para se encontrar danos genotoxicos e mutagénicos,
resultantes de contato a um agente toxico (HEDDLE et al., 1983).

Segundo Maschio (2008), eventos celulares resultam na formacédo de
micronucleos levando a fragmentacao das caracteristicas do material genético, como
por exemplo, ao ocorrer quebras cromossémicas surgem os fragmentos acéntricos
durante o processo de diviséo celular ou ainda durante o ciclo celular, ocorre perdas
de cromossomos inteiros pois ndo s&@o incorporados ao nucleo principal, pela
inativacéo do fuso mitético.

Assim entende-se que o “surgimento de micronucleos no processo de divisdo
celular resulta em quebras cromossdmicas comprovando a manifestacédo de distarbios
do processo mitotico” (BAGATINI et al., 2007).

2.7 Allium cepa como organismo teste

O método da avaliacao de aberracdo cromossémica em raizes de Allium cepa é
garantido pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica e pelo Programa
Ambiental das Nacfes Unidas (UNEP) como um eficiente teste para andlise e
monitoramento in situ da genotoxicidade de poluentes ambientais (PASTORI, 2015).

E possivel quantificar varios parametros morfologicos e citogenéticos, dentre
eles a morfologia e o desenvolvimento da raiz, o grau do indice mitético, a inducédo de
micronucleos e de metéfases, anafases e tel6fases aberrantes (GRANT, 1994;
EVSEEVA et al., 2003; EGITO et al., 2007; LEME et al., 2009).

A mutacdo é uma alteracdo na estrutura do material genético de um ser vivo,
sendo uma fonte extremamente relevante de variabilidade genética nas popula¢fes
de seres (BURNS; BOTTINO, 1991). Entretanto mesmo a curto prazo, do ponto de
vista do ciclo do organismo, alteragdo genética é quase sempre prejudicial,
especialmente em organismos multicelulares, no qual as alteracdes genéticas tendem
a perturbar o desenvolvimento e a fisiologia extremamente complexos (ALBERTS et
al, 2002).

A mutacado é observada a partir da formagédo de micronucleos contendo DNA,
€ possivel localiza-los no citoplasma e se apresentam em células por divisao,
originados a partir das quebras cromoss6micas, formando fragmentos acéntricos, ou

com sequéncias de cromossomos inteiros que nao se prendem ao fuso mitético e
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dessa forma, ndo chegam aos polos das células durante a mitose ou a meiose (SILVA
et al., 2015).

O material que desenvolve mudanca metabdlica nas células em cultura, que
pode ocasionar ou ndo em morte celular € denominado citotéxico. Culturas de células
utilizadas in vitro torna-se cada vez comum em controles da qualidade.

Testes in vitro vém ganhando espaco diante dos ensaios in vivo, principalmente
pelo seu baixo custo, alta reprodutibilidade, facilidade de realizacdo e apresentar
resultados rapidos?.

Além da sensibilidade na deteccdo dos efeitos citotoxicos, genotoxicos e
mutagénicos, a espécie Allium cepa tem sido indicada como um eficiente organismo-
teste, devido as caracteristicas que possui, podendo ser citados: conhecimento do
seu ciclo celular, resposta a inimeros mutadgenos conhecidos, o rapido crescimento
de suas raizes, o grande namero de células em divisdo, a sua alta tolerancia as
diversas condicfes de cultivo, a sua disponibilidade, pelo seu facil manuseio e por
possuir cromossomos em numero reduzido e de grande tamanho, fator fundamental
para estudos de avaliagdo de danos cromossémicos ou de distarbios do ciclo de
divis&o celular, incluindo riscos de aneuploidia (FISKEJO, 1985).

De acordo com Kristen (1997) as células meristematicas de Allium cepa
constituem um material citogenético eficaz para analisar aberracfes cromossémicas
causadas pela poluicdo ambiental, além de todas as vantagens mencionadas acima,
o teste tem mostrado alta sensibilidade e boa correlagdo quando comparado com
outros sistemas-teste, principalmente com os de mamiferos.

Segundo Ferreira et al. (2012), resultados do teste com Allium cepa podem
indicar a presenca de agente toxicos, citotdxicos e mutagénicos no ambiente, e que
colocam em risco a sobrevivéncia dos organismos.

A andlise de germinacéo e crescimento radicular de testes em vegetais pode
ser utilizada na avaliacdo de toxicidade, como testes iniciais a fim de obtencéo de
dados iniciais para realizacdo de pesquisas mais profundas (LOPEZ et al. 2008) ou
ser usado como teste base da pesquisa de impacto ambiental (CHARLES et al., 2011).

Segundo Fernandes (2005) vegetais superiores sao sistemas genéticos muito
utilizados para a indicacao de contaminagao ambiental, pois possuem sensibilidade a

interferéncias externas e ambientes desfavoraveis, o crescimento radicular é

3 http://bcrj.org.br/servicos/testes-de-citotoxidade/
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diminuido e a taxa de germinacdo afetada quando o organismo teste € exposto a

agentes contaminantes.
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3 METODOLOGIA E PROCEDIMENTOS TECNICOS DA PESQUISA

O presente estudo caracteriza-se pela natureza quantitativa, ou seja, 0s
resultados obtidos através das andlises toxicoldgicas foram quantificados para
posteriormente serem mensurados através de analises estatisticas a fim de avaliar o
potencial citotoxico, genotoxico e mutagénico do recurso hidrico em questao,
enquanto os resultados obtidos nas analises dos parametros fisico-quimicos foram

comparados com a resolucao vigente.

3.1 Classificacdo quanto aos fins

A pesquisa teve como finalidade testar a hip6tese de contaminacdo da agua
analisada de forma pontual. Para esta verificagcdo foi necessario coletar dados,
interpretar e identificar possiveis causas para o resultado obtido, neste contexto o
presente estudo é caracterizado pelo nivel explicativo.

Segundo Vergara (2007), a pesquisa explicativa tem como principal finalidade
tornar os dados obtidos em escrita de facil compreensdo, explicando os seus

principais motivos.

3.2 Classificagdo quanto aos meios

Segundo Vergara (2007), a pesquisa € classificada como experimental quando
ha investigacdo empirica na qual o pesquisador manipula e controla variaveis
independentes e observa os resultados destas manipulagdes. Quanto aos meios a
pesquisa € classificada como experimental partindo de um fendmeno delimitado a
priori, sobre o qual foi formulada as hipéteses susceptiveis de verificacdo,
estabelecendo os métodos de verificacdo a serem utilizados, através dos quais tentou-
se controlar as condigcbes dos experimentos com intuito de n&o inferir sobre a

qualidade da agua analisada.
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3.3 Tratamento de dados

3.3.1 Area de estudo

A area de estudo é a barragem de abastecimento da cidade de Teofilo Otoni,
municipio pertencente a Mesorregiao do Vale do Mucuri no interior do estado de Minas
Gerais.

O empreendimento foi implantado para funcionar como um reservatorio que
armazena a agua da chuva, podendo evitar que o rio transborde e para abastecer a
cidade de Tedfilo Otoni. A barragem tem 196 metros de comprimento, 33 metros de
altura e capacidade de armazenamento de 12 bilhdes de litros d’agua*.

Os estudos de reservatérios sao de grande importancia, tendo em vista a ampla
distribuicdo desse tipo de ambiente e 0s seus usos multiplos, a relevancia dos estudos
aumenta significativamente quando se trata de abastecimento publico (LANDA, 1998).

O rio Todos os Santos (Figura 1), tem aproximadamente 172 Km de sua
nascente até desaguar no rio Mucuri, percorrendo os municipios de Poté, Tedfilo Otoni
e Carlos Chagas. A vazado média de suas aguas é de 700 L/s, reduzindo nos periodos
de estiagem. Desta vazdo, a concessionaria responsavel, através de pontos de
captacdo absorve acima de 260 L/s para abastecer a cidade de Tedfilo Otoni
(FIGUEIREDO, 2014).

A barragem é a fonte de abastecimento para a cidade, fornecendo agua para
cerca de 130.000 pessoas, com a previsao de oferta hidrica para os préximos 50 anos

mesmo nos periodos de estiagem mais seveross.

4 http://www.iof.mg.gov.br/index.php?/geral/geral/Barragem-evita-enchentes-em-Teofilo-
Otoni.html



FIGURA 1 - Extensao do Rio Todos os Santos
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3.3.2 Procedimento de coleta da agua

37

Foi realizada uma coleta em um ponto® (Figura 2) da barragem de

abastecimento de Tedfilo Otoni/MG. A escolha do local de coleta, forma de obtencao,

transporte e armazenamento foram realizadas de acordo com o Guia nacional de

coleta e preservacdo de amostras, elaborado pela ANA em parceria com a CETESB

(BRASIL, 2011).

5 Coordenadas do ponto de coleta: S 17°51'29” W 41°34°21”
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FIGURA 2 - Area entorno da barragem Aécio Ferreira Cunha

Fonte: Acervo préprio

Os parametros Oxigénio dissolvido e temperatura foram aferidos no local de
coleta, para a andlise de pH e turbidez foram utilizados frascos Falcon® com
capacidade de cinquenta mL. Na coleta, foi mergulhado um frasco no corpo d’agua a
ser coletado, e depois de cheio foi identificado com uma etigueta contendo os dados
do ponto em questdo. Na coleta para o teste de Allium cepa, foram utilizados dois
tubos Falcon® livres de metais (Metal free), com capacidade de 50 mL. Antes da
coleta, cada tubo foi identificado e depois de coletada as amostras de agua foram
fechados e lacrados com fita PARAFILM, a fim de evitar vazamentos, evaporagao ou

contaminacdo das amostras.

3.3.3 Parametros fisico-quimicos

Sabendo das classificacdes e tipos de tratamento, o corpo hidrico em estudo
pode ser classificado como classe Il, destinada ao abastecimento para consumo
humano, com tratamento convencional, pois a cidade de Tedfilo Otoni possui uma
estacdo de tratamento de &gua (ETA), atendendo ao municipio. Os valores de
referéncia utilizados para comparacao estdo de acordo com a resolugcdo 357/2005,
aguas doces, classe Il.
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3.3.3.1 Turbidez

Foi utilizado o turbidimetro Hanna®, modelo HI98703 Fast Tracker para as
andlises de turbidez das amostras coletadas. Os resultados foram expressos em
unidades nefelométricas de turbidez (UNT), previamente, o turbidimetro foi calibrado
com seus padrdes de calibracdo de 0,10; 15; 100 e 750 UNT.

3.3.3.2 Temperatura e Oxigénio dissolvido

A temperatura e o oxigénio dissolvido foram determinados diretamente no local
da coleta, mergulhando o sensor de um oximetro da marca Lutron®, modelo DO-5519,
sendo este calibrado antes do uso.

3.3.3.3 pH

O pH das amostras foi aferido com o0 uso de um peagametro Digimed®, modelo
DM-22. A determinacéo foi realizada nas amostras e o peagametro foi previamente
calibrado com suas duas solucbes padrdes de calibracdo, com pH iguais a 4,01 e
6,86.

3.3.4 Allium cepa

Para avaliacdo da citotoxidade, as raizes foram medidas com um paquimetro
digital, a fim de calcular a média do crescimento das raizes.

O teste que utiliza o biomonitor Allium cepa, foi adaptado de Fiskejo (1985).

Para o teste Allium cepa, utilizaram-se varios materiais e a preparacdo dos
mesmos foi feita de maneira minuciosa, a fim de se evitar a contaminagdo com
possiveis agentes mutagénicos e/ou microrganismos que porventura pudessem
interferir nas analises e influenciar nos resultados obtidos. Inicialmente, houve a
descontaminacdo em solucédo de &cido nitrico, na qual, placas de Petri de 15 cm de
diametro, utilizadas para a germinacgéo das raizes, ficaram submersas por 48 horas.

ApOs isso, filtros de papel com 12,50 cm de diametro foram colocados dentro
das placas, estas, depois de embaladas, em papel kraft, lacradas com fita crepe de

identificacdo para esterilizagédo, foram levadas a autoclave vertical Phoenix, modelo
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AV-30, para esterilizacdo. Juntamente com as placas, foram auto clavados a agua
ultra-pura, usada para o controle negativo no teste, ponteiras, utilizadas na pipeta,
para cada um dos pontos e controles, e duas pingas para espalhar as sementes nas
placas.

No controle positivo, utilizou-se uma solucéo de Sulfato de Cobre (CuS0O4) com
uma concentragdo de 06 x 10 mg*mL1. A semeadura foi feita dentro de uma cabine
de seguranca bioldgica Thermo Scientific, modelo 1300 Series A2, previamente limpa
com alcool 70% e deixada a exposicdo de luz ultravioleta por um periodo de 15
minutos.

Colocou-se na capela para desinfeccdo por UV, um pipetador Thermo
Scientific, modelo S1 Pipet Filler, um Becker para auxilio das pipetas de 5mL que
foram utilizadas na pipetagem das aguas e controles, e outro Becker utilizado para
descarte. As sementes de Allium cepa utilizadas no teste foram da marca Isla sem a
presenca de agrotéxicos e com germinacao de 84%. Passados 15 minutos, iniciou-se
o procedimento, e para diminuir possiveis contaminac¢des foi utilizada a chama para
flambar as pingas utilizadas e na abertura das amostras, e foi adicionado um volume
de 4 mL de amostra em cada placa. Logo apds, espalhou-se sobre o filtro as sementes
de cebola. Este primeiro procedimento foi repetido para os controles. Feitas todas as
semeaduras, limpou-se a capela com alcool 70% novamente, deixando-a por mais 15
minutos para desinfeccao por UV.

Apés a retirada das placas com as sementes, foram passadas fitas PARAFILM
no entorno de cada placa, para evitar a evaporacéo da agua e, consequentemente, o
nao crescimento das raizes nas sementes. As placas ficaram na germinadora, sob luz
artificial, durante um periodo de cinco dias corridos, para a germinacdo das sementes.
Depois deste tempo, as raizes que germinaram das sementes foram cortadas,
medidas e colocadas em tubos eppendorf, com respectiva identificagdo, contendo 1
mL de fixador Carnoy (acido acético e alcool, proporcdo de 3:1) e deixadas em
geladeira comum por 24 horas. Decorrido esse tempo, com uma pipeta de Pasteur,
retirou-se toda a solugédo e colocou-se de molho em 1 mL de alcool 70% por mais 24
horas.

Apds algum tempo, retirou-se o alcool e colocou outro por mais 24 horas.
Depois disso retirou-se o alcool e as raizes foram lavadas com agua destilada por trés

vezes. Apos a lavagem das raizes, deixaram-nas de molho em Acido Cloridrico 1
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molar (HCI 1M) para remocédo da parede celular por 9 minutos e, simultaneamente,
num banho-maria a 60°C.

Para a coloracdo das raizes, tubos do tipo eppendorf foram identificados e
revestidos com papel aluminio para ndo ocorrer entrada de luz nos mesmos. Em
seguida, as raizes foram transferidas para os novos tubos, e neles foi adicionado o
reagente Schiff (corante), onde permaneceram por duas horas. Decorrido o tempo, as
raizes foram transferidas para uma placa de Petri, onde, com o auxilio de um bisturi,
separou-se das raizes a sua ponta mais corada (coifa), colocando-as nas laminas.
Posteriormente, adicionou-se as coifas Carmim Acético 2% por 9 minutos para contra-
corar as raizes.

Apos a fixacdo da cor, fez-se o corte do meristema das coifas, para fixar a
laminula usou-se o Entelan. Com o auxilio da laminula fez-se o maceramento das
coifas nas laminas, que depois de prontas foram identificadas. Terminada a
identificacdo das laminas, as mesmas foram analisadas em microscépios Bel
Photonics, com aumento final de 1000x sob imerséo, para verificar a qualidade do
corte da coifa e das células analisadas, definindo-se, entao, se a lamina seria utilizada
ou descartada.

As laminas de boa qualidade passaram por uma leitura microscépica
minuciosa, observando 500 células por lamina (sendo 10 laminas por amostra,
totalizando 5000 células por amostra), identificando e registrando a quantidade de
células em divisdo mitética e verificando a presenca de aberra¢cdes cromossémicas e

micronucleos.
3.3.5 Avaliacao da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade

Para avaliacdo da citotoxicidade foi analisado o tamanho das raizes e a
quantidade de células em divisdo (ALVIM et al., 2011; CORREA, 2016).

A partir do tamanho das raizes € calculado o crescimento médio das raizes
(CMR), que é utilizado para o Calculo da Taxa de Inibicao (CTI). Conforme férmula (1)

abaixo:

_ CMR (C—) — CMR (Amostra) 100 1)
N CMR (C-) *

CTI
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Onde,

CTI = Célculo da taxa de inibicao;
CMR = Crescimento médio das raizes;
C- = Controle negativo;

C+ = Controle positivo.

A partir da quantidade de células em diviséo € obtido o indice mitético (IM) que
€ calculado, em porcentagem, dividindo o numero de células em mitose pelo nimero
total de células analisadas, esse calculo apresentara o percentual de divisdo celular
(ALVIM et al., 2011; KRETTLI et al., 2016). Conforme formula (2) abaixo:

NCM

— 2
NTC*100 (2)

IM

Onde,
IM = indice mitético:
NCM = Numero de células em mitose;

NTC = Numero total de células analisadas.

A avaliagdo da genotoxicidade foi realizada a partir da observagédo das
alterac6es cromossOmicas presentes em células que se encontravam em divisao
celular (profase, metafase, anafase e teléfase). A fim de avaliar a atividade
mutagénica foi realizado a contagem do numero de micronucleos (MN) em Intérfase.

As analises de genotoxicidade e mutagenicidade foram realizadas com auxilio
do programa estatistico GraphPad Prism versao 7 (versdo estudante), através do teste

nao parameétrico Mann-Whitney com nivel de significancia menor ou igual a 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros fisico-quimicos

Neste estudo as analises dos parametros fisico-quimicos foram realizadas para
verificacdo da qualidade da agua no ponto selecionado na barragem Aécio Ferreira
Cunha. Na Tabela 1 estdo apresentados os valores de pH, turbidez, oxigénio
dissolvido e temperatura, obtidos a partir de uma coleta, realizada no dia 04 de outubro
de 2017 as 7:00 da manha.

TABELA 01 - Valores obtidos pelas analises dos parametros fisico-quimicos

Valores de referéncia

Parametros Valores obtidos  para Aguas doces de
Classe Il *
pH 7,08 6a9
Turbidez 11,6 Até 100 UNT
Oxigénio Dissolvido 7,1 > 5 mg/L
Temperatura 25,3 22a26°C

*Aguas que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento
convencional (Resolucdo CONAMA 357/05).
Fonte: Dados da prépria pesquisa

As andlises foram realizadas e comparadas com os valores de referéncias
definidos pela resolucdo 357/2005 do CONAMA que é o 6rgao responsavel pelas
condicles e padrdes de qualidade das aguas.

Os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas mostraram-se satisfatorios,
pois estao de acordo os valores estabelecidos pela resolucao vigente, o que comprova

gualidade da agua referente a estes parametros analisados.
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4.2 Citotoxicidade

4.2.1 Crescimento médio das raizes

A citotoxicidade € a propriedade nociva de uma substancia em relacdo as
células, neste sentido esta analise teve intuito de identificar se existe a presenca de
agentes contaminantes.

A Tabela 2 apresenta a citotoxicidade através dos resultados do tamanho

meédio das raizes, realizando o calculo da taxa de inibicéo.

TABELA 2 - Crescimento médio das raizes

Amostras Médias obtidas
Controle Positivo * 3,41
Controle Negativo ** 10,24
Barragem Aécio Ferreira Cunha 10,16

* Sulfato de cobre
** Agua destilada
Fonte: Dados da prépria pesquisa

CTI (barragem) = 0,78% ©
CTI (C+) = 66,7% ©

Como esperado, o controle positivo mostrou-se eficiente em relacéo a taxa de
inibicdo de crescimento e inibicdo de germinacao, apresentando assim alto percentual
de inibicdo em relagcdo ao controle negativo, O controle negativo por sua vez,
apresentou a maior meédia de crescimento, por nao possuir natureza contaminante.

De acordo o resultado obtido através do célculo da taxa de inibicdo, a 4gua da
barragem apresenta um pequeno percentual em relagcdo ao controle negativo, sendo
assim, entende-se que a amostra nao apresentou citotoxicidade através da analise

realizada pelo crescimento das raizes.

6 Calculado através da férmula (1)
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4.2.2 indice Mitético

A partir da exposicao de células meristematicas de Allium cepa as amostras da
agua coletada, no periodo de outubro de 2017, no Rio Todos os Santos, na barragem
Aécio Ferreira Cunha, em Tedfilo Otoni, observou-se processos de divisao celular na

fase mitética, conforme Figura 3.

FIGURA 3 — Microfotografia das fases de Mitose em células meristematicas de

Allium cepa, encontradas em amostra de agua da barragem Aécio Ferreira Cunha

i J B : T
Legenda: A) Metéfase; B) An 0 1000X
Fonte: Acervo préprio

A Tabela 3 apresenta a citotoxicidade através dos resultados do indice Mit6tico,

e respectivo desvio padrdo, para cada amostra.
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TABELA 3 - Valores obtidos no bioensaio Alium cepa para avaliagdo da

citotoxicidade em amostra de agua através do indice mitotico

N° total de indice
] N° total em N° total em o
Amostras células o . Mitotico(%)* e
. intérfase mitose . .
analisadas desvio padréao
Controle Negativo** 5000 4881 119 2,381,445
Controle Positivo*** 5000 4979 21 0,42 + 4,222
Barragem Aécio
5000 4751 139 2,78 £ 5,85

Ferreira Cunha

*Calculado através da formula (2)

**Agua destilada

*** Sulfato de cobre

a Diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (p<0,05)
Fonte: Dados da prépria pesquisa

A partir dos resultados encontrados atraves do célculo do indice mit6tico foi
possivel verificar que apenas o controle positivo apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo, considerando o nivel
de significancia de 0,05. Diante disso, é possivel afirmar que a amostra de agua
coletada, na barragem Aécio Ferreira Cunha em Tedfilo Otoni, no periodo de outubro
de 2017 ndo apresentou potencial citotoxico. Diante do estudo realizado por Alvin et
al., (2011), onde é relatado que mudancas nas condi¢cdes ambientais, principalmente
em decorréncia da poluicdo podem acarretar citotoxicidade em plantas, esta realidade
nao foi observada no presente estudo.

Para melhor visualizacdo dos dados apresentados na tabela, segue gréfico 1.

O gréafico ndo apresenta outliers, sendo assim todos os dados foram utilizados

para o calculo dos resultados da média e desvio padrao.
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GRAFICO 1 - Células em mitose apresentadas nas laminas analisadas
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Fonte: Dados da propria pesquisa

4.3 Genotoxicidade

A genotoxicidade foi verificada através da quantidade e da diversidade de
alteracdes cromossOmicas (AC) nas fases da mitose. As alteracdes encontradas no
presente estudo foram: pontes e atrasos. Na Figura 4 sdo apresentadas essas

alteracoes.

FIGURA 4 — Microfotografia de alteracdes cromossémicas em células
meristematicas de Allium cepa, encontradas em amostra de agua da barragem

Aécio Ferreira Cunha

Legenda: A) Anafase com ponte; B) Anafase com atraso. Aumento 1000X
Fonte: Acervo préprio
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Os resultados referentes as alteracdes cromossémicas, podem ser observados

na tabela 4.

TABELA 4 - Valores obtidos no teste de Alium cepa para avaliagao da

genotoxicidade em amostra de agua na barragem Aécio Ferreira Cunha

N° total de
) p das AC* e
Amostras celulas Ponte Atraso . .
. desvio padréo
analisadas
Controle Positivo* 5000 2 0,2+0,42
Barragem Aécio
5000 3 1 0,4 +0,52

Ferreira Cunha

*Sulfato de cobre
** Média obtida através das altera¢des cromossdmicas
Fonte: Dados da prépria pesquisa

O controle negativo ndo foi demonstrado na tabela, pois ndo apresentou
alteracdes cromossémicas, conforme esperado.

A partir do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi possivel identificar que
a agua da barragem Aécio Ferreira Cunha néo apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relacéo ao controle negativo (p <0,05), portanto ndo possui potencial

genotoxico.

4.4 Mutagenicidade

A mutagenicidade foi avaliada através da observacdo de anormalidades
nucleares, que sao caracterizadas por alteragbes morfoloégicas nos nucleos

interfasicos, conforme figura 5 (LEME et al. 2009).
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FIGURA 5 — Microfotografia de micronucleo em Intérfase em células

meristematicas de Allium cepa

™

-

A

Fonte: Acervo proéprio

TABELA 5 - Valores obtidos no teste de Alium cepa para avaliacao da
mutagenicidade atraves da formacdo de MN em amostra de agua da barragem

Aécio Ferreira Cunha

N° total de M MN em
Amostras células N° de MN intérfase* e
analisadas desvio padréo
Controle Positivo** 5000 55 55+4.2
Barragem Aécio
5000 9 0,9+1,37

Ferreira Cunha

* Média obtida através da presenca de Micronucleos
** Sulfato de cobre

Fonte: Dados da prépria pesquisa

Os dados do controle negativo ndo constam na tabela 5, pois ndo foram
observadas células micronucleadas.

A analise do potencial mutagénico foi feita através do teste ndo paramétrico
Mann-Whitney. Os controles foram comparados entre si e comparados com a
amostra, o valor de significancia adotado foi p<0,05.

A agua da barragem apresentou comportamento semelhante ao controle
negativo, o valor encontrado na analise estatistica realizada pelo programa GraphPad

Prism foi p=0,0867 quando comparados o controle negativo e a 4gua da barragem,
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dessa forma pode-se afirmar que o recurso hidrico em estudo ndo apresentou

potencial mutagénico.
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5 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia estabelecida e os resultados encontrados,
conclui-se que, em relacdo a qualidade da dgua na barragem Aécio Ferreira Cunha
no municipio de Tedfilo Otoni/MG, foi observado que os resultados dos parametros
fisico-quimicos, quando comparados com os estabelecidos pela resolucdo CONAMA
357/2005 para rios de 4gua doce de classe Il, ndo apresentaram alteracfes, se
encontrando dentro dos limites estabelecidos pela resolugcédo, ou seja, apresenta
qualidade satisfatoria em relacao a turbidez, temperatura, oxigénio dissolvido e pH.

A amostra submetida ao bioensaio Allium cepa ndo apresentou potencial
citotdxico, genotodxico, tampouco observou-se potencial mutagénico.

E importante salientar que os dados apresentados no presente estudo se
tratam de uma analise pontual, realizada através de coleta em um anico local, sendo
assim, ndo é possivel afirmar que esses resultados serdo constantes. Acredita-se que

novos estudos devem ser realizados com o objetivo de monitorar a &rea em questao.
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