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RESUMO

O acude Entremontes (Parnamirim/PE), pertencente a Bacia do Rio Brigida, é
considerado o segundo maior reservatério do estado, destacando-se pela sua
utilizacdo como fonte de abastecimento de &gua, pratica da agricultura irrigada e
piscicultura, servindo como fonte de renda e alimento para a populacao local. Diante
deste cenério, 0 presente trabalho realizou uma investigacdo do potencial téxico,
citotoxico, genotdxico e mutagénico de possiveis contaminantes presentes neste
acude mediante a utilizacdo de bioensaios genéticos com o0 organismo teste Allium
cepa L., correlacionando-os com o perfil fisico e quimico da 4gua. Amostras de agua
foram coletadas superficialmente em dois afluentes do acude Entremontes (Ponto | e
II) e no reservatério (Ponto Ill), contemplando as estacBes seca (Agosto/2013) e
chuvosa (Abril/2014). Algumas varidveis fisicas e quimicas (temperatura,
condutividade elétrica, totais de solidos dissolvidos, salinidade, oxigénio dissolvido e
pH) foram medidas in situ através de sonda portatil multiparametro. Recipientes
plasticos contendo as amostras de agua foram mantidos a 4 + 2 °C e transportados
para laboratério visando a analise quimica de nutrientes (Nitrito, Nitrato, Ortofosfato e
Nitrogénio amoniacal) e ensaios genéticos. Cem sementes de A. cepa foram
distribuidas em seis placas de Petri, sendo trés expostas as amostras de agua
coletadas e trés submetidas aos controles positivos [Trifluralina (0,84 ppm de principio
ativo) e MMS (metil metano-sulfonato, 4x10-4 Mv)] e negativo (dgua ultrapura). As
raizes germinadas foram coletadas, medidas e fixadas em Carnoy. Para preparacao
das laminas, as raizes foram lavadas, hidrolisadas em HCL 1N a 60 °C, coradas com
reativo de Schiff e carmim acético 2%. Foram confeccionadas 10 laminas por
tratamento, sendo analisadas 500 células por lamina, totalizando 5000 células por
tratamento. O reservatdrio foi classificado, segundo a resolugcdo CONAMA 357/2005,
como acude de aguas doce classe Il. Entretanto, elevados teores de salinidade foram
observados durante a estacdo seca, decorrente da variagdo sazonal influenciada
pelas condi¢des hidrolégicas e climaticas naturais da regido, como as altas taxas de
evaporacao que ocasionam o aumento da concentracao de sais. Na estacéo seca, o
indice de germinacao e/ou variacdo no comprimento médio da raiz indicou potencial
toxico nos pontos coletados, podendo estar relacionado aos altos niveis de
condutividade elétrica, totais solidos dissolvidos e teores toxicos de amodnia
decorrentes das descargas de efluentes urbanos e agricolas nos pontos amostrados.
Na estacdo chuvosa, foi observado potencial citotoxico (Ponto Ill) e genotdxico (Ponto
| e 1) por modificagbes no indice mitético e indice de alteragdo cromossdmica,
enguanto que os parametros fisicos e quimicos apresentaram-se de acordo com a
legislacdo ambiental vigente. Sugere-se que 0s potenciais citotoxicos e genotoxicos
tenham sido ocasionados pela presenca de micropoluentes organicos e inorganicos
nao identificados neste estudo. Para ambas as estacfes, ndo foram observados
efeitos mutagénicos. Tais resultados reiteram a importancia dos bioensaios genéticos
utilizando A. cepa como ferramenta eficaz e importante para programas de
monitoramento ambiental, fornecendo subsidios na elaboracdo de programas de
gestdo socioambiental que visem a melhoria da qualidade da agua e seu uso
sustentavel.

Palavras-chave: Bioensaio, Monitoramento ambiental, Recurso hidrico e Semiarido.



ABSTRACT

The Entremontes dike (Parnamirim County/PE) belongs to the River Brigida Basin and
it is considered the second largest reservoir of the State, standing out by its usage as
a source of water, irrigated agriculture practice and pisciculture, being a source of food
and income for local population. In this scene, the present work aimed to perform an
investigation of the toxic, cytotoxic, genotoxic and mutagenic potencial of possible
pollutants present in the reservoir through genetic bioassays with test organism Allium
cepa L., correlating it with the water physicochemical profile. The water samples were
collected using the method of superficial collection in two affluent of Entremontes (Sites
I and Il) and at the own reservoir (Site Ill). It was carried out in August 2013 and April
2014, at the dry and rainy seasons, respectivaly. Some physicochemical parameters
(such as temperature, electrical conductivity, total dissolved solids, salinity, dissolved
oxygen and pH) were measured in situ using a portable multi-parameter probe. The
water samples were placed in plastic bottles, maintained at 4 + 2 ° C and transported
to the laboratory for chemical analysis (nitrite, nitrate, ammonia and orthophosphate)
and genetic bioassays. One hundred seeds of A. cepa were distributed in six Petri
dishes, three containing water from collection sites and three containing positive
[Trifluralin (0.84 ppm of active principle) and MMS (methyl methane sulfonate, 4x10-4
mv)] and negative controls (ultrapure water). Root tips were collected, measured and
fixed in Carnoy. For slide preparation, the root tips were washed in distilled water,
hydrolysed in HCI 1N at 60 °C, incubated in Schiff’s reagent, and stained with 2% acetic
carmine. Ten slides were prepared per each treatment, where 500 cells from each
slide were analyzed, totaling around 5000 cells analyzed per each treatment. The
reservoir was classified, according to CONAMA Resolution 357/2005, as freshwater
dike Class Il. However, high salinity values were observed during the dry season, due
to the seasonal variation influenced by the climatic and hydrological conditions
observed in the region, such as high evaporation rates that cause increase in salt
concentration. At dry season, the germination index and/or variation in the root mean
length indicated a toxic potential in the collected sites, which it may be related to higher
levels of electrical conductivity, dissolved solids and ammonia toxic levels, resulting
from urban and agricultural effluents discharges in the sampled sites. At rainy season,
it was observed cytotoxic (Site Ill) and genotoxic (Sites | and Ill) potential related to the
changes in mitotic and chromosome alteration index, while physicochemical
parameters showed accordance with the environment laws. We suggested that
cytotoxic and genotoxic potential has been occasioned by the presence of inorganic
and organic micro-pollutants not identified in this study. For both seasons, mutagenic
effects were not observed. The results obtained here indicate that genetic bioassays
using A. cepa are an important and effective tool for environmental monitoring,
providing support for environmental management programs that improve water quality
and its sustainable use.

Key-words: Bioassay, Environmental monitoring, Water resource, Semiarid.
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1. INTRODUCAO

As descargas de efluentes domésticos, agricolas e industriais sdo apontadas
atualmente como a principal fonte de poluicdo ambiental, destacando-se uma grande
diversidade de compostos quimicos persistentes que, quando ndo tratados,
impropriamente depositados e manuseados, representam séria ameaca ao meio
ambiente, incluindo riscos a saude humana (BEGUM; HARIKRISHNA, 2008). Estes
podem causar danos ao DNA dos organismos expostos, como quebras das fitas,
alteracdes na replicacdo e transcricdo, alteracbes nas fibras do fuso acromético e
formacdes de micronudcleos devido as suas propriedades aneugénicas e clastogénicas
(FRENZILLI; NIGRO; LYONS, 2009).

Segundo Silva, Heuser e Andrade (2003), o aumento da exposi¢cao ambiental
a agentes quimicos potencialmente téxicos tem propiciado um maior interesse no
biomonitoramento de ecossistemas aquaticos e terrestres. Nesse intuito, a avaliacao
da qualidade de um ambiente aquético tem envolvido aspectos de suas caracteristicas
fisicas, quimicas e biolégicas. Os parametros fisicos [CE (condutividade elétrica), cor,
temperatura e turbidez] e quimicos [OD (oxigénio dissolvido), nitrogénio total e
amoniacal, fésforo, pH, TDS (totais de sélidos dissolvidos), entre outros] permitem
apontar e quantificar os elementos presentes, identificar os efeitos de suas
propriedades e compreender sua relacdo com os impactos antropicos (PARRON;
MUNIZ; PEREIRA, 2011).

Por sua vez, os bioensaios com Allium cepa L. sdo indicados como um ensaio
eficiente em curto prazo para examinar a presenca de poluentes ambientais e avaliar
a influéncia de agentes contaminantes em recursos hidricos, através da visualizacéo
de alteracbes cromossdmicas como C-metafases, aderéncias cromossdmicas,
quebras cromossdmicas, cromossomos retardatarios, microndcleos, entre outros,
(CHRISTOFOLETTI; BETIOLI; MARIN-MORALES, 2007; FERNANDES; MAZZEO;
MARIN-MORALES, 2007; MIGID; AZAB; IBRAHIM, 2007; MARIN-MORALES et al,
2008), mostrando-se eficiente na avaliacdo de herbicidas (FERNANDES; MAZZEO,;
MARIN-MORALES, 2007), metais-traco (MATSUMOTO et al., 2006), derivados de
petroleo e aditivos alimentares (TURKOGLU, 2007), o que comprova sua eficiéncia e
versatilidade como organismo teste.

Considerando as caracteristicas ambientais marcadas por forte sazonalidade,

chuvas concentradas e irregulares, as bacias hidrograficas do semiarido brasileiro sao



16

caracterizadas pela predominancia de rios intermitentes e pela grande antropizagao
com a construcdo de acudes e barragens. Estes ambientes Iénticos possuem
dindmica particular quanto a interagdo do sedimento com a coluna d’agua, além de
possuirem inumeras finalidades, como abasteimento, irrigacéo, lazer e pesca, sendo
extremamente importante seu biomonitoramento (ESTEVES, 2011).

Com a nascente na Chapada do Araripe e foz no rio Sdo Francisco, a bacia do
rio Brigida apresenta uma area de 14.366 Km? e extensdo de 160 Km. Nesta,
encontra-se inserido o acude Entremontes, segundo maior do estado pernambucano,
localizado no municipio de Parnamirim (LOPES et al.,, 2004). Este reservatorio
abastece varios outros municipios e localidades do sertdo pernambucano, bem como
serve como fonte de peixes para a populacdo local. Considerando as praticas
agricolas e a influéncia da atividade urbana quanto ao lancamento de efluentes e
residuos em &reas préximas ao Entremontes, um possivel acimulo de poluentes de
diversas categorias, a depender de sua natureza e concentracdo, pode ocasionar
efeitos imediatos e a longo prazo a comunidade aquatica e/ou ao ecossistema como
um todo, além de interferir na qualidade de vida e saude da populacéo, justificando
seu diagnoéstico e monitoramento (LOPES et al., 2010).

Neste escopo, o presente trabalho investigou o potencial citotéxico, genotoxico
e mutagénico da agua do acude Entremontes, receptor de efluentes domésticos e
agricolas, mediante a aplicacdo do bioensaio com o sistema A. cepa L. e sua
correlagdo com o perfil fisico-quimico da agua como parametros de monitoramento da
qualidade ambiental, fornecendo subsidios para futuros estudos de gestdo ambiental
que contribuam para preservacdo e uso sustentdvel deste acude, acdes

imprescindiveis ao desenvolvimento regional.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Os ecossistemas aquaticos tém sofrido um alto impacto ambiental devido ao
aumento significativo de emissfes quimicas oriundas da drenagem dos efluentes
naturais de regides adjacentes e da acdo antrépica (MARINELLI et al., 2000;
VENTURA; ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008), a qual tem sido ressaltada como
fator chave no aumento dos niveis de contaminantes em ambientes aquaticos e da
aceleracdo do processo de eutrofizagdo, caracterizado pelo enriquecimento de
nutrientes em um lago ou represa gerando crescimento excessivo de algas e plantas,
tanto plancténicas quanto sésseis, em niveis que gerem interferéncias na dinamica do
ecossistema e usos desejaveis do corpo d’agua (CHAPRA, 1997; TALAMONI; RUIZ,
1996).

Embora a Resolucdo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente)
430/2011 estabeleca padrdes ao manancial dispondo sobre a classificacdo dos corpos
d’agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento e utilizagdo, assim como
critérios para lancamento de efluentes nessas aguas (BRASIL, 2011), atualmente, as
descargas de efluentes domésticos, agricolas e industriais sdo consideradas como a
principal fonte de poluicho em ambientes aquaticos, destacando-se uma grande
diversidade de compostos quimicos persistentes (GOULART; CALLISTO, 2003).

Entre tais compostos, podemos citar os hidrocarbonetos aromaticos, os metais
pesados e pesticidas, 0s quais em conjunto apresentam uma alta toxicidade e
habilidade de bioacumulagdo (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009), agravando
assim a poluicdo ambiental. Este nivel de toxicidade pode ser ocasionado pela propria
disponibilidade e persisténcia do contaminante na agua e/ou sedimento de fundo dos
corpos d’agua, devido aos componentes formados durante o seu processo de
degradacdo (FRACACIO et al., 2000; MATSUMOTO et al., 2006; VENTURA;
ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008).

Apesar dos ecossistemas apresentarem grande capacidade depurativa, os
impactos nao deixam de ser desastrosos (GEORGE; CROP; SERVAIS, 2002). O
acumulo de contaminantes pode gerar efeitos deletérios nos sistemas fisiolégicos e
genéticos na comunidade de organismos aquaticos exposta, atingindo os diferentes
niveis tréficos e, consequentemente, alterando a estrutura populacional de um
determinado ecossistema (FRACACIO et al., 2000; MATSUMOTO et al., 2006;
VENTURA; ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008). Uma vez alcancando 0s corpos
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hidricos, tais poluentes comprometem a qualidade da agua podendo, até mesmo,
torna-la impropria para o consumo humano e/ou inviabilizando seu uso nas atividades
de piscicultura (LIMA; CAMPECHE; PEREIRA, 2009).

Neste contexto, o aumento da exposicdo ambiental a agentes quimicos
potencialmente téxicos tem propiciado um maior interesse no biomonitoramento de
ecossistemas aquaticos e terrestres, mediante a correlagdo entre o perfil fisico-
quimico da agua e o emprego de ensaios de genotoxicidade, os quais devem ser
incluidos como parametros adicionais nos programas de monitoramento da qualidade
de agua, sedimento e ictiofauna, uma vez que eles séo ferramentas sensiveis e
valiosas na deteccdo da presenca destes contaminantes em ambientes aquaticos
(RAMSDOREF et al., 2012).

2.1 Qualidade da Agua

A grande diversidade de compostos quimicos presente no ambiente € de
origem natural ou sintética; entretanto, independentemente de sua procedéncia, a
maioria dessas substancias pode ser prejudicial ao meio ambiente e a saude humana,
seja pela sua alta concentracédo, interacdo com outras substancias ou transformacéo
no meio (FONSECA; MARCHI; FONSECA, 2008).

Em recursos hidricos, um grande niumero de contaminantes quimicos, que em
altas concentracdes alteram a qualidade da &gua, enquadra-se na categoria de
substancias que ocorrem naturalmente no ambiente, a exemplo do fluoreto e arsénio,
enquanto outros fazem parte da constituicdo de novos compostos que estdo
disponiveis ao consumidor a cada ano. Ou seja, qualquer substancia, quando
encontrada de forma inadequada no ambiente, pode tornar-se um agente poluente
afetando lagos, rios e florestas, causando consequentemente danos aos
ecossistemas (FONSECA; MARCHI; FONSECA, 2008).

Apesar de o Brasil deter 13 % da agua doce do planeta, os recursos hidricos
brasileiros ndo séo inesgotaveis. A populacdo ja enfrenta problemas de escassez,
guantitativa e qualitativamente, a exemplo da regido metropolitana de Sao Paulo que
vive a pior escassez de agua dos ultimos 80 anos (BRASIL, 2014a), bem como a seca
gue atingiu o semiarido nordestino entre 2012/2013 a qual foi considerada a pior dos
ultimos 50 anos (BRASIL, 2014b). O uso indiscriminado dos mananciais superficiais e

subterraneos, a desigualdade em sua distribuicdo, as caracteristicas geograficas de
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cada regido e mudancas de vazdo dos rios que ocorrem devido as variacdes
climaticas ao longo do ano tem sido apontado como as principais causas da crise
hidrica instalada no pais (BRASIL, 2013). Outro fator agravante refere-se a propria
qualidade da agua; comumente, as aguas captadas diretamente em bacias
hidrogréficas ndo sédo completamente confiaveis para abastecimento publico, uma vez
que a qualidade ambiental de um recurso hidrico depende expressivamente das
caracteristicas ambientais de cada regido, principalmente quando se refere ao uso
intensivo de produtos quimicos na agricultura (REBOUCAS et al., 2006).

As aguas superficiais, quando destinadas as atividades humanas, devem reunir
requisitos quimicos, fisicos, ecotoxicoldégicos e microbiolégicos que minimizem os
riscos a saude publica. Normalmente, a avaliacdo da qualidade de um ambiente
aguatico envolve aspectos de suas caracteristicas fisicas e quimicas, 0s quais sao
baseados em amostragens da agua, do sedimento e/ou da biota presentes nesse
ambiente, comparando-os frente a legislacdo referente a qualidade da &agua e
preservacao ambiental, visando a avaliacdo da composi¢cao das aguas e uma possivel
intensidade de contaminacdo (BAUMGARTEN; POZZA, 2001).

Quando se enfoca a presenca de contaminantes em um corpo hidrico, é
necessario se remeter a dois sistemas distintos, mas em profunda interacéo: a agua
(fase liquida) e o sedimento (fase sélida) (AZEVEDO, 2003). As mudangas das
condicbes ambientais podem facilmente disponibilizar os contaminantes de um
compartimento para o outro do reservatério. Os contaminantes podem ser
aprisionados nos ambientes aquaticos e acumulados nos sedimentos, sendo
diretamente utilizados pela fauna bentdnica ou voltar para a coluna d’agua através de
ressuspensdo do sedimento, reacfes de adsorcdo/desorcdo, reacdo de
reducao/oxidacdo e degradacdo de organismos (CONRAD; CHISHOLM-BRAUSE,
2004; PEKEY; KARAKAS; BAKOGLU, 2004).

2.1.1 Descricao de parametros fisicos e quimicos na qualidade da agua

Os impactos da acédo antropica sobre ambientes aquaticos, sobretudo os
margeados por areas urbanas com atividade industrial, producéo de residuos, despejo
de esgotos domésticos e areas de atividade agricola com utilizagdo de insumos,

podem ser acompanhados pela avaliagdo e monitoramento de parametros fisicos e
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quimicos dos corpos hidricos como rios e lagos, mas também, s&o visualizados nos
reservatorios e acudes construidos para permitir o abastecimento de regifes que
sofrem com os longos periodos de estiagem (DONADIO; GALBIATTI; PAULA, 2005;
COSTA; SOUSA; DELLAMATRICE, 2009).

Um ecossistema aquatico saudavel depende das suas propriedades fisicas e
quimicas e da diversidade bioldgica presente (VENKATESHARAJU et al., 2010). Os
parametros fisicos e quimicos da agua detectam de forma precisa quaisquer
modificacbes em suas variaveis e concentracdes, caracterizando-a qualitativa e
quantitativamente (GOULART; CALISTO, 2003; BRASIL, 2011).

A determinacéo do teor de OD é um parametro importante no monitoramento e
diagnéstico da dinamica da biota aquatica, sendo util na elaboracdo de estudos para
sua preservacdo. O oxigénio é o principal elemento do metabolismo de micro-
organismos aerébios aquéticos e de outros seres vivos, como 0S peixes que, por
exemplo, ndo suportam valores abaixo de 4 mg/L sendo considerados 6timos 0s
valores acima de 5 mg/L (PROENCA; BITTENCOURT, 1994). Da mesma forma, os
valores de pH tém uma influéncia direta sobre a fisiologia de diversas espécies
aquaticas, uma vez que padrdes alterados desta varidvel podem levar a alteracéo na
solubilidade de nutrientes e favorecer a precipitacdo de elementos tdxicos, como
metais pesados. Por sua vez, uma alta condutividade elétrica em corpos hidricos &
um indicio de grande quantidade de nutrientes dissolvidos o que permite uma
avaliacdo da disponibilidade dos mesmos no ambiente aquético (ESTEVES, 1998,
SILVA et al., 2008)

As altas concentracbes de TDS e CE, parametros cujos aumentos s&o
diretamente proporcionais, normalmente estdo relacionadas a lancamentos de
despejos domésticos e industriais e podem ser prejudiciais a vida aquatica (PARRON;
MUNIZ; PEREIRA, 2011). Em geral, niveis de CE acima de 100 S/cm indicam
ambientes impactados e podem conferir caracteristicas corrosivas a agua. Ja os
elevados valores de solidos em recursos hidricos podem causar danos aos peixes
devido a sua capacidade de se sedimentar no leito dos rios, danificando os leitos de
desova desses animais e destruindo organismos que vivem nos sedimentos e servem
de alimento para outros organismos (CESTESB, 2013).

Anualmente, sdo despejados nos cursos hidricos do Brasil, aproximadamente,
cerca de 197 mil toneladas de fosforo, 737 mil toneladas de nitrogénio e mais de

quatro milhdes de toneladas de carbono devido a auséncia de tratamento de esgoto
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(TUNDISI, 2003). Os altos valores de nitrogénio e fésforo podem estar relacionados a
um aumento da quantidade de matéria organica em recursos hidricos. No meio
aguatico, o nitrogénio pode ser encontrado em diferentes formas, como por exemplo,
nitrito (NO2"), nitrato (NO3°) e amonia [livre (NHs) e ionizada (NH4*")]. Os niveis elevados
de amonia livre sdo toxicos e podem levar a morte uma grande variedade de peixes,
estando seus valores intimamente relacionados ao pH da agua (BAUMGARTEN;
POZZA, 2001).

Ja o fésforo pode se apresentar nas aguas sob diferentes formas, como fosforo
total, fosforo particulado e inorganico e fosforo dissolvido organico e inorgéanico.
Dentre estas, o fosforo inorganico ou ortofosfato assume maior relevancia, uma vez
gue € a principal forma assimilada pelos organismos aquaticos, sendo um nutriente
essencial para o crescimento dos micro-organismos responsaveis pela estabilizacao
da matéria orgéanica, além de ser indispensavel para o crescimento de algas e plantas
aquéticas. Contudo, elevadas concentracfes deste elemento, juntamente com o
nitrogénio, podem acarretar no fenébmeno de eutrofizacdo em lagos, rios e represas.
Assim, a determinacdo da série nitrogenada e fosfatada € um critério relevante no
processo de estudo das condicbes de sanidade do ambiente aquético (VON
SPERLING, 2005; ESTEVES, 2011; CETESB, 2013).

2.2 Mutagénese Ambiental

Os compostos quimicos persistentes das descargas de efluentes podem gerar
multiplos efeitos nos organismos, incluindo seres humanos, bem como em diferentes
niveis de um ecossistema, afetando a funcdo de um o6rgdo, status reprodutivo, a
sobrevivéncia de uma espécie, o tamanho populacional e a biodiversidade
(BOLOGNESE; HAYASHI, 2011). Tais alteracdes podem estar associadas a danos
ao DNA dos organismos expostos, como as quebras das fitas, alteracbes na
replicacdo e transcricdo, alteragfes nas fibras do fuso acromético e formacdes de
micronucleos (FRENZILLI; NIGRO; LYONS, 2009).

Assim, 0 uso de bioensaios genéticos tem sido considerado uma importante
ferramenta na avaliagdo da contaminacdo ambiental, bem como em estudos de
monitoramento, podendo-se citar testes com espécies de plantas superiores como
Vicia faba L., Nicotiana tabacum L., Zea mays L., Crepis capillaris (L.) Wallr., Hordeum

vulgare L. e A. cepa L. (GRANT, 1982), com a alga Selenastrum capricornutum P.
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(COSTA; SOUSA; DELLAMATRICE, 2009), ensaio cometa com vertebrados e
invertebrados (FRENZILLI; NIGRO; LYONS, 2009) e bioensaios com a bactéria
Photobacterium phosphoreum (RIBO; KAISER, 1987) e Salmonella (OHE, 2004).

Os bioensaios com A. cepa foram introduzidos por Levan (1938), ao estudar 0s
efeitos da colchicina e acenafteno no ciclo mitético da referida espécie, sendo
adaptado por Fiskesjo (1985), tornando-a um organismo teste para o monitoramento
ambiental de substancias soluveis e insoluveis. Atualmente, este bioensaio é indicado
como teste eficiente em curto prazo para a avaliacdo de poluentes ambientais, e em
particular, poluentes aquaticos (MIGID; AZAB; IBRAHIM, 2007), mostrando-se
eficiente na avaliacdo de inseticidas (BIANCHI, 2008), herbicidas (FERNANDES,;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007), metais-traco (MATSUMOTO et al.,, 2006),
derivados de petréleo e aditivos alimentares (TURKOGLU, 2007), o que comprova a
sua eficiéncia e versatilidade.

Este sistema teste possibilita investigar a toxicidade a partir da germinagéao e
crescimento das sementes de A. cepa, citotoxicidade por meio do indice mitotico(IM),
genotoxicidade através de determinadas alteracbes cromossdémicas (AC) e
mutagenicidade pela presenca de micronucleos (MN) (LEME; MARIN-MORALES,
2009; MARIN-MORALES; 2008), identificando assim 0s potenciais aneugénicos
(agqueles que comprometem a disjuncdo dos cromossomos durante a divisdo celular)
elou clastogénicos (aqueles que promovem quebras no material genético) dos
contaminantes.

Entre as alteragBes que podem ser originadas em organismos expostos as
substancias com potenciais aneugénicos, estdo as C-metafases, cromossomos
retardatarios, ponte e perda cromossémica, bem como aderéncia cromossémica;
enquanto que, substancias com potenciais clastogénicos originam principalmente
guebras cromossomicas (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007, LEME;
ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009, BARBERIO,
2013).

Por exemplo, as pontes anafasicas podem ser originadas a partir de trocas
ocorridas entre cromatides de um mesmo CromosSsSOmoO Ou entre CromosSsSomos
diferentes ou ainda por fuséo entre teldmeros de cromatides irmas que segregam
erroneamente durante a anafase (BRINKLEY; HUMPHREY, 1969; MARIN-
MORALES, 2008). As C-metéafases originam-se quando uma substancia inativa o fuso

mitético impedindo a divisdo centromérica (FISKESJO, 1985;1993). Por sua vez, 0s
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micronucleos séo estruturas arredondadas ou ovaladas localizadas ao lado do nucleo
principal, porém de tamanho menor, que apresentam semelhancas com o nucleo
principal em relacdo a forma, textura e coloracdo. Sado formados pela acdo de
substancias aneugénicas, através da perda de fragmentos acéntricos ou de
Cromossomos inteiros, e clastogénicas, mediante as quebras cromossomicas (Figura
01) (AGOSTINI, 1993; BORBOA, 1996; STEINKELLNER, 1998; LEME; MARIN-
MORALES, 2009).

Figura 01 - Formacdo de microndcleos. A. Formacdo de micronucleo
resultante de perda cromossdmica proporcionada pela acao
de uma substancia aneugénica;, B. Formacdo de
micronucleo pela acdo de substancia clastogénica que
levam a quebra cromossoOmica.
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Fonte: llka Mendes (2014) adaptado de Marin-Morales et al., (2008)

A alta sensitividade de A. cepa em detectar uma ampla variedade de agentes
ambientais € devida as caracteristicas proprias da espécie como a presenca de
cromossomos grandes, com numero reduzido (2n = 16) e morfologia bem definida,
pelo baixo custo e facil manuseio, e quando comparado com outros sistemas
utiizados como teste apresenta boa correlacdo e elevada sensibilidade,
principalmente ao comparar com testes utilizando mamiferos (MATSUMOTO et al.,
2006; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; LEME, ANGELIS, MARIN-
MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009).
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O biomonitoramento de ecossistemas aquéticos e a avaliacdo de poluentes
ambientais utilizando A. cepa tém crescido expressivamente (EGITO et al., 2007;
LEME; ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008; DUSMAN et al., 2011; 2012; 2014)
tornando-se uma ferramenta efetiva na avaliacdo da qualidade ambiental em termos
mundiais. Entretanto, poucos estudos tém sido realizados avaliando a presenca de
poluentes em ambientes Iénticos, principalmente na regido do semiarido nordestino
(BEZERRA et al, 2013), onde os mesmos sdo fundamentais para o abastecimento de

populacdes e estdo sujeitos a influéncia antrépica e poluicdo de regides adjacentes.

2.3 A Bacia do Rio Brigida e o Reservatorio Entremontes (Parnamirim/PE)

O semiéarido nordestino apresenta um balanco hidrico considerado irregular,
resultado de precipitagdes que variam de 268 a 800 mm, com evaporacao de 2.000
mm ano-! e temperaturas médias anuais de 23 a 27 °C (AB’'SABER, 1999; MOURA et
al., 2007).

Considerando estas particularidades ambientais, as bacias hidrograficas do
semiérido brasileiro séo caracterizadas pela predominancia de rios intermitentes, com
alguns grandes rios perenes (a exemplo do rio Sdo Francisco) e pela grande
antropizacdo com a construcdo de acudes e barragens. Estes, muitas vezes, estao
situados proximos as pequenas e médias cidades que nao possuem formas
adequadas de tratamento e despejo de dejetos urbanos, de residuos agricolas e
industriais, 0s quais sao despejados ou carreados aos corpos d’agua causando sua
contaminagdo, tornando a agua imprépria ao consumo humano ou animal,
restringindo ainda mais seu uso em locais onde as fontes sdo escassas (BISPO,;
OLIVEIRA, 1998). Além disso, tais reservatérios estdo sujeitos a longos periodos de
escassez e consumo continuo durante todo o ano, o que diminui os niveis de agua
resultando em uma série de modificagfes no ecossistema do reservatorio (BARBOSA,
2012).

Com a nascente e foz na Chapada do Araripe e no rio S&o Francisco,
respectivamente, a bacia do rio Brigida apresenta uma area de 14.366 Km?
englobando um total de 15 municipios dentre estes, seis estdo completamente
inseridos nesta bacia, como Araripina, Bodocd, Granito, Ipubi, Ouricuri e Trindade,

enquanto que os outros municipios que fazem parte de seu territério sdo Cabrobo,
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Exu, Moreilandia, Oroco, Parnamirim, Santa Maria da Boa Vista, Santa Cruz, Santa
Filomena e Serrita (LOPES et al., 2004).

Devido a sua localizacdo, essa bacia apresenta intensa exploracdo do
ecossistema pela exploracdo de madeira, industria do gesso, agricultura de sequeiro,
olarias e pastagens, além de alguns municipios ultrapassarem o limite de densidade
demografica estabelecido pela ONU para regides susceptiveis a desertificacdo, que é
de 20 habitantes/Km?, o que gera uma sobrecarga ao ecossistema local e altera de
forma significativa suas condi¢cfes naturais (LOPES et al., 2010). Este cenario pode
propiciar um acumulo de poluentes de diversas categorias que, a depender de sua
natureza e concentracdo, podem ocasionar efeitos imediatos e em longo prazo a
comunidade aquatica, bem como ao ecossistema como um todo (KRUGER, 2009).

Em sua extensdo, encontra-se inseridos os acudes Lopes Il (Municipio
Bodocd), com capacidade maxima de 23.935.360 m3, e o Entremontes (Municipio de
Parnamirim) cuja capacidade é de 339.333.700 m3, sendo considerado o segundo
maior reservatorio do Estado de Pernambuco. Construido sobre o rio Sdo Pedro (ou
rio Jacaré), afluente da margem direita do rio Brigida, entre os anos de 1980 e 1982,
o Entremontes é utilizado como fonte de abastecimento de agua para diferentes
municipios do sertdo pernambucano, na pratica da agricultura irrigada e piscicultura,
servindo como fonte de renda e alimento para a populacdo local (DNOCS, 2014)
(Figura 02).

Segundo o0 boletim de monitoramento dos reservatorios da Agéncia
Pernambucana de Aguas e Clima (APAC, 2014) o citado agude encontra-se em
estado de colapso e, diante da sua importancia regional, encontra-se inserido no Eixo
Norte do PISF (Projeto de Integracédo do Rio Sao Francisco com Bacias Hidrograficas
do Nordeste Setentrional), sendo um dos receptores das aguas da integracao do rio

Sao Francisco.
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Figura 02 - Bombas de irrigacdo demonstrando a utilizacdo da
dgua do acude Entremontes para prética de
agricultura irrigada.

Fonte: Ilka Mendes (2014)

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

v" Investigar o potencial toxico, citotdéxico, genotéxico e mutagénico da agua do
acude Entremontes, receptor de efluentes domésticos e agricolas, mediante o
bioensaio com o sistema Allium cepa L. como parametro de monitoramento da

qualidade ambiental.

3.2 Objetivos Especificos

v  Estimar o nivel de toxicidade e citotoxicidade mediante a observagédo dos
indices de germinacgéo e mitético, respectivamente, em testes com A. cepa.
v Verificar o efeito genotoxico em testes com A. cepa, mediante a ocorréncia de

aberragbes cromossbmicas.

v Avaliar o nivel de mutagenicidade cromossémica por intermédio do teste de

micronucleos em ensaios com A. cepa.



27

v’ Tracar o perfil da qualidade da 4gua do acude Entremontes com a determinacao

das variaveis fisicas e quimicas.

v Utilizar os ensaios de mutagenicidade e genotoxicidade como parametros

importantes nos programas de monitoramento da qualidade ambiental.

4. METODOLOGIA

4.1 Caracterizacado da area de estudo e Metodologia de amostragem

No presente estudo, trés pontos de amostragem de agua foram determinados

(Figura 03; Tabela 01), estando localizados antes da chegada ao reservatorio

Entremontes (Ponto | e IlI) e no préprio reservatério (Ponto Ill) (Figuras 02, 04, 05 e

06), levando-se em consideracao a presenca de influéncia antrépica.

Figura 03 - Distribuicdo dos pontos de amostragem localizados em
afluentes do acude Entremontes (Pontos | e Il) e no préprio
reservatorio (Ponto Ill), ao longo da Bacia do Rio Brigida,
no Estado de Pernambuco.
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O primeiro local de coleta (PI) (Figura 04) esta localizado na Rodovia saida do
municipio de Ouricuri/PE, préximo a area urbana do municipio. O local apresentava
pequeno volume de agua e pouca vegetacao ao redor; entretanto, apesar do pequeno

volume de agua, observou-se sua exploragdo como ponto de captacdo por carros

pipa.

Figura 04 - Imagem do primeiro local de coleta (PI) , proximo a saida do municipio de
Ouricuri/PE, cuja coordenada geografica € 0379175-9125027 24m UTM.

Fonte: Ilka Mendes (2014)

O segundo local de coleta (PII) (Figura 05) situa-se dentro de uma propriedade
particular, sendo uma pequena barragem, porém com quantidade de agua superior a
encontrada em PI. Foi observado, em sua proximidade, uso de agua para sistema
de irrigacao por aspersao.

No terceiro ponto (Plll) (Figura 06), localizado na barragem do acgude
Entremontes, foram observados redes e barcos abandonados no reservatoério, bem
como vestigios da presenca bovinos e caprinos. Também foi possivel observar a
presenca de espécies vegetais indicadoras de ambientes degradados, como
Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton e Eichhornia crassipes (Mart.) Solms.

Figura 05 - Imagem do segundo local de coleta (PIl), em afluente do acude
Entremontes (Municipio de Parnamirim/PE), cuja coordenada
geografica € 0379175-9125027 24m UTM.
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Fonte: llka Mendes (2014)

Figura 06 - Imagem do terceiro ponto de coleta (Plll) localizado no acude
Entremontes (Municipio de Parnamirim/PE), cuja coordenada
geogréfica € 0379175-9125027 24m UTM.

Fonte: Ilka Mendes (2014)

A coleta da dgua seguiu 0 método de coleta superficial (CETESB, 1987), sendo
realizados dois eventos amostrais nos meses de agosto/2013 e abril/2014, cujos
registros de volume de chuva acumulado foram 0,3 mm e 30,6 mm para municipio de
Parnamirim (IPA, 2014), contemplando a estacdo de estiagem e chuvosa,
respectivamente. Apds a coleta, os recipientes plasticos com as amostras de agua
foram mantidos a 4 + 2 °C e transportados para laboratério de Genética pertencente
ao NECMOL (Nucleo de Ecologia Molecular), localizado no CEMAFAUNA (Centro de
Manejo de Fauna da Caatinga), da UNIVASF (Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco), onde foram armazenados e conservados em freezer a — 80 °C, para

posterior realizacdo dos bioensaios genéticos.
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4.2 Determinacdo dos parametros fisicos e quimicos das amostras de agua

As variaveis hidroquimicas temperatura, CE (uS/cm), TDS (mg/L), salinidade
(%), OD (mg/mL) e pH foram medidas in situ utilizando sonda portatil multiparametro
HANNA previamente calibrada. Enquanto que as analises de teor de Nitrito, Nitrato,
Ortofosfato e Nitrogénio amoniacal foram realizadas no laboratorio de bioquimica do
NECMOL/CEMAFAUNA.

As concentracdes de amoénia e ortofosfato foram determinadas seguindo-se
recomendacdes do Standard Methods (APHA, 1992). A determinacdo do teor de
nitrogénio amoniacal obteve como principio a formacédo do indofenol, através da
reagao entre amonia, fenol e hipoclorito em meio alcalino, catalisada por nitroprussiato
de sddio, formando o indofenol de cor azul com absorbancia a 640 nm, a qual foi lida
em espectrofotometro (IVANCIC, 1984).

Para a determinacé&o do ortofosfato foi aplicado o método calorimétrico do acido
ascorbico, utilizando a digestao preliminar do persulfato para conversao do fosforo em
ortofosfato. Tal método baseia-se na reacao entre o0 molibdato de aménio e antimdnio
tartarato de potassio em meio acido e reducdo do acido fosfomolibidico, formando o
azul de molibdénio, onde a intensidade do composto € proporcional a concentracéo
de ortofosfato na amostra. Posteriormente, as solugcbes s&do lidas em
espectrofotometro a 880 nm (CETESB, 1978).

Na determinacdo de nitrato foi utilizado o método espectrofotométrico da
segunda derivada. Nesse método, uma aliquota da amostra de estudo teve sua
absorbancia determinada realizando a leitura em trés comprimentos de onda a 210
nm, 220 nm e 230 nm utilizando cubeta de Quartzo para o calculo da segunda
derivada: (Abs210 — Abs 220) — (Abs220 — Abs230) (APHA, 2006).

Os valores de nitrito foram obtidos pelo método da sulfanilamida e dicloreto de
N-(1-naftil)—etilenodiamino, onde o nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido e
com o cloridrato de NED (N-[l-naftil)etilenodiamina ], gerando um composto com
coloracdo résea, no qual é medido em espectrofotbmetro a 543 nm
(BENDSCHNEIDER; ROBINSON, 1952).

4.3 Testes com Allium cepal L.
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A realizacdo dos bioensaios genéticos e preparacdo das laminas baseou-se
nos procedimentos sugeridos por Fiskesjo (1985) e Fernandes, Mazzeo, Marin-
Morales (2007), com adaptacdes.

Para cada estacdo, os testes com A. cepa foram realizados mediante o0s
ensaios temporario e continuo. No ensaio temporario, 0 niumero de 600 sementes de
A. cepa foram postas a germinar em seis placas de Petri, cobertas com papel de filtro
umedecido com 5 mL de agua ultrapura, distribuindo-se assim 100 sementes/placa.
Apos 72 h, as sementes germinadas foram transferidas para novas placas de Petri,
contendo como substrato 20 mL das trés amostras de agua coletadas ou substancias
controles, totalizando seis tratamentos. Como controles positivos, foram utilizados o
Herbicida Trifluralina (0,84 ppm de principio ativo), uma substancia de acé&o
aneugénica, bem como o MMS (metil metano-sulfonato, 4x10-4 Mv), uma droga de
acao clastogénica; enquanto que, para o controle negativo, as sementes foram
submetidas a &gua ultrapura.

ApoOs 24h de exposicdo aos tratamentos, as raizes foram medidas, coletadas e
fixadas em etanol:acido acético (3:1, v/v). Para a preparacao das laminas, tais raizes
foram lavadas em agua destilada, hidrolisadas em HClI 1IN a 60 °C, sendo
posteriormente lavadas e coradas com reativo de Schiff por 2 h, em local escuro.
Decorrido este tempo, as raizes foram lavadas novamente em agua destilada,
esmagadas em uma gota de carmim acético 2%, flambadas e montadas com Entellan.
O numero minimo de dez laminas por tratamento foi preparado para cada estacao,
com o intuito de estimar o IM (indice Mit6tico), de IAC (indice de Alteracdes
Cromossomicas) e de IMt (indice de Mutagenicidade). Em cada lamina, cerca de 500
células foram analisadas, totalizando assim uma contagem de 5000 células por
tratamento.

Considerando o tratamento continuo, vinte sementes de A. cepa foram
submetidas a germinacao em placas de Petri, contendo papel de filtro umedecido com
20 mL das amostras de agua coletadas ou das substancias utilizadas como controle,
contabilizando-se apds 72 horas o nUmero de sementes germinadas para estimar o

IG (indice de Germinag&o).

4.3.1 Teste de toxicidade
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O nivel de toxicidade foi investigado mediante o IG e a VCMR (Variagéo do
Comprimento Médio das Raizes). O valor do IG foi calculado pela razdo entre o
namero de sementes germinadas e 0 numero total de sementes expostas a
germinacao com o ensaio continuo. Por sua vez, a VCMR foi obtida pela medi¢cédo das
raizes emergidas durante o ensaio temporario, extraindo-se a média do comprimento

da raiz por tratamento.

4.3.2 Estimativa de citotoxicidade

Os efeitos citotdéxicos foram analisados pela quantificacéo do IM, calculado pela
razao entre o numero de células em divisdo observado e o nimero total de células

analisadas.

4.3.3 Estimativa de genotoxicidade

Para os efeitos genotoxicos, o IAC foi avaliado mediante a visualizacdo de C-
metéafases, aderéncia cromossdmica, anafases multipolares, pontes cromossémicas,
poliploidia, quebras e perdas cromossémicas e micronucleos em diferentes fases da
mitose (préfase, metafase, anafase e teléfase). Vale ressaltar que o citado indice foi
calculado pela razdo entre o numero de aberracfes cromossémicas observado e o

numero total de células analisadas.

4.3.4 Estimativa de mutagenicidade

Para a analise dos efeitos mutagénicos, a ocorréncia de micronucleos
presentes nas células meristematicas das raizes submetidas aos tratamentos foi
verificada, sendo o IMt aferido pela razdo entre o nimero de células com micronucleos

e 0 numero total de células observadas.

4.4 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos para os testes de toxicidade, citotoxicidade,

genotoxicidade e mutagenicidade foram comparados mediante analise estatistica ndo
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paramétrica utilizando o teste de Mann-Whitney (nivel de significAncia 5%) com o
auxilio do BioEstat 5.0.

5. RESULTADOS

5.1 Determinacdo de parametros fisicos e quimicos das amostras de aguas
coletadas

Na estacdo seca, a temperatura da agua para o momento da coleta se
encontrava em 23.8 °C, 23 °C e 23.8 °C para PI, Pll e Plll, respectivamente; enquanto
que, na estacdo chuvosa, 0s pontos apresentaram temperaturas mais elevadas como
27.9 °C, 28.5 °C e 29.6 °C para PI, Pll e Plll. De forma geral, os parametros CE e
TDS mostraram-se mais elevados nos pontos amostrados na estacédo seca (Tabela
01), sendo mais expressivos para as amostras coletadas no PIII, principalmente em
relacdo a CE (3,307 uS/cm) e TDS (1655 mg/L), estando este ultimo valor acima do
estipulado pela resolucdo CONAMA (500 mg/L). O OD de PI e PIl mostrou-se inferior
ao considerado pela resolugdo CONAMA (5 mg/L Oz), com valor de 4,3 mg/L para a
estacdo seca e 4,25 mg/L para a estacdo chuvosa, enquanto Plll apresentou valores
superiores em relacdo aos demais pontos nas duas estacdes coletadas.

A salinidade apresentou-se elevada em PI (0,66 %) e PIIl (1,73 %) durante as
coletas na estacdo seca, em relacdo ao proposto pela resolugcéo para este tipo de
ambiente (igual ou inferior a 0,5 %o); enquanto que na outra estacdo avaliada, os
valores se encontraram dentro do esperado (Tabela 01). O pH estimado em PI (7,86),
Pll (7,87) e PIll (8,17) apresentou-se mais alto na estacdo seca, em comparacao ao
observado na estagc&o chuvosa cujos valores foram 6,94 para Pl e Pll e 7,29 para PIII.
Na quantificacdo de Nitrogénio amoniacal na estacéo seca, teores toxicos de aménia,
em relacdo ao proposto pelo CONAMA (valor maximo de 2,0 mg/L N para 7,5 < pH <
8,0 e 1,0 mg/L N para 8,0 < pH < 8,5), foram notados nos trés pontos de amostragem,
com valores de 3,2 mg/L N para Pl e Pll e 3,88 mg/L N para o PIll, os quais foram
mais elevados que os dados obtidos na estacéo chuvosa, com valores permitidos de
0,42 mg/L N (PI) e 0,40 mg/L N (PII e Plll) (Tabela 01). O teor de Ortofosfato variou
de 0,058 (PI) a 0,12 (PIl) na estacdo seca, enquanto que na estagdo chuvosa foram
observados teores de 0,153 mg/L P (PI) e 0,056 mg/L P (Pll e PIlll). Por sua vez, nao
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foram encontrados teores significativos de Nitrito e Nitrato nas duas estagdes
estudadas (Tabela 01).

Tabela 01 - Variaveis fisicas e quimicas de cada ponto de coleta no acude Entremontes e afluentes
amostrados durante a estacao seca (Agosto/2013) e chuvosa (Abril/2014).

Parametr Pl Pl Pl CONAMA
0s ES EC ES | EC ES | EC | (357/2005)
TemF(’oeCr)at”'a 23.8 27.9 23 28.5 23.8 29.6 -
CE (uS/cm) 1323 415 875 424 3.307 612 -
Valor
TDS* (mgiL) 662 207 438 207 1655 307 méximo: 500
mg/L
oD (mg/L) 43 4,25 48 4,96 7,0 6,75 Ndo inferior a 5
, : : : , , malL Oy
Salinidade (%)  0.66 0.2 0.43 0.2 1.73 0.29 =0u<05%
pH 7,86 6,94 7,87 6,94 817 7,29 pH: 6,02 9,0

2,0mg/L N (7,5

Nitrogénio
amoniacal 32:04  042:003 32%03 040004 3,88:075 0,40:0.04  <PH=80)
(mg/L N) 1,0 mg/L N (8,0
<pH<8,5)

Ortofosfato 0,058+, 155,0007 0,12+0,03 0.056:0.004 0,07+0,02 0.056+0.004 Até 0,030 mg/L

(mg/L P) 0,01

- Valor maximo:
Nitrito (mg/L) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,0 mg/L N
Nitrato (mg/L) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 Valor maximo:

10,0 mg/L N

Legenda: *CE — Condutividade elétrica; TDS - Totais de sélidos dissolvidos; OD — Oxigénio dissolvido; ES — Estacéo seca; EC — Estacdo chuvosa.

5.2 Andlises de toxicidade

Os parametros IG e VCMR enfatizaram diferencas em nivel de toxicidade para
as estacoes seca e chuvosa (Tabela 02). Na estag&o seca, os IGs variaram de 0% a
35% nos tratamentos analisados. Os pontos | (25%) e Il (5%) apresentaram I1G
menores que o controle negativo (30%); entretanto, o valor observado para o ponto Il
mostrou-se similar ao encontrado para o controle positivo com MMS (5%). Por sua
vez, na estacdo chuvosa, o IG variou entre 15% e 75%. O menor IG foi notado para a
Trifluralina (15%), enquanto que o PIll apresentou o maior indice (75%). Os Pl e PII

apresentaram IG de 65 % e 60 %, respectivamente, valores proximo e/ou similar ao
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controle negativo (60%) (Tabela 02). Considerando os dados do VCMR, para estacéo
seca, todos os pontos apresentaram um valor menor que o do controle negativo com
agua ultrapura (1,62), entretanto apenas Pl (1,33) e PII (1,34) divergiram
significativamente (p <0,05) (Tabela 02). Em relacdo aos valores de VCMR para
estacdo chuvosa, ndo houve diferenca significativa entre pontos analisados quando
comparados ao controle negativo (Tabela 02). Assim, os parametros VCMR (P1 e PII)
e IG (Plll) sugerem um potencial toxico nas amostras coletadas durante a estacao

Seca.

5.3 Andlises da citotoxicidade

Em se tratando de niveis de citotoxicidade, durante a estacdo seca, os IMs dos
pontos | (24,35%) e Il (24,65%) foram menores em relacdo ao controle negativo
(27,74%), enquanto que o ponto Il (30,77%) e o tratamento com trifluralina (19,56%)
apresentaram o maior e menor IM, respectivamente. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa (p <0,05) entre as amostras analisadas e o controle negativo. Ja na
estacdo chuvosa, foram observados para os pontos PI, Pll e Plll, os indices mitéticos
de 30,45%, 31,44% e 35,15%, respectivamente, com diferenca significativa em
relacdo ao controle negativo apenas para o ponto Plll, sugerindo, portanto, a presenca
de citotoxicidade neste ponto de coleta (Tabela 02).

5.4 Andlises da genotoxicidade

Algumas alteragBes foram notadas em células meristematicas de A. cepa
tratadas com as amostras de 4gua coletadas de ambas as estacdes, destacando-se
as pontes anafasicas e micronucleos (Figura 07). Contudo, o IAC em PI (1,13), Pl
(1,24) e PIll (3,65) nao apresentou diferenca significativa (p <0,05) em comparacao
ao controle negativo (0,63) na estagcdo seca (Tabela 02), supondo a inexisténcia de
potencial genotoxico nas aguas coletadas nesta estacdo. Por outro lado, para a
estacdo chuvosa, foram observadas diferencas significativas de IAC entre os
tratamentos analisados [trifluralina (3,61), MMS (26,52), Pl (2,53) e PIIl (3,16)] e o
controle negativo (0,63), sugerindo a existéncia de acdo genotdxica na agua dos

pontos | e Il (Tabela 02).
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Tabela 02 - Avaliacdo do teste de toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade mediante o IG (indice de germinacao),
VCMR (variagdo do comprimento médio das raizes), IM (indice mitético), IAC (indice de alteracdes cromossdémicas) e
IMt (indice de mutagenicidade) no sistema Allium cepa submetido aos tratamentos com amostras de agua coletadas no
acude Entremontes e afluentes durante estacao seca (Agosto/2013) e chuvosa (Abril/2014).

Parametros de toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade

TRA IG VCMR IM IAC IMut
ES | EC ES | EC ES | EC ES | EC ES | EC
Agua 30% 60% 1,6240,27 27,74+7,32 0,63+0,71 0.0920.09
1,17+0,15* 19,56+6,08* 3,61+3,56* 0.19+0.17

Tri 0% 15%

MMS 5%  70% 1.6440.30 29,17+6,50 26,52+13,64 4.18+2.46

Pl 25% 65% 1,33+0,27* 1,70+0,26 24,35+5,11 30,45%+5,56 1,13+0,72 2,53+2,23* 0.05+0.08 0.19+0.22

Pl 35% 60% 1.34+0 26* 1,64+0,25 24,65+5,84 31,44+6,92 1,24+1,37 1,01+1,24 0.13+0.12 0.09+0.17

Pl 5% 75% 1,47+0,30 1,50+0,31 30,77+7,71 35,15%+6,95* 3,65+4,66 3,16 +2,28* 0.27+0.52 0.20+0.24

Legenda: TRA (Tratamento); ES (Estacdo seca); EC (Estacdo chuvosa); Tri (Trifluralina); MMS (Metilmetanosulfonato); Valores correspondem a média = desvio padréo.
*Significativo utilizando o teste Mann- Whitney (p<0,05) quando comparado ao controle negativo.



https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=667&q=Mann+whitney&spell=1&sa=X&ei=MJYAVLuHJsm4ogTu6YLgDA&ved=0CBkQvwUoAA
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5.5 Anélises de mutagenicidade

Considerando o IMt nas células meristematicas de A. cepa, durante a estacao
seca, os pontos | (0,05), I (0,13) e Ill (0,27) ndo apresentam potencial mutagénico em
comparacao ao controle negativo (0,09), similarmente ao observado na estacao
chuvosa [P1 (0,19), PII (0,09), PIII (0,20), agua (0, 09)] (Tabela 02).

Figura 07 - AlteracGes cromossdmicas observadas em células meristematicas de
A. cepa utilizadas como parametros de genotoxicidade. A. Perda
cromossOmica; B. Ponte anafasica; C. Presenca de micronucleo.

6. DISCUSSAO

As caracteristicas naturais da disponibilidade hidrica no semiarido brasileiro,
como altas taxas de evaporacédo e precipitacdes irregulares concentradas em trés a
gquatro meses do ano que resulta em seca severa, propulsionam a busca por diferentes
formas de armazenamento e otimizagdo do uso da agua nesta regido (MARTINS,
2002; BRITO, 2007; VILAR, 2009). Assim, ao longo dos cursos de agua dos recursos
hidricos, a construcdo de acudes tornou-se a estratégia de armazenamento de agua
mais utilizada no semiarido brasileiro (GHEY! et al., 2012), fornecendo suporte hidrico
para as atividades humanas e dessedentacdo animal, principalmente, na estacéo de
estiagem.

Diante das caracteristicas hidricas citadas e da exploracdo dos reservatérios,
por vezes de forma nao sustentavel, pela populacao local, é notdria a importancia da
pratica do monitoramento ambiental nestas regides, correlacionando andlises fisicas,
quimicas e genéticas, as quais devem ser realizadas em épocas do ano que se
divergem em relacdo a disponibilidade hidrica (estacdo seca e chuvosa), observando
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a influéncia da sazonalidade na dindmica dos reservatorios e se as particularidades
destas estacdes podem interferir na qualidade ambiental do mesmo.

De acordo com a resolucdo CONAMA 357/2005 e os valores dos parametros
fisicos e quimicos obtidos no presente estudo (Tabela 01), o acude Entremontes
enquadra-se como um ambiente de 4gua doce e Iéntico, em relacdo ao tipo de agua
e de ambiente respectivamente, uma vez que suas aguas possuem salinidade igual
ou inferior a 0,5% e se caracteriza como agua parada, com movimento lento ou
estagnado. Por sua vez, segundo a qualidade requerida para 0S Seus usO0S
preponderantes, a 4gua doce do Entremontes pode ser classificada em classe 2, onde
as aguas podem ser destinadas para o abastecimento e consumo humano, apés
tratamento convencional; a protecdo das comunidades aquaticas; a recreacdo de
contato primario, tais como natacdo, esqui aquatico e mergulho, a irrigacdo de
hortalicas, plantas frutiferas e de parques, jardins, campos de esporte e lazer, com 0s
quais o publico possa vir a ter contato direto; e a aquicultura e atividade de pesca
(BRASIL, 2005).

Embora classificado como acude de aguas doce classe I, os elevados teores
de salinidade observados no Entremontes e seus afluentes amostrados, durante a
estacdo seca, destaca uma variagdo sazonal possivelmente influenciada pelas
condicdes hidrologicas e climéticas, seja pelo aumento da concentracdo de sais
decorrente da evaporacdo acentuada neste periodo ou pela diluicdo dos sais diante
da recarga pluviométrica na estacéo chuvosa (30.6 mm), a qual foi aproximadamente
dez vezes maior que na estacgédo seca (0.3 mm) (IPA, 2014).

Tal variacdo sazonal também foi notada para os parametros TDS e Nitrogénio
amoniacal em Pl e PIII, os quais ndo se enquadraram dentro dos limites estabelecidos
para este tipo de ambiente pelo CONAMA, na mesma estacdo. Os dados obtidos
ressaltam elevados niveis de TDS e CE, sendo condizente com informacdes descritas
na literatura as quais retratam uma relacdo diretamente proporcional entre essas
variaveis (PARRON; MUNIZ; PEREIRA, 2011). Em conjunto, esses parametros
alterados indicam ambiente impactado, principalmente, pelo langamento de despejos
industriais e domésticos (PARRON; MUNIZ; PEREIRA, 2011), sendo este ultimo tipo
de efluente notado nos pontos amostrados, principalmente em Pl e PIII (Figuras 04 e
06). Em geral, niveis elevados de CE (acima de 100 S/cm segundo a CETESB, 2013)
podem conferir caracteristicas corrosivas a agua. Por sua vez, valores altos de TDS

podem causar danos aos peixes, por causa da probabilidade de ocorrer sedimentacao
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dos sdlidos no leito dos rios danificando os leitos de desova de peixes e pela propria
eliminagcdo de organismos que vivem nos sedimentos e servem de alimento para
outros organismos (CETESB, 2013).

Essas descargas de efluentes urbano e agricola, também notada nos locais
amostrados, contribuem com o acumulo de matéria organica no ambiente o qual é
potencializado durante a estacdo seca, onde se observa um baixo indice de
pluviosidade, como observado no presente trabalho. Consequentemente, uma menor
diluicho da matéria organica exige uma maior capacidade autodepurativa dos
reservatorios (FRACACIO et al., 2000), o que pode ter resultado no aumento da
concentragéo de OD observado principalmente no PIIl.

N&o obstante ao aumento das concentracdes de TDS, CE e OD, os despejos
urbanos e agricolas podem estar relacionados aos teores toxicos de amonia
observados em todos os pontos amostrados, uma vez que em suas composicoes é
comum observar residuos de produtos de limpeza e fertilizantes aos quais esta
atrelada a presenca de aménia (CETESB, 2013). Ressalta-se que este nutriente, em
altas concentracdes, € considerado restritivo a vida dos peixes nos ambientes
aquaticos (FARIA-PEREIRA, 2005; CETESB, 2013), bem como sugerem niveis de
contaminacgao organica e processo de eutrofizacdo (MACEDO; SIPAUBA-TAVARES,
2010).

Associadamente, o menor indice de chuvas pode ter promovido uma menor
dispersédo do nitrogénio amoniacal ao longo dos pontos de amostragem, ocasionando
uma maior concentracdo deste nutriente na estacdo de estiagem em comparacao a
chuvosa. Os teores de nitrogénio amoniacal podem ser correlacionados ao potencial
toxico sugerido para as amostras de agua do Entremontes e seus afluentes pelo
bioensaio toxicolégico com A. cepa, o qual mostrou um baixo IG para o Pl (5%),
similar ao controle positivo com MMS cuja agdo envolve a inser¢cdo de um grupo metila
nas bases nitrogenadas lesando a molécula de DNA (COSTA; MENK, 2000), bem
como a diminuicdo do VCMR para PI e PII, similar ao controle positivo com trifluralina.
Essas informacdes indicam a presenca de substancias nas amostras de agua que
podem ter influenciado no processo de divisdo celular e, consequentemente, na
germinacdo das sementes de cebola (MARIN-MORALES, 2008), a exemplo da
amonia, existindo relatos da sua atuacao inibindo a germinacdo e o indice mitotico,

assim como ocasionando alteragdes celulares em A. cepa (SECKBACH, 1999).
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Entretanto, ndo se pode descartar que essa toxicidade seja resultante da agéo
conjunta de contaminantes presentes nos diferentes efluentes recebidos pelos pontos
amostrados. A acao sinérgica pode, até mesmo, potencializar os niveis de toxicidade
levando, por exemplo, a morte celular (CARITA; MARIN-MORALES, 2008), o que
mascararia os efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos, ndo sendo detectadas
modificagdes do IM, IAC e IMt, como visualizado na analise das amostras coletadas
na estacdo seca e em outros recursos hidricos (DUSMAN et al., 2011; 2012,
FERREIRA et al., 2012).

Este nivel de toxicidade nédo foi evidenciado na estacdo chuvosa, nem por
alteracdes dos parametros fisicos e quimicos, com excecdo do OD, nem pelo
bioensaio com A. cepa, cujos IG e VCMR néo apresentaram diferencas significantes
em relacdo ao controle negativo. Porém, em se tratando de citotoxicidade e
genotoxicidade, um aumento do IM em PIIl e do IAC em PI e PIII na estag&o chuvosa
revela a presenca de potencial citotdxico e genotoxico, respectivamente, o que
também pode interferir na qualidade da dgua dos pontos amostrados.

O nivel de citotoxicidade de um composto pode ser determinado pela
diminuicdo ou aumento do IM em células meristematicas de A. cepa (SMAKA-KINCL
et al.,, 1996; MATSUMOTO et al., 2006), sendo o aumento observado no presente
estudo. Tais agentes mutagénicos induzem a uma proliferacéo celular descontrolada
podendo acarretar em prejuizos para o organismo, levando a formacéo de neoplasias
e ao acumulo de alteracGes cromossémicas (CHRISTOFOLETTI, 2008). Em alguns
casos, a elevacao do IM tem sido correlacionada a altos valores de DQO (Demanda
Quimica de Oxigénio) e DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio) (DUSMAN, 2014),
bem como a substancias presentes em efluentes de industriais téxteis (CARITA;
MARIN-MORALES, 2008; ALVIM, 2011) e petroquimicos (MACHADO, 2013), os quais
ndo foram encontrados nas areas de amostragem deste trabalho. Entretanto, os
compostos quimicos de residuos urbanos e agricolas, visualizados no agude
Entremontes e afluentes analisados, podem ter sido inseridos nas 4guas amostradas
mediante o processo de lixiviagdo promovido pelas chuvas levando ao potencial
citotoxico e/ou genotoxico.

Na Sub-Bacia do Rio Brigida, além dos efluentes domeésticos, agricolas e
industriais, outros fatores tém sido apontados como agravantes no processo de
poluicdo dos recursos hidricos, como a retirada da cobertura vegetal natural,

extremamente importante na redistribuicdo da agua da chuva (GALVINCIO, 2007).
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Esta Sub-bacia apresenta 57,33% de sua forma natural descaracterizada pela
exploracdo atraveés da agricultura de sequeiro e retirada da madeira para o polo
gesseiro da Chapada do Araripe. Tais fatores aliados a ocupacédo desordenada do
solo e a retirada da mata ciliar, principalmente nas proximidades dos acudes, também
sdo responsaveis por comprometer a qualidade da &gua utilizada para consumo
humano (MEDEIRQOS, 2003).

Em se tratando de genotoxicidade, a frequéncia das alteracdes cromossdémicas
tem sido utilizada, frequentemente, como um parametro valioso em estudos de
monitoramento ambiental de recursos hidricos (MATSUMOTO et al., 2006; BEZERRA
et al, 2013; BRAGA, 2014), uma vez que indica a presenca de contaminantes e, por
vezes, 0 seu respectivo mecanismo de acdo aneugénica e/ou clastogénica. No
presente estudo, elevados IAC sugerem a existéncia de compostos com acdes
aneugénica e clastogénica nas amostras dos Pl e Plll, o que também pode ser
suportado pelos tipos de alteragcdes cromossdmicas notadas, com destaque para as
pontes anafasicas e micronucleos.

As pontes anafasicas podem ser originadas de trocas ocorridas entre
cromatides de cromossomos diferentes e/ou envolver uma ruptura/troca em algum
ponto entre as cromatides de um mesmo cromossomo produzindo uma ponte lateral
durante a anafase (BRINKLEY; HUMPHREY, 1969; MARIN-MORALES, 2008). Ja os
micronucleos podem ser resultantes da acdo de substancias clastogénicas, atraves
de quebras cromossémicas, ou aneugénicas, que inativam o fuso mitoético levando a
perdas de cromossomos inteiros, formando os micronlcleos (BORBOA,1996;
STEINKELLNER, 1998; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Considerando que, no presente estudo, a estacdo chuvosa apresentou
parametros fisicos e quimicos dentro dos niveis esperados para este ambiente pela
resolucdo CONAMA 357/2005, sugere-se que o potencial genotdxico das aguas
coletadas seja decorrente do acumulo de algum composto quimico nao detectado
pelas técnicas utilizadas neste trabalho, tendo em vista que a maioria das amostras
ambientais sdo misturas bastante complexas por serem constituidas de diversos
contaminantes derivados de atividades diferentes (LEME; MARIN-MORALES, 2009),
a exemplo dos micropoluentes organicos e metais pesados (EGITO et al., 2007).
Estes compostos, a depender da concentragéo, tempo de exposi¢do e mecanismo de

acdo, podem se encontrar mais ou menos disponivel no ambiente, fluindo por
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escoamento superficial ou depositados nos sedimentos dos corpos d’agua (ARRUDA,
2012).

Adicionalmente, as variagfes significativas de genotoxicidade entre as
estacdes podem ser explicadas por outros fatores como um maior indice pluviométrico
que leva a um maior carreamento de substancias téxicas mediante a lixiviacdo de
poluentes oriundos do solo ou rede de esgotos (CHRISTOFOLETTI, 2008), por
variagdes da carga poluidora despejada no ambiente (SA, 2006) e pela propria
sazonalidade e dindmica do ciclo das aguas (BARBERIO, 2009; 2013; BIANCHI,
2011), as quais podem influenciar na concentracdo de substancias toxicas nos
recursos hidricos, como jé relatado por Scalon (2009) e Oliveira et al. (2012).

Assim, o presente estudo aponta a existéncia de potencial toxico em Pl e PII
para o VCMR, e em PIll para o IG na estacéo seca. Nesta mesma estacao nao foram
observados potenciais citotdxico e genotéxico, que foram observados na estacdo
chuvosa, para Plll e P | e PllIl, respectivamente. Em ambas esta¢cdes de coleta nao foi
encontrado potencial mutagénico. Tais resultados sdo suportados pela correlacéo
entre parametros fisicos e quimicos e bioensaios genéticos com A. cepa, através da
influéncia da sazonalidade. Os dados reiteram a importancia do monitoramento
ambiental periddico deste recurso hidrico, para avaliar o real impacto dos efluentes
neste ecossistema com a incorporacdo de outras estratégias como analise de
sedimentos e de outros parametros fisicos e quimicos, com o intuito de auxiliar na
elaboracdo de planos de gestdo ambiental que visem a qualidade da agua e formas
de revitalizacdo e conservacao do recurso hidrico buscando o equilibrio dinamico do

ambiente.
7. CONSIDERACOES FINAIS

v Os valores de VCMR e/ou IG indicaram a presenca de potencial téxico nas
amostras de agua coletadas em PI, Pll e Plll na estagdo seca, enquanto que, na
estacdo chuvosa, o IM e IAC sugeriram a existéncia de potencial citotéxico em Plll e

genotoxico em Pl e PIIl.

v' Os potenciais toxico, citotdxico e genotdxico ressaltados nas amostras de
aguas coletadas podem estar relacionados as descargas de efluentes urbanos e

agricolas neste reservatoério e a prépria dinAmica das aguas deste ambiente;
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v' A sazonalidade influencia diretamente na concentracdo de nutrientes e,
consequentemente, na resposta dos organismos biolégicos expostos as diferentes

substancias quimicas;

v" Os bioensaios com A. cepa demonstraram-se como uma importante ferramenta
para diagnostico de toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em

recursos hidricos;

v" Os bioensaios com A. cepa mostraram-se como ferramenta eficaz e importante
para programas de monitoramento ambiental, fornecendo subsidios para a elaboracao
de programas de gestdo socioambiental visando a melhoria da qualidade da agua e

Seu uso sustentavel.
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