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RESUMO

A regido sudoeste do Parana faz parte de uma matriz econdmica predominantemente agricola e pecudria.
Diante desse contexto, torna-se importante realizar o diagnéstico e monitoramento da qualidade da agua
para garantir a saude publica e a sustentabilidade das atividades locais. Este estudo teve como objetivo
avaliar a qualidade da agua de pocos superficiais em areas rurais e urbanas em relacdo a genotoxicidade,
utilizando o teste Allium cepa. Bulbos de A. cepa foram expostos as amostras de dgua coletadas em sete
pontos, sendo cinco em &reas rurais e dois em &reas urbanas. Foram incluidos controles positivos com
nitrato de chumbo e controles negativos com &gua destilada. Posteriormente, as raizes foram analisadas
para identificar possiveis danos cromossdmicos. Os resultados apontaram indicios de citogenotoxicidade e
genotoxicidade nas amostras de agua analisadas.
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ABSTRACT

The southwest region of Parana is part of a predominantly agricultural and livestock economic matrix. In
this context, it becomes important to carry out the diagnosis and monitoring of water quality to ensure
public health and the sustainability of local activities. This study aimed to assess the quality of water from
shallow wells in rural and urban areas in relation to genotoxicity, using the Allium cepa test. Bulbs of A.
cepa were exposed to water samples collected at seven points, five in rural areas and two in urban areas.
Positive controls with lead nitrate and negative controls with distilled water were included. Subsequently,
the roots were analyzed to identify possible chromosomal damage. The results indicated evidence of
cytogenotoxicity and genotoxicity in the analyzed water sample.

Keywords: Biomonitoring; environmental mutagenesis; Allium cepa system.

INTRODUCAO

A 4gua representa um elemento vital para o desenvolvimento e a manutencéo da
vida. No rol dos recursos naturais, destaca-se como 0 mais importante para a subsisténcia
das espécies, sendo essencial para a satisfacdo de necessidades basicas. No entanto, apesar
de sua vital importancia, sua utilizacdo vem sendo ameacada por constantes
contaminac0es, decorrentes de diversas atividades antrdpicas, incluindo a expansao de

atividades industriais, urbanas e agricolas em seu estado natural (COSTA et al., 2012).

No contexto brasileiro, a qualidade da agua destinada ao abastecimento domiciliar
é impactada por residuos domésticos, emissdes industriais, escoamento urbano superficial
e agentes poluentes provenientes de préaticas agricolas e pecuarias (BERTONCINI, 2008).
Assim, mesmo sendo um recurso indispensavel para a sobrevivéncia de todos os seres
Vvivos, a dgua nao esta livre de acBes causadoras de diversas contaminacgdes. Atualmente,
essas acOes direcionam estudos sobre a qualidade e potencial toxicoldgico das aguas

disponiveis para consumo.

A regido sudoeste do Parana € caracterizada por uma area agricola significativa,
onde h& uso constante de defensivos nas lavouras locais (VIEIRA et al., 2017). Diante
desse contexto, acbes continuas de monitoramento sdo necessarias para avaliar o impacto
desses defensivos na vida dos organismos nos ecossistemas locais, abrangendo desde
seres humanos e animais de grande e pequeno porte até insetos, microrganismos e plantas
nédo-alvo dos defensivos. As avaliacGes, normalmente realizadas por métodos de analises
fisico-quimicas e com o uso de bioindicadores de qualidade, mostram-se eficazes na
busca de respostas mais precisas sobre o cenario dos ecossistemas. Compondo tal cenario,

estudos tém revelado potencial efeito citotoxico, genotoxico e mutagénico dos
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agrotoxicos (PARVAN etal., 2020; LUSTOSA et al., 2023). Para uma compreensao mais
precisa dos efeitos toxicos de certos compostos, € essencial aos bioensaios (ALMEIDA
etal., 2021).

Dentre os diversos indicadores de qualidade da &gua, aqueles relacionados a
genotoxicidade sdo relevantes para a avaliagdo do potencial da dgua em causar efeitos
prejudiciais aos organismos vivos. Isso é verificado por meio da compreensdo da
expressdo desses efeitos em organismos modelo, como destacado por Cunha (2011). O
teste com Allium cepa, € um modelo padrdo para anlise ecotoxicolégica devido a sua
facil execucdo, custo reduzido e obtencdo rapida de resultados. Inimeros estudos, como
os conduzidos por Rank e Nielsen (1993), Callisto et al., (2001), Buss et al., (2003),
Cartitd e Marin-Morales (2008), Leme e Marin-Morales (2008), Peron et al., (2009),
Araes e Longhin (2012), Kasper et al., (2018) e Pellen et al., (2020), empregam o teste
com A. cepa. Nesse organismo, a toxicidade é evidenciada por meio de alteracdes
cromossdmicas durante a divisdo celular. Tais danos genéticos geralmente sdo
provocados por poluentes ambientais, indicando a presenca de substancias toxicas,
citotoxicas e mutagénicas, caracteristicas altamente indesejadas na agua destinada ao
consumo humano (ARRAES & LONGHINI, 2012).

Em muitos municipios brasileiros, a distribuicdo de &gua potavel é limitada.
Aproximadamente 34,51% das residéncias rurais no pais estdo conectadas a rede de
distribuicdo de agua, com ou sem canalizacdo interna. Por outro lado, a maioria das
habitacOes rurais, representando 66,6%, utiliza alternativas coletivas de abastecimento,
como pocos freaticos, pocos tubulares profundos e a captacao direta de nascentes de dgua
(BRASIL, 2017).

No municipio de Realeza, no Sudoeste do Parand, que possui aproximadamente
19.247 habitantes, conforme dados do IBGE em 2022, uma significativa parcela da
populacédo, sobretudo na area rural, consome agua proveniente de pogos artesianos. A
necessidade de monitoramento abrange nédo apenas a qualidade microbiologica e fisico-
quimica, mas também a avaliacdo ecotoxicoldgica desses pogos. Vale ressaltar que a
regido sudoeste do Parana se destaca como uma area onde as atividades agricolas sao
realizadas em larga escala, envolvendo o uso intensivo de agrotoxicos nas lavouras locais
(VIEIRA et al., 2017).
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Assim, o objetivo deste estudo ¢ avaliar a qualidade da &gua de pocos superficiais
quanto a citotoxicidade, genotoxicidade e danos celulares em células eucariéticas por
meio o sistema de teste Allium cepa.

MATERIAL E METODO

Foram coletadas amostras de agua de pocos superficiais no municipio de Realeza,
sudoeste do Parana, no més de marco de 2023. A escolha aleatdria dos pocos artesianos
rurais e urbanos baseou-se na listagem fornecida pela prefeitura do municipio,
abrangendo trés pontos localizados em comunidades da Zona Rural: P1, P2, P3, P4, P5e
na zona urbana central (P6) e (P7). Além da coleta das amostras, observou-se a presenca

de vegetacdo no entorno dos pontos da Zona Rural, incluindo sua composicao e estrutura.

Para o ensaio citogenético, foi utilizada a metodologia adaptada de Kruger (2009).
Ao todo, foram empregados 63 bulbos, adquiridos comercialmente com tamanho
semelhante e ndo enraizados. Inicialmente, os bulbos de A. cepa foram escarificados na
regido das raizes e colocados individualmente em becker de 50 ml com &gua destilada
para estimular diretamente o crescimento radicular. Esse estimulo foi realizado por meio
de uma Camara de Germinacdo do tipo DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio) e
fotoperiodo de 12 horas, condicionando os bulbos a temperatura de 25°C durante todo o
experimento, com troca da agua destilada a cada 24 horas.

Assim que as raizes atingiram o comprimento de 15 a 20 mm e apds a proliferacdo
celular, os bulbos foram aleatoriamente expostos as amostras das dguas coletadas (P1, P2,
P3, P4, P5, P6 e P7), juntamente com os controles positivo e negativo. Trés bulbos foram
destinados a cada amostra coletada, assim como trés bulbos para cada controle, sendo 0s
controles realizados com agua destilada (controle negativo) e Nitrato de Chumbo (0.5
mg/L) como controle positivo.

Apo0s 24 horas sob o respectivo tratamento, foram retiradas nove radiculas com
crescimento intensivo e cerca de cinco radiculas com menor crescimento em cada bulbo.
As radiculas foram inseridas em microtubos e submetidas ao fixador Carnoy por 12 horas
para interromper o processo de atividade celular e preservar a integridade da estrutura
cromossdmica. Posteriormente, o material foi armazenado em etanol (70%) sob

refrigeracdo até a confeccdo das laminas.
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Para a confeccdo das laminas, as pontas das raizes foram seccionadas para a
extracdo da regido meristematica, sendo em seguida submetidas a colora¢do com orceina-
acética 2% e aquecidas na lamparina a alcool para fixacdo e ruptura da parede celular.
Apds esse processo, realizou-se o esmagamento manual das radiculas com laminula. As
laminas foram observadas utilizando microscopio 6ptico para a contagem das células em
divisdo mitdtica e avaliacdo de danos cromossémicos. Foram realizadas trés repeticdes
para cada tratamento ou ponto de coleta, analisando-se 1000 células por bulbo,
totalizando 3000 celulas por ponto. A analise citogenética consistiu na determinacgéo do
indice mitotico (IM) e do Iindice de alteragcbes cromossémicas (IAC), sendo também

contados os micronucleos para verificar a genotoxicidade em cada ponto analisado.

Os dados obtidos nas contagens totais foram submetidos a analise de variancia
ANOVA (one way) considerando o nivel de significancia p<0,05, através do programa
Statistica 8.0 (Statsoft, 2007). Para avaliar possiveis alteracbes cromossdmicas, foi
empregada a anélise de variancia (Anova) com curva normal, seguida pelo teste de Tukey,
a fim de identificar eventuais diferencas significativas entre os grupos de controle e 0s

tratamentos.
RESULTADOS E DISCUSSAO

No contexto da preservacao dos pontos de coleta na zona rural, foi observada uma
diversidade de formacéo vegetacional. Nos pontos P1, P2 e P3, nota-se uma vegetacédo
composta por gramineas, arbustos e ervas, caracterizando uma area de inicio de sucessao,
no entanto ndo apresenta densidade de mata ou arvores de grande porte. Importante
ressaltar que ndo foi identificada a presenca de monoculturas nos arredores desses pontos.
Ja no P4, a vegetacdo € escassa, com elementos como entulho de madeira, pedregulhos e
erosdo, sendo predominantes gramineas e samambaias que invadem o ponto de coleta da
agua superficial. O P5, por sua vez, apresenta uma vegetacdo de crescimento secundario,
com arvores de porte médio, vegetacdo rasteira média e trepadeiras. Os P6 e P7, na area

urbana, protegidos apenas por tubulacéo, sem mata ciliar.

No decorrer do estudo, os efeitos nas células de A. cepa foram abordados em
diversos aspectos. Inicialmente, o efeito citotoxico foi avaliado através do indice Mitético
(IM), enquanto o potencial genotdxico no sistema teste A. cepa foi analisado pelo indice

de Alteracdes Cromossdmicas (IAC) e presenca de micronucleos (MN).
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Os resultados do IM de A. cepa mostram valores inferiores nos pontos P1 (8,16%),
P2 (10,6%) e P3 (10,5%), em comparacdo com o controle negativo (12%) e superiores ao
controle positivo (4,9%). Por outro lado, os pontos P4 (14,23%), P5 (32,23%), P6
(33,50%) e P7 (20,53%) apresentam valores superiores em relacdo a ambos os controles.
Os valores do Indice Mitético (IM) foram submetidos a teste estatistico e os resultados
do teste apontam significativa alteracdo nos indices mitéticos dos pontos 5, 6 e 7 em
comparagdo com os valores de controle negativo e positivo. Esses dados indicam que as
aguas dos pocos superficiais estdo interferindo na atividade mitdtica das células, para os
pontos P5, P6 e P7 e que o P1 diferiu com maior variacdo citotoxica em compara¢ao com
o0s demais (Figura 1a).

Figura 1: Média e desvio padrdo do indice mitético (IM) (a) e dos indices de células
anormais (b) ap0s exposicdo as amostras de agua de pogos superficiais no municipio de

Realeza/PR. O ponto representa a média e as barras a desvio padrao (p<0,001).
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Fonte: autores, 2023

Essa diferenca, nos IM, indica presenca de elementos xenobioticos nas amostras
coletadas nos pontos estudados. Conforme mencionado por Smaka-Kincl et al., (1996),
a reducdo no indice mitdtico (IM) constitui um método confiavel para identificar
substancias citotoxicas. Almeida et al., (2021) ressalta que os resultados do indice
mitotico (IM) podem variar em relacdo ao controle negativo (CO-), podendo indicar
efeitos citotoxicos quando maiores ou menores que o CO-. A presenca de alteracdes
citotoxicas que inibem a divisdo celular é sugerida quando o IM é menor que o do controle
negativo, enquanto valores superiores podem indicar substancias alterando a divisdo
celular e interferindo no ciclo celular, potencializando as células a fazerem check-point

para uma nova rodada de mitose (ALMEIDA et al., 2021). Mitoses em excesso também
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é indicativo de alteracdo na regulacéo génica que comanda o ciclo celular e, dessa forma,
compostos presentes nessas aguas induzem erros nesse mecanismo acelerando novas

mitoses.

No estudo conduzido por Varaschini et al., (2019), amostras coletadas de trés
pocos artesianos na Zona Rural do municipio de Realeza, no ano de 2018, indicam valores

inferiores no indice mitotico para dois dos trés poc¢os, sugerindo citotoxicidade.

Para a avaliacdo do potencial genotoxico, ou seja, 0 numero de alteracbes
cromossdmicas encontradas em 1000 células, a ANOVA (p<0,001) indicou que a amostra
coletada no P1 apresentou um maior potencial genotoxico (Figura 1b). Na andlise das
laminas, foram identificadas células com a presenca de danos cromossémicos quando
comparadas com células normais em mitose do grupo controle negativo. Os danos mais
frequentes identificados foram a perda dos fusos, cromossomos vagantes e anormalidades

nas fases mitéticas (Figura 1b).

Especificamente, a amostra do P1 apresenta 0 maior nimero de alteragdes
nucleares, com irregularidades na metafase e na anafase (metéfase desorganizada,
cromossomos frouxos, anadfase desorganizada e cromossomos atrasados). Essas
ocorréncias podem ser induzidas por substancias que interferem na formacao das fibras
do fuso durante a mitose, conforme relatado por Andrade et al., (2008) e Haroun e Al
Shehri (2001). As alteragdes nucleares, em nossos testes, sao significativas e ao longo das
divisdes celulares, ocorridas durante o periodo de 72 horas, o nucleo tentou reorganizar
seu genoma, embora com falhas. 1sso estd em consonancia com estudos que destacam
substancias clastogénicas, presentes em um ecossistema, como causadoras de quebra
cromossémica ou disfungdes dos fusos mitéticos, resultando no aparecimento de

microndcleos e/ou alteraces nucleares (THOME et al., 2016).

A identificacdo de nucléolos grandes foi uma das principais caracteristicas dos P6
e P7, neste estudo. De acordo com Kalinina et al., (2018), tanto células vegetais quanto
animais, quando expostas a condigOes de estresse, podem manifestar mudangas
funcionais e morfoldgicas nos nucléolos. Butorina e Kalaev (2000) afirmam que a
atividade nucleolar é o parametro mais sensivel a ser analisado em estudos de
citogenotoxicidade, com o aumento no nimero e no tamanho dos nucléolos por ndcleo
sendo as caracteristicas mais frequentemente observadas. A presenca de nucléolos

hipertrofiados e com formatos irregulares é considerada um indicativo de instabilidade

93



celular conforme apontado por Mékinen et al., (1993), Kruger et al., (2000) e Montanaro
et al., (2008). Em células vegetais, estudos semelhantes revelaram uma conexao entre a
variacdo no tamanho e na forma dos nucléolos e a acao de agentes genotdxicos, conforme
descrito por Arkhipchuk et al., (2000) e Ventura-Camargo et al., (2011).

Além dos efeitos genotdxicos, também foram observados sinais de citotoxicidade
na analise das amostras coletadas nos pontos P5, P6 e P7. Nota-se a presenca de células
que exibem caracteristicas semelhantes a cariorrexe e células com retracéo citoplasmatica.
Mudancas como a cariorrexe e a retragdo citoplasmatica sdo indicativas de células em
processo de apoptose, como documentado por Bhagyanathan e Thoppil (2016),
Vijayarathna et al., (2017) e Adeyemi e Awoniran (2019). A cariorrexe, uma alteracdo
nuclear observada em células animais, caracterizada por uma distribuicdo irregular da
cromatina, € identificada nas amostras analisadas. Essa modificacdo nuclear é
frequentemente encontrada em células em processo de morte por necrose ou apoptose,
conforme mencionado por Tolbert et al., (1992) e Thomas et al., (2009). Observamos a
presenca de células com modificagdes nucleares semelhantes a cariorrexe, como também
relatado em outro estudo anterior realizado por nosso grupo com células meristematicas
de A. cepa (LIMA et al., 2016). A retracdo citoplasmatica, também observada por outros
pesquisadores em células meristematicas das raizes de A. cepa submetidas a tratamento
com extratos vegetais (BHAGYANATHAM e THOPPIL, 2016; PRAIJITHA e
THOPPIL, 2016), foi evidenciado como uma das alteracfes citoplasmaticas associadas a

apoptose.

A analise genotodxica realizada por Varaschini et al., (2019) em amostras coletadas
de trés pocos artesianos na Zona Rural de Realeza, no mesmo municipio do presente
estudo, confirmou a presenca de anormalidades cromossémicas, incluindo pontes
anafésicas e telofasicas, anafases com multipolaridades, c-metafase, descompactacao
desigual da cromatina, préfases desorganizadas, metafase anormal e anafase anormal.
Além disso, nas amostras coletadas de seis pogos artesianos também no mesmo
municipio, sendo trés pontos em areas rurais e trés pontos em areas urbanas (SOARES et
al., 2022), indicam presenca de contaminantes nas amostras de aguas, que induzem

genotoxicidade.

Frente a esse achado, surge um problema a ser identificado: como essas aguas

estdo sendo contaminadas com produtos indutores de erros no material genético? Uma
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hipdtese é o carreamento desses compostos, usado na agricultura, pelo solo e chuva.
No trabalho de McManus et. al., (2017) podemos ver a presenca de pesticidas e seus
metabolitos em lencdis freaticos de regibes agricolas na Irlanda. Na Espanha, um estudo
de Menchen, Heras e Alday (2017) também relata a presenca de altas concentragdes de
Triazina em &guas subterraneas. Ja no Brasil, trabalhos como o de Silva, et.al., (2011)
apontam presenca de agrotdxicos nas aguas subterraneas, advindos da cultura de arroz.
Diante do exposto, nossos dados apontam que as aguas dos pocos superficiais, que
apresentam altos indices de alteracGes nas células analisadas estdo, da mesma forma,
sofrendo exposicao de produtos provenientes da agricultura presente no entorno, ja que a

regido ndo possui industrias que produzem poluentes e contaminantes.

Diante dos dados analisados neste estudo, substancias xenobioticas estio

presentes nas dguas de quatro pocos interferindo nas rotas celulares de Allium cepa.
CONCLUSAO

O método utilizando o organismo-teste Allium cepa revela-se como um modelo
altamente eficaz, destacando sua sensibilidade na identificacdo de potenciais variacdes na
toxicidade. A analise das células das raizes dessa planta, no que se refere aos efeitos
genotdxicos e citotdxicos, € uma estratégia importante no monitoramento da qualidade

da agua de pocos superficiais e nascentes.

Os resultados deste estudo indicam a presenca de citotoxicidade e genotoxicidade
nas amostras de dgua dos pocos superficiais rurais no municipio de Realeza, Parana. Os
pocos rurais apresentaram maior inibicdo do processo de divisdo celular e maior
incidéncia de anormalidades cromossdmicas nas células das raizes de Allium cepa em
comparagao com 0s pocos urbanos. Esses resultados sugerem uma possivel contaminacéo
dos pocos rurais por agrotdxicos e outros poluentes associados as atividades agricolas

locais.

Medidas de monitoramento e controle sdo necessarias para garantir a qualidade da

agua destinada ao consumo humano e proteger a saude da populacéo.
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