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RESUMO

Os recursos naturais se tornam cada vez mais limitados, em consequéncia
da degradacdao ambiental. O presente trabalho teve como objetivo verificar
possivel correlacio entre dados de genotoxicidade/citotoxicidade, via
teste de Allium cepa, em amostras de dguas superficiais e determinacdes
de concentracdo do micropoluente cafeina. Analisando-se amostras de
agua de um rio urbano, foi encontrada uma correlacdo positiva, R = 0,504
e p = 0,095, entre os valores de concentracdo de cafeina na dgua e o indice
de aberragdes cromossdmicas (IAC), obtido no bioensaio, representando
certa dependéncia entre as varidveis. Os resultados de citotoxicidade e
genotoxicidade apresentaram variagcdo no indice mitético (IM) e aberracdes
cromossOmicas (AC), respectivamente. Os resultados do bioensaio, quando
relacionados a presenga de cafeina, indicam a contaminagao por esgoto
contendo substancias que podem levar a essas alteracbes, por exemplo,
farmacos. Demonstra-se, assim, a potencialidade do uso das técnicas para
auxiliar nas tomadas de decisdo para protecdo dos mananciais.

Palavras-chave: biomonitoramento; dguas superficiais; micropoluente.

ABSTRACT

Natural resources are becoming more limited and degraded. This study
sought to evaluate the possible correlation between genotoxicity and cy-
totoxicityt, via the Allium cepa, and caffeine concentration in the water of
an urban river. A positive correlation (R = 0.504 and p = 0.095) was found
between the concentration of caffeine and the aberrations index chromo-
some (lAC), obtained from a bioassay, representing dependence between
the variables. The results of cytotoxicity and genotoxicity showed variation in
mitotic index (MI) and chromosomal aberrations, respectively. The bioassay
results when related to the presence of caffeine indicate sewage contamina-
tion containing substances that may have caused these changes, e.g., drugs.
The study herein demonstrates the potentiality of using those techniques to
assist in decision making for protecting water resources.

Keywords: biomonitoring; surface water; micropollutant.
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INTRODUCAO

Todas as atividades sociais e econ6micas necessitam
de dgua para sua sustentabilidade. Isso gera confli-
tos de interesses entre os diversos usuarios, devido
aos crescentes problemas de quantidade e qualidade.
Além do consumo humano, outros usos igualmente
importantes e de interesse das comunidades devem
ser considerados, como industrial, agropecudrio, tu-
ristico, paisagistico, recreacional, de irrigacdo e de na-
vegabilidade (BRUNKOW et al., 2004). Para garantir a
guantidade de agua necessaria para suprir toda a de-
manda, varios rios sdo barrados para que se formem
reservatérios. Com isso, é importante a realizacdo de
um monitoramento ambiental da bacia hidrografica, a
fim de manter a qualidade da dgua em reservatérios
(SANTOS, 1999).

Na Regidao Metropolitana de Curitiba, o barramento na
bacia do Rio Passauna (Parana) deu origem ao reser-
vatério de mesmo nome, utilizado para captagdo de
agua para abastecimento publico. Saunitti et al., ja em
2004, destacavam que a falta de esgotamento sani-
tario e a expansdo urbana irregular na regido gerava
fontes de poluicao prejudiciais a qualidade ambiental
da bacia hidrografica desse rio. Essa influéncia foi, pos-
teriormente, também observada por Silva et al. (2011),
que isolaram cepas de Escherichia coli multirresisten-
tes a antibidticos em amostras de agua da area.

Tendo em vista que os contaminantes presentes no
ambiente aquatico, que derivam principalmente da
descarga de dguas residudrias domésticas, sdo motivos
de preocupacdo devido ao possivel impacto ecolégico
para a biota do ambiente (PETRIE et al., 2015), indica-
dores de poluicdo de origem antrépica sdo essenciais
para identificar e monitorar processos de remediagdo
de fontes de contaminagdo e, assim, proteger a sau-
de publica (GARRIDO et al., 2016; MCLELLAN & EREN,
2014). Na literatura, a cafeina tem sido utilizada como
indicadora de influéncias antropogénicas (MACHADO
et al., 2016; GARRIDO et al., 2016; ZARRELLI et al.,
2014; FERREIRA, 2005; CHEN et al., 2002), e sua pre-
senca pode estar associada a de outros contaminan-
tes organicos, como: ciprofloxacina, paracetamol (SIM
et al., 2010); di-n-butilftalato, bisfenol, 173-estradiol e
17a-etinilestradiol (SODRE et al., 2007). A simples pre-
senga de marcadores quimicos, no entanto, pode nao
ser suficiente para determinar o quanto esses contami-
nantes estdo influenciando na qualidade da 4gua e na

manutencdo de ecossistemas aquaticos. Estudos que
verifiguem se a dgua de um determinado corpo hidri-
co apresenta toxicidade potencial podem fornecer in-
formacgdes mais seguras sobre sua qualidade e auxiliar
na escolha de estratégias mais adequadas para mini-
miza¢do do problema. O teste de toxicidade utilizan-
do Allium cepa vem sendo empregado, nesse sentido,
como um bioensaio, devido ao baixo custo de analise
(FISKESJO, 1985; RANK, 2003), facilidade de aplicagdo
(FISKESJO, 1985; RANK, 2003), sensibilidade (LEME &
MARIN-MORALES, 2009; SMAKA-KINCL et al., 1996;
FISKESJO, 1985), confiabilidade (SMAKA-KINCL et al.,
1996), além de boas condi¢cdes dos cromossomos do
organismo-teste para avaliar aberra¢des ocasionadas
por xenobidticos (FISKESIO, 1985). Uma das primeiras
analises utilizando Allium cepa foi realizada por Levan
(1938), quando os efeitos da colchicina foram investi-
gados. Desde entdo, o teste vem sendo utilizado em
avaliacOes ambientais, por exemplo, de amostras de
aguas de lagos (GRISOLIA et al., 2005; BARBOSA, 2008)
e de rios (CASTRO E SOUSA et al., 2017; DUSMAN et al.,
2014; SILVA & NASCIMENTO, 2013; CIRCUNVIS et al.,
2012; FERREIRA et al., 2012; BIANCHI et al., 2011; ME-
NEGUETTI et al., 2011; MENDES et al., 2011; OLIVEI-
RA et al., 2011; MANZANO, 2010; SANTOS et al., 2009;
PERON et al., 2009; MASCHIO et al., 2009; LEME &
MARIN-MORALES, 2008; CARITA & MARIN-MORALES,
2008; EGITO et al., 2007; AMARAL et al., 2007; MATSU-
MOTO & MARIN-MORALES, 2005).

A associacdo de um método que determine a ocorrén-
cia de micropoluentes em corpos hidricos com um que
dimensione aspectos de toxicidade que as misturas xe-
nobidticas ali presentes podem ocasionar traz contribui-
¢Oes no tocante a gestdo de reservatérios, tendo em vis-
ta que analises integradas propiciam diagndsticos mais
qualificados das areas e podem servir para balizar toma-
das de decisao por parte dos gestores de companhias de
saneamento, quanto as prioridades para remediacdo.
Nesse contexto, a hipétese do presente estudo é que
a associacdo entre resultados de andlise de cafeina em
dguas e do teste de Allium cepa pode servir como um
método na verificagdo da qualidade quimica e presenca
de compostos toxicos em um dado corpo hidrico. Dessa
forma, o objetivo da pesquisa foi verificar possivel cor-
relacdo entre dados de genotoxicidade/citotoxicidade,
com base nesse teste, em amostras de dguas superficiais
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e determinacdes de concentracdo do micropoluente ca-
feina. Para tanto, utilizou-se como modelo de estudo o

Rio Passauna, por se inserir em uma bacia urbana, que
contempla diferentes tipos de uso e ocupagao do solo.

MATERIAIS E METODOS

As coletas do presente estudo foram realizadas no Rio
Passalina, que faz parte da Bacia Hidrografica do Alto-
-lguacu, e cuja nascente situa-se no municipio de Almi-
rante Tamandaré (GONZAGA et al., 2004) entre as Ser-
ras de S3ao Luiz do Puruna e Bocaina, com percurso de
57 km até desembocar no Rio Iguagu (DIAS, 1997). As

Ensaios de toxicidade

Os experimentos foram realizados conforme descrito
por Oliveira et al. (2011), com modificagdes.

Cebolas organicas foram adquiridas no mercado munici-
pal de Curitiba (PR) e delas utilizados trés bulbos (Allium
cepa) para cada uma das amostras. Os bulbos foram colo-

amostras de agua foram coletadas em cinco pontos do
Rio Passauna (Figura 1), mensalmente dos meses de ou-
tubro de 2014 a janeiro de 2015, préximo aos mesmos
pontos utilizados por Silva et al. (2011) e Bocalon (2007),
cujas coordenadas geograficas e localizagdo estdo infor-
madas na Tabela 1.

cados em béqueres contendo as amostras da agua do rio,
durante um periodo de 72 horas, para enraizamento, em
estufa incubadora Novatecnica NT 718, a 22°C, com foto-
periodo de 10 horas. Apds essa fase, as raizes dos bulbos
com maior desenvolvimento foram cortadas e fixadas em
etanol/acido acético glacial numa proporgdo de 3:1 (v/v)

Ponto 2
Ponto 1
Curitiba
Ponto 4 Ponto 3
N
W E
Pontos de coleta
Hidrografia S
Bacia do Passatna
Curitiba
Ponto 5 2024 6810km

Fonte: adaptado de Silva et al. (2011).

Figura 1 — Identificagdo dos pontos de coleta de
agua superficial, no Rio Passautina, definido como modelo de estudo.
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(Carnoy) por 5 minutos e conservadas em alcool 70% sob
refrigeracdo. Um controle negativo com agua destilada foi
conduzido seguindo as mesmas condigdes.

As pontas das raizes foram submetidas a reacdo de
Feulgen, consistindo de hidrdlise acida com HCl 4 N a
24°C por 75 minutos, interrompida com rapida lavagem
em HCI 0,1 N (gelado), seguida por imersao por 40 mi-
nutos em reagente de Schiff (corante purpura nucleo-
filico) e lavagem com agua sulfurosa e agua destilada
posteriormente. Para o preparo das laminas, cada raiz
foi enxugada em papel filtro; a regido meristematica
das raizes foi cortada em 1 cm, e a coifa retirada em se-
guida. A parte da raiz selecionada foi colocada em uma
lamina e uma gota de acido acético 45% foi adicionada.
Esta foi, entdo, cortada em pequenos pedacgos, coberta

Determinacao da concentracao de cafeina

Para a analise da presenca de cafeina, um litro de cada
amostra foi filtrado utilizando papel de filtro comum
com o objetivo de retirar as particulas maiores. A se-
guir, as amostras foram filtradas utilizando filtros Milli-
pore com poros de 0,45 um.

As amostras filtradas foram submetidas a extragdo em fase
solida (SPE) para retirada da cafeina da 4gua, utilizando car-
tuchos Oasis® HLB 12cc (500 mg) LP Extraction Cartridge.

Para proceder a extragao, os cartuchos foram condiciona-
dos com 2 mL de metanol grau HPLC e em seguida com
2 mL de 4gua destilada. Em seguida a agua filtrada foi elui-

Analise dos dados

Os resultados foram analisados estatisticamente
utilizando-se o software StatPlus:mac de Analyst

com uma laminula para que fosse esmagada com leve
pressdo com o auxilio de um bastdo de vidro e pressio-
nada com papel filtro para o espalhamento. A andlise
das laminas foi realizada em microscépio de luz com
aumento de 40 vezes (GUERRA & SOUZA, 2002).

Para cada raiz, foi preparada uma lamina e em cada
uma delas, 500 células foram contadas, totalizando
1.500 células por bulbo e 4.500 por ponto de coleta.
Foram observadas, em cada célula, as ocorréncias de
divisdo, de altera¢cdes cromossémicas e calculado o
percentual de indice mitdtico (IM) (PIRES et al., 2001).

Para o presente estudo, nao foi realizada a remocao
das laminulas apds o processo de preparo das laminas,
conforme Oliveira et al. (2011) haviam descrito, pois a
analise foi feita a fresco.

da em um fluxo aproximado de 6 mL.min™. Apds a elui¢do
da dgua, o analito de interesse foi extraido passando-se
6 mL de metanol grau HPLC para tubos de ensaio.

Os extratos coletados nos tubos foram secos sob um
fluxo suave de nitrogénio e em seguida foram reconsti-
tuidos com 1 mL de metanol grau HPLC. Apds reconsti-
tuicdo, o extrato foi analisado utilizando um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), Shima-
dzu com detector UV-VIs-DAD no comprimento de onda
de 274 nm; coluna cromatografica Allcron 5 p C18 (2)
100 A° com comprimento igual a 250 mm; fase movel
30% metanol: 70% agua com fluxo de 1 mL.min™.

Soft Inc. — programa de analise estatistica, Versdo
2009. Os dados (divisdo celular, indice mitdtico e

Tabela 1 — Localizagdo dos pontos de coleta de agua do Rio Passatna.

1 25°21'9,18” 49°20'18,10”
2 25°21'2,12” 49°20'16,77”
3 25°22'57,11” 49°21'32,10”
4 25°25'39,00” 49°23’19,90”
5 25°27'22,25” 49°22’'55,56”

Situado a montante da Lamenha Pequena

Situado a jusante do Aterro Sanitario da Lamenha Pequena

Proximo a estrada do Cerne

Préximo a ponte da BR 277 que cruza o Rio Passauna

Préximo a entrada do Reservatorio do Passalina
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indice de aberracdo cromossémica) foram subme-
tidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Em seguida, foi aplicado o teste para andlise de va-
riancia (ANOVA), seguido do teste de Fisher para
avaliacdo tanto do indice mitético como de divisdo

celular. O indice de aberracdo cromossdémica foi
submetido ao teste de Kruskal-Wallis. As concen-
tracOes de cafeina e os indices de aberracdo cro-
mossomica foram submetidos ao teste de correla-
¢do de Pearson (p = 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os organismos (Allium cepa) submetidos a todas as
amostras de dgua coletadas no Rio Passalina apresen-
taram mais células em profase do que em intérfase,
da mesma forma que o observado no controle negati-
vo (branco). Os resultados das contagens de células de
organismos Allium cepa expostos as amostras de agua
coletadas no més de outubro, para todos os pontos
de anadlise do Rio Passauna, apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) entre prdéfase
e intérfase com relagdo aos outros meses, conforme
observado na Tabela 2.

Os organismos submetidos as amostras coletadas no
més de outubro apresentaram aumento significativo,
em relacdo ao controle, para o nimero de células em
anafase e teldfase. Este crescimento pode indicar a
presenca de substancias que possuem a capacidade de
favorecer o aparecimento de tumores, confirmando o
observado para a elevagdo do IM (Tabela 3).

No presente estudo, observou-se uma redu¢do do IM
(Tabela 3) nas raizes dos organismos que cresceram em
contato apenas com as amostras do Passauna coletadas
nos pontos 1 e 2, no més de novembro, o que indica a
presenca de poluente(s) citotdxico(s) nas aguas analisa-
das. J4 os organismos submetidos as amostras coletadas
nos pontos 1, 2, 3 e 5, no més de outubro, tiveram IM
superiores aos do grupo controle, o que pode sugerir
a presenca de poluente(s) aquatico(s) potencialmen-
te indutor(es) do crescimento desordenado de células
(CASTRO & SOUSA et al., 2017). Além disso, o numero
de células dos organismos expostos as amostras coleta-
das no més de outubro foi estatisticamente diferente do
identificado para os mesmos pontos em outros meses,
sendo possivel perceber nimeros maiores de células em
divisdo para amostras coletadas nesse més.

Alteracdes no IM de Allium cepa submetido a aguas
de rios no Brasil também foram observadas por ou-
tros autores. Tais rios apresentavam-se impactados
em decorréncia do uso do solo, devido, por exemplo,
a lancamento de efluentes industriais (CASTRO & SOU-
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SA et al., 2017; FERREIRA et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2011; PERON et al., 2009), agricultura (PERON et al.,
2009) e lancamento de esgoto doméstico (OLIVEIRA
etal., 2011; AMARAL et al., 2007), de forma semelhan-
te ao uso da bacia do Rio Passauna.

Similar ao observado no presente trabalho, quando
organismos Allium cepa foram expostos a amostras
de agua do Rio Passalna, coletadas no més de outu-
bro, Amaral et al. (2007) identificaram o potencial de
amostras de agua coletadas no Rio Tapanhon (Pinda-
monhangaba-SP) em induzir aumento no IM desse
organismo quando comparado ao controle negativo.
Tais autores relacionaram o estimulo a mitose com a
possibilidade de ocorréncia de substancia(s) no corpo
hidrico receptor, passiveis de causar efeitos genotodxi-
COS em organismos.

Ja em novembro, nos organismos submetidos as amos-
tras coletadas nos pontos 1 e 2, foram observados re-
sultados contrarios a outubro. Ocorreu uma diminuigdo
no IM, o que pode representar uma maior concentra-
c¢do de agentes quimicos citotdxicos nestes pontos.
Segundo Smaka-Kincl et al. (1996), o nivel de citotoxi-
cidade das aguas contaminadas pode ser determina-
do pela taxa de redugdo do IM em relagdo ao controle
negativo. A presenca de metais pesados, como alumi-
nio, também pode causar efeitos citotdxicos (CASTRO
& SOUSA et al., 2017).

A reducdo no IM pode estar relacionada aos processos
de eutrofizacdo que se acentuam em épocas de pou-
ca chuva, conforme descrito por Peron et al. (2009),
guando avaliaram a qualidade do Rio Pirapé (Apucara-
na-PR). Essa relagdo ndo pode ser aplicada ao presen-
te estudo, pois 0 més de novembro apresentou indice
pluviométrico de 200 mm, de modo que foi descarta-
da a influéncia de possiveis processos de eutrofiza¢do.
Sendo assim, os resultados sugerem que esses pontos
receberam algum tipo de descarte que continha subs-
tancias capazes de provocar efeitos citotdxicos no or-
ganismo teste.
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Ferreira et al. (2012), ao avaliarem a citotoxicidade
das 4guas dos ribeirdes Varginha (Califérnia-PR) e
Tabatinga (Mandaguari-PR), observaram que ndo
houve alteragdes estatisticamente significativas,
nos IM de Allium cepa submetidos as amostras de

nov.

Ponto 1

dez.

jan.

out.

nov.

Ponto 2

dez.

jan.

out.

nov.

Ponto 3

dez.

jan.

out.

nov.

Ponto 4

dez.

jan.

out.

nov.

Ponto 5

dez.

jan.

out.

Controle  NOV.
Negativo  4ez.

jan.

agua de ambos os locais. Assim como descrito para
a bacia do Rio Passalna, as regides estudadas por
Ferreira et al. (2012) abrigam empresas do setor
industrial e recebem lancamentos de efluentes in-
dustriais e domésticos.

Tabela 2 — Contagem de células (média * desvio padrdo) das
amostras analisadas durante o periodo de outubro de 2014 a janeiro de 2015.

Sl Préfase Metafase Anéafase Telofase
de coleta

346,22 £ 36,72*
300,89 + 14,72
303,89 £ 36,40
312,89 +32,73

336,11 £ 25,30*
296,56 + 23,73
314,00 + 29,72
306,89 + 25,51

371,00 + 40,46*°
281,22 + 29,86
335,33+ 35,92
324,78 + 33,46

312,67 £ 38,60*
298,67 +41,29
329,22 + 28,72
323,56 + 20,10

304,55 + 29,92*
280,33 + 37,82
325,78 + 21,81
332,78 £ 26,00
305,22 + 33,05
337,78 + 34,13
327,11 +15,23
320,22 + 33,63

21,78 + 10,67*
16,33 + 10,17
13,11+6,31
10,00 + 4,90

16,78 + 11,72*:
16,44 + 7,84
14,44 + 5,66
15,44 12,16

14,89 + 10,88*?
22,33 +12,46
10,33 + 4,77
10,89 + 5,97
20,55 + 7,37*:
23,22 +21,27

9,44 + 5,81
10,00 + 4,69

48,22 + 16,67*2
34,77 + 18,16
16,89 + 5,80

7,33+5,24
19,00 + 13,75
12,11 + 6,60
11,22 + 6,92

7,56 + 3,91

12,11 + 9,00%:
6,22 +3,80
5,78 £2,33
7,55 +3,16

6,67 £ 5,63*
6,78 + 4,46
5,89 + 4,14
9,00 £ 5,87

7,00 + 4,55%*2
12,44 7,33
4,44 + 2,40
4,67 2,18

9,00 £ 3,60*
9,44 + 8,53
3,77 3,03
4,56 * 2,60

15,44 + 6,58*

19,33+12,71
8,89 £ 3,92
3,33+1,66
10,11 +5,84
6,56 + 6,06
5,44 +3,28
5,44 £ 5,27

15,00 + 8,48%*2
12,33+ 7,44
10,33 + 4,66
10,56 + 4,61

13,89 + 5,71*2
14,67 + 6,38
11,89 + 4,59
16,56 + 15,60

10,33 + 4,92%2

26,11 + 14,64
7,33 £3,57
10,78 + 1,85

17,11 + 5,30%*2
20,22+ 12,23
7,33 +3,42
8,56 + 3,94

18,11 + 10,59*
22,22 +12,55
8,78+ 1,92
7,00 + 4,06
10,44 + 7,90
12,00 + 8,54
11,22 + 4,49
7,11+ 3,52

104,89 + 22,26*
164,22 + 22,61
166,89 + 34,78
159,00 + 32,89

126,55 + 21,35%*2
165,56 + 31,10
153,78 + 26,49
152,11 + 33,00
96,78 + 27,49%
157,89 + 17,42
142,56 + 31,60
148,89 + 34,29

140,67 + 42,28*2
148,00 + 37,32
150,22 + 25,20
153,33 + 17,89

113,67 + 22,98*3
143,33 + 17,83
139,67 + 18,99
149,56 + 25,12
155,22 + 46,48
131,56 + 18,74
145,00 + 19,50
159,67 + 32,54

*significativamente diferente do controle (p < 0,05); 2significativamente diferente dos meses de novembro, dezembro e janeiro.
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Tabela 3 - indices mitéticos em porcentagem, indices de aberragées cromossémicas em porcentagem
das amostras analisadas durante o periodo de outubro de 2014 a janeiro de 2015 e do controle negativo.

Concentragdo (pg.L?) de cafeina obtida para os pontos estudados durante o periodo de outubro de 2014 a dezembro de 2014.

ncentr
Ponto de coleta Concentragao
de cafeina

79,02 + 4,45%*32bc 0,13 +0,07* 0,193
nov. 67,16 +4,52* 0,04 + 0,08* <LQ
Ponto 1
dez. 66,62 + 6,96 0,00 + 0,00 0,137
jan. 68,20 £ 6,58 0,07 £0,07* n.a.
out. 74,69 * 4,27*3bc 0,02 +0,04* 0,132
nov. 66,89 +6,22* 0,07 + 0,00* <LQ
Ponto 2
dez. 69,24 £ 5,29 0,04 + 0,04* 0,208
jan. 69,58 + 6,59 0,09 +0,10* n.a.
out. 80,64 * 5,49%*abc 0,11 + 0,04* 0,164
nov. 68,42 £ 3,48 0,09 + 0,04* 0,435
Ponto 3
dez. 71,49 £ 6,32 0,16 + 0,10* 0,175
jan. 70,22 £ 6,86 0,04 + 0,04* n.a.
out. 71,87 + 8,46% 0,00 + 0,00 0,257
nov. 70,36 £ 7,46 0,07 £0,07* 0,118
Ponto 4
dez. 69,96 £ 5,04 0,02 + 0,04* 0,020
jan. 69,33 + 3,58 0,02 +0,04* n.a.
out. 77,27 * 4,59%*3b¢ 0,11 + 0,04* 0,190
nov. 71,33 £ 3,57 0,07 £0,07* 0,075
Ponto 5
dez. 72,07 £3,79 0,02 + 0,04* <LQ
jan. 70,09 £ 5,02 0,04 + 0,04* n.a.
out. 68,96 + 9,29 00,00 £ 0,00 n.a.
nov. 73,69 £ 3,75 00,00 £ 0,00 n.a.
Controle Negativo
dez. 71,00 £ 3,90 00,00 + 0,00 n.a.
jan. 68,07 + 6,51 00,00 £ 0,00 n.a.

< LQ: abaixo do limite de quantificagdo; n.a.: ndo analisado; *diferente do controle; *diferente entre os meses no mesmo ponto; “diferente entre
0s pontos no mesmo més; ‘diferente entre os meses e os pontos. IM: indices mitéticos; IAC: indices de aberragdes cromossOmicas.

Além dos efeitos citotéxicos verificados no presente
estudo, também foram observadas alteragdes cromos-
sémicas nas células avaliadas para os organismos sub-

metidos as amostras de dgua do Passauna. Foram ob-
servados cinco tipos de aberragées cromossémicas (AC)
em Allium cepa decorrentes da exposi¢do a agua do Rio
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Passauna: anafase com perda de cromossomo, C-meta-
fase (Figura 2A), anafase com ponte, metéfase aderido
e metdafase com perda de cromossomo. No controle ne-
gativo, ndo foram encontradas aberragGes (Figura 2B).

Segundo Castro e Sousa et al. (2017) e Souza et al.
(2013), a identificacao de AC poderia sugerir a ocorrén-
cia de contaminagdo por substancias genotdxicas nas
amostras avaliadas em seu ensaio.

Os resultados obtidos para as AC corroboram com os
estudos de Castro e Sousa et al. (2017) e Oliveira et al.
(2011), sobre o potencial mutagénico dos poluentes nas
aguas dos rios Guaribas (Piaui) e Paraiba do Sul (Sdo Pau-
lo), respectivamente. Os autores sugeriram que estas
aberragGes indicam o potencial mutagénico de substan-
cias nocivas aos organismos que vivem no ambiente e
gue podem variar de acordo com o tempo, sazonalida-
de, vazdo do corpo hidrico e indice de chuva. O presente
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estudo, ao analisar amostras de dgua do Rio Passalna,
nao obteve resultados de aberragdao com diferenca sig-
nificativa entre os meses avaliados.

Os indices de chuva para o periodo de outubro a de-
zembro na regido do Rio Passalna ndao apresentaram
grande variagao (120 e 160 mm, respectivamente).
O maior indice pluviométrico foi observado para o més
de janeiro (180 mm), porém ndo foi possivel estabele-
cer uma relacdo com os resultados observados para o
numero de aberracdes encontradas, conforme sugeri-
do por Oliveira et al. (2011).

Amostras de dgua coletadas no ponto 3 ocasionaram
maior variedade de tipos de AC nas raizes de Allium
cepa (Figura 2B). Em todos os pontos foram observadas
AC do tipo anafase com ponte e anafase com perda de
cromossomo, que indicam a presenca de substancias
com atividade clastogénica (SEOANE & DULOUT, 1999).

Anafase ponte

Anafase com perda
de cromossomo

Metéfase com perda
de cromossomo

m C-metafase

3

5

1- L
T T 2 T3 T 4 s

Pontos de amostragem

B Metafase aderido

Figura 2 — (A) C-metafase induzida em células de raizes de Allium cepa pela amostra
de agua superficial coletada no dia 21/10/2014 no ponto 1 estudado; (B) niumero total de
aberragcGes cromossOmicas observadas para os tratamentos em 18.000 células analisadas.
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Os demais pontos também apresentaram AC, prevale-
cendo as em anafase, o que pode estar relacionado as
alteragdes observadas no més de outubro, no tocante
ao maior niumero de células em anafase.

Organismos submetidos a efluentes coletados em duas
estacOes de tratamento de esgoto, em diferentes es-
tados da india (Saharanpur e Aligarh), tiveram seus IM
reduzidos quando comparados ao controle negativo,
além de apresentarem AC como pontes cromossomi-
cas, cromossomos aderidos, quebra e fragmentacdo
(TABREZ & AHMAD, 2011), em consonancia aos resul-
tados encontrados nos pontos 1 e 2 do Rio Passauna,
no més de novembro do presente estudo.

No Rio Tapanhon, em Pindamonhangaba, S3o Paulo, ndo
houve diferenga estatisticamente significativa entre as
amostras quando comparadas entre si em relagao as AC;
porém, células aberrantes foram observadas em todos os
tratamentos, apresentando resultados estatisticamente
significativos quando comparados ao controle. As aberra-
¢Oes mais frequentes ocasionadas em Allium cepa por ex-
posicdo as aguas desse rio foram cromossomos aderidos,
pontes, desgarrados, C-mitoses e, em menor frequéncia,
anafases multipolares (AMARAL et al., 2007).

Em outro estudo empregando Allium cepa como orga-
nismo-teste (BIANCHI et al., 2011), amostras de agua co-
letadas no Rio Monjolinho, quando coletadas no verdo
interferiram na divisdo celular das raizes, induzindo al-
teragdes como AC, micronucleos e alteragdes no IM em
pelo menos um dos pontos estudados. Os autores iden-
tificaram que, no inverno, os resultados das AC e IM nao
foram diferentes dos observados no controle negativo.
No outono, houve presenca significativa de AC em um
dos pontos. Ja na primavera, todas as amostras de dgua
apresentaram potencial para inibir a divisdo celular.
Os resultados de Bianchi et al. (2011) corroboram com
os observados nos organismos submetidos as amostras
coletadas nos pontos 1 e 2 no més de novembro, cujo IM
apresentou-se alterado em comparagdo ao controle.

As diferencas observadas na Figura 2 ndo corroboram
os resultados mostrados no indice de Aberracdes Cro-
mossomicas (IAC) (Tabela 3), segundo o qual ndo hou-
ve diferenca significativa entre os pontos avaliados;
ou seja, embora as amostras do ponto 3 tenham cau-
sado maior nimero de tipos de AC ao organismo teste,
o IAC nao foi diferente dos demais pontos.
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Os resultados do IAC demonstram que, com excecao
dos organismos submetidos as amostras coletadas no
ponto 1, em dezembro, e no ponto 4, em outubro, to-
dos os outros tiveram resultados significativamente
diferentes do controle. Apesar de ndo haver diferenga
estatistica entre os pontos, os organismos submetidos
a amostra coletada no ponto 3 apresentaram uma ten-
déncia em ter um IAC maior do que os de outros pon-
tos. Essa tendéncia pode ser melhor visualizada com o
maior nimero de AC observadas para esse ponto.

Em relagdo a cafeina, as concentragdes no presente es-
tudo (Tabela 3) estdo abaixo daquelas encontradas na
literatura para outros rios na cidade de Curitiba: Atu-
ba, Palmital, Iguacu, Irai, Pequeno, Itaqui (IDE & ARTI-
GAS, 2011) e Barigui (FROEHNER et al., 2011) — nesses
estudos, foram encontrados valores que variaram de
608,57 a 0,228 pg.L.

A cafeina tem sido utilizada como indicador de conta-
minagdo por esgotos (FROEHNER et al., 2011; PUERA-
Rl et al., 2012; EDWARDS et al., 2015; EKKLESIA et al.,
2015; KUZMANOVIC et al., 2015; PHILLIPS et al., 2015;
SENTA et al., 2015; THOMAIDI et al., 2015), podendo,
dessa forma, ser empregada por drgaos ambientais e
companhias de saneamento como um parametro para
verificacdo de ineficiéncia do sistema de esgotamento
sanitario ou ocorréncia de lancamentos clandestinos.

Froehner et al. (2011) encontraram uma relacdo positi-
va entre os parametros fisico-quimicos (nitrato e DBO),
microbioldgicos (coliformes termotolerantes) e a con-
centracdo de cafeina. Segundo os autores, tal resultado
indica que a cafeina é proveniente de esgoto doméstico
e efluente de estacdo de tratamento. Esse tipo de cor-
relagdo também pode ser feito para outros parametros,
com o objetivo de estabelecer a fonte da contaminagdo.

No presente estudo, a correlagdo entre a concentragao
de cafeina e o IAC apresentou-se positiva, R = 0,504,
p = 0,095. O valor de R indica uma correlagdo mode-
rada entre as varidveis (FIGUEIREDO FILHO & SILVA JU-
NIOR, 2009), representando certa dependéncia entre
elas. Uma correlacdo moderada pode sugerir que a
fonte dos poluentes responsaveis por provocar as alte-
racoes na divisdo celular ndo seja exclusivamente o lan-
¢amento de esgoto doméstico. Entre as atividades que
ocorrem na regido do Rio Passalna estd a mineragdo
de pedra, areia, argila, saibro e brita (COMEC, 2012),
e é sabido que metais relacionados a atividades de mi-
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neracao possuem atividade genotdxica quando Allium
cepa é exposto a aguas por eles contaminadas (OLIVEI-
RA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012).

Montagner et al. (2014) sugeriram a utilizagdo da ca-
feina como marcador da presencga de substancias com
atividade estrogénica em dguas naturais. Embora ela
ndo possua essa atividade, sua ocorréncia em daguas
pode estar associada, porém, a presenga de uma série
de substancias passiveis de exercer esse tipo de efeito
sobre a biota aquatica e sobre o homem. Os autores
encontraram uma relacdo positiva entre a atividade
estrogénica e a concentracdo de cafeina a partir de
100 ng.L'. Considerando-se, assim, as concentragoes
desse alcaloide encontradas no presente trabalho,
em amostras de agua do Rio Passauna (Tabela 3), é
possivel inferir que as amostras de outubro apresenta-
ram niveis de cafeina indicativos da provavel presenca
de substancias com atividade estrogénica.

As demais amostras analisadas também apresenta-
ram concentracbes compativeis com a presenca de
substancias com atividade estrogénica, com exce¢do
dos pontos 1, 2 e 5, em novembro, e dos pontos 4 e
5, em dezembro. Quando presente na agua de rios, a

cafeina costuma estar associada a outras substancias
que também possuem atividades citotdxicas e geno-
toxicas, como, por exemplo, anti-inflamatodrios e bisfe-
nol A (FROEHNER et al., 2011; PUERARI et al., 2012;
EDWARDS et al., 2015; EKKLESIA et al., 2015; KUZMA-
NOVIC et al., 2015; PHILLIPS et al., 2015; SENTA et al.,
2015; THOMAIDI et al., 2015).

Os resultados obtidos no presente estudo, alinhados
aos de outros autores aqui apresentados, reforcam a
necessidade de medidas estruturais no Brasil quanto
as deficiéncias sanitarias, para que possam ser minimi-
zados os riscos ante a presenca de micropoluentes em
ecossistemas aquaticos. Nesse contexto, os sistemas de
coleta e tratamento de esgoto, principalmente domés-
tico, precisam de maior atenc¢do do poder publico, para
gue os mananciais possam ser protegidos. Trabalhos
que utilizaram Allium cepa como organismo teste para
averiguar a qualidade de dgua de rios, de norte a sul do
Brasil (CASTRO & SOUZA et al., 2017; AMARAL et al.,
2007) corroboram o observado no estudo de caso na
bacia do Passalna, demonstrando, de maneira conjun-
ta, a potencialidade do uso da técnica para auxiliar nas
tomadas de decisdo para protecdo dos mananciais.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos possibilitaram estabelecer uma
correlacdo moderada entre a toxicidade e a concentra-
¢do de cafeina. Para testar se essa ligagdo é realmente
apenas moderada, é necessario que sejam elaborados
novos estudos considerando rios mais e menos polui-
dos que o Passauna.

Em fungdo dos resultados obtidos, ndo é possivel des-
cartar uma andlise em relacdo a outra. Mas, as analises
de genotoxicidade e presenca de cafeina podem ser
ferramentas Uteis para o monitoramento e gerencia-
mento da bacia, por demonstrarem de forma mais clara
gue os impactos sofridos pelo rio vdo além da presenga
de cepas de bactérias multirresistentes a antibidticos.

O presente estudo demonstra o continuo processo de
degradagdo da qualidade da dgua do Rio Passalna e a

presenca de substancias que provocam efeitos citoto-
xicos e genotdxicos como preocupante, por se tratar
de substancias ndo removidas pelo tratamento con-
vencional de agua para abastecimento publico.

A partir dos resultados obtidos, sugere-se aos 6rgaos
publicos responsaveis a ado¢dao de medidas de sanea-
mento, como a ampliacdo da rede coletora de esgo-
tos e a fiscalizacdo em empresas da bacia hidrografica
do Passauna, a fim de minimizar os lancamentos de
efluentes sem os devidos tratamentos. Faz-se necessa-
rio, também, que o poder publico adote medidas para
gue as leis de uso e ocupacdo do solo sejam cumpridas,
e crie programas de educagado ambiental para sensibili-
zar e conscientizar a populagao.
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