Acta Elit Salutis- AES — (2022)V.6(1)
ISSN online 2675-1208 - Artigo Original

QUALIDADE TOXICOLOGICAE MICROBIOLOC}ICA
DA AGUA DE POCOS ARTESIANOS DO MUNICIPIO
DE REALEZA - PARANA

TOXICOLOGICAL AND MICROBIOLOGICAL QUALITY OF WATER
FROM ARTISIAN WELLS IN THE CITY OF REALEZA - PARANA

Soares, IAl, Nascimento, M2, Tavora, Z3, Damin, S*, Retuci, VS®

1 - 1zabel Aparecida Soares - Universidade Federal da Fronteira Sul. 2 - Mayara Nascimento -. Universidade Federal da Fronteira Sul . 3 -
Zacarias Tavora - Universidade Federal da Fronteira Sul..4 - Silvana Damin - Universidade Federal da Fronteira Sul. 5 - Vanessa Silva
Retuci - Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Realeza

Endereco do autor de correspondéncia Rodovia PR 182, Km 466 — Caixa Postal 253 — Campus Realeza — PR CEP 8570-000 e-
mail:izabel.soares@uffs.edu.br .

Resumo

Em municipios do Sudoeste do Parana, dentre os quais Realeza, parcela consideravel da populagdo consome agua de
pocos artesianos com qualidade monitorada por meio de parametros tradicionais, ou seja, fisico-quimicos e
microbioldgicos, porém com pardmetros toxicolégicos desconhecidos. O presente trabalho, visando contribuir com
avaliagOes toxicologicas, objetivou analisar a citogenotoxicidade das dguas de pogos artesianos rurais e urbanos no
municipio de Realeza - PR, por meio da utilizagdo do sistema Allium cepa. Para a realizagdo das analises foram feitas
coleta de &gua de pocos artesianos, escolhidos aleatoriamente, e, seguindo a listagem de cadastro presente na
Prefeitura/Vigilancia Sanitaria. As amostras foram coletadas de trés pogos na zona urbana e trés na zona rural do
municipio. Os bulbos de Allium cepa foram expostos as amostras de agua coletadas em triplicata, com controle positivo
em agua destilada, e controle negativo em solu¢do aquosa de sulfato de cobre 0,0006% por 72 horas, em seguida, foram
retiradas as raizes com a coifa, com aproximadamente 2cm de comprimento. Posteriormente, os meristemas radiculares
coletados, foram expostos ao fixador Carnoy por 24 horas, apos esse periodo foram lavados e reidratados. Das amostras,
foram confeccionadas laminas, expostas a solugédo de orceina aceto-cloridrica, aquecidas e postas para descansar. Apds
coloracdo, sobre as laminas procedeu-se a separacao das regides meristematicas das raizes, seguida de coberta com uma
ou duas gotas de acido acético. Das analises foram observadas alteracdes nos valores de Indice Mitdtico e Alteragdes
Cromossdmicas. Os resultados obtidos sugerem que a agua dos pogos artesianos tem potencial para causar danos no
genoma de organismos eucariotos.
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Abstract

In municipalities in the Southwest of Paran4, including Realeza, a considerable portion of the population consumes water from
artesian wells with quality monitored through traditional parameters, that is, physical-chemical and microbiological parameters,
but with unknown toxicological parameters. The present work, aiming to contribute with toxicological evaluations, aimed to
analyze the cytogenotoxicity of water from rural and urban artesian wells in the city of Realeza - PR, through the use of the
Allium cepa system. To carry out the analysis, water was collected from artesian wells, chosen at random, and following the
registration list present at the City Hall/Sanitation. Samples were collected from three wells in the urban area and three in the
rural area of the municipality. Allium cepa bulbs were exposed to water samples collected in triplicate, with a positive control
in distilled water, and a negative control in an aqueous solution of 0.0006% copper sulfate for 72 hours, then the roots were
removed with the hood, approximately 2cm long. Afterwards, the collected root meristems were exposed to Carnoy fixative
for 24 hours, after which they were washed and rehydrated. From the samples, slides were made, exposed to acetohydrochloric
orcein solution, heated and put to rest. After staining, the meristematic regions of the roots were separated on the slides,
followed by covering with one or two drops of acetic acid. From the analysis, alterations in the values of Mitotic Index and
Chromosomal Alterations were observed. The results obtained suggest that the water from artesian wells has the potential to
damage the genome of eukaryotic organisms.

Keywords: Biomonitoring; Environmental mutagenesis; Allium cepa system.
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Introducéo

No Brasil a qualidade da &gua de
abastecimento doméstico é afetada por rejeitos
domeésticos, efluentes industriais, escoamento
superficial urbano, além de poluentes oriundos
das atividades agricolas e pecudriast. Assim,
apesar de ser um recurso indispenséavel para a
sobrevivéncia de todos os seres vivos, ndo esta
livre de agdes antropicas causadoras de
contaminacgdes diversas, que na atualidade,
também direcionam estudos sobre a qualidade e
potencial toxigénico das aguas disponiveis para

consumao.

Dentre os indicadores de qualidade da
agua, os microbioldgicos estdo diretamente
relacionados ao potencial da agua ser veiculo
transportador de agentes infecciosos e seu
consumo desencadear doencgas®. Os coliformes
termotolerantes podem ser patogénicos aos
humanos, a exemplo da bactéria Escherichia
coli, importante indicadora de contaminagéo
fecal na agua, jA que habita normalmente a
microbiota intestinal de animais. Por sua vez,
Escherichia,

bactérias dos géneros

Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella,

denominadas coliformes totais, podem indicar
formas  mais

amplas de contaminagéo
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ambiental®. Desde modo, os padrdes apropriados
da qualidade da &gua destinada ao consumo
humano proveniente de sistema e solugdo
alternativa de abastecimento de &gua s&o
estabelecidos no Brasil pela Portaria n°® 2914 de
12 de dezembro de 2011 do Ministério da Saude,
a qual define que a 4gua potavel deve estar em
conformidade com padrdo microbioldgico e livre

dos coliformes termotolerantes®.

Outros indicadores, 0S de
genotoxicidade, também sdo relevantes para o
reconhecimento do potencial da agua causar
efeitos danosos aos organismos vivos, por meio
da compreensdo da expressao destes efeitos em
organismos modelos®. Um dos sistemas padrdes
para anélise ecotoxicologica, de facil execucéo,
custo reduzido e rapido resultado, utiliza como
organismo teste Allium cepa. Neste organismo, a
toxicidade é observada por meio de alteracOes
cromossdmicas, que ocorrem na divisdo celular.
Os danos genéticos sdo normalmente induzidos
por poluentes ambientais, indicando assim, a
presenca de substancias toxicas, citotoxicas e

mutagénicas, altamente indesejadas na &gua de

consumo humanao®.

Em muitos municipios a distribuicdo

de agua potavel é reduzida. Apenas 34,51% dos



domicilios rurais brasileiros estéo ligados a rede
de distribuicdo de dgua (com ou sem canalizacdo
interna), sendo que o restante (66,6% das
residéncias) utiliza solugbes alternativas e
coletivas de abastecimento, como pogos
freaticos, tubulares profundos e a coleta direta

das nascentes de agua’.

Os pocos artesianos sdo aqueles em
gue as aguas fluem naturalmente do solo, num
aquifero confinado, sem a necessidade de
bombeamento. E um poco tubular profundo cuja
pressdo da agua é suficiente para a sua subida a
superficie, necessitando a instalacdo de
equipamento na boca do tubo para controlar a
saida da agua, a sua profundidade é maior que a
de um poco convencional e em geral, sua

utilizacdo normal para uso residencial, as aguas

sdo captadas através de canos®.

Nos pequenos municipios do Sudoeste
do Parana, como Realeza, com seus 16.338
habitantes®, parcela da populacéo, especialmente
a localizada na éarea rural, consome &gua
proveniente de pogos artesianos, que demandam
0 monitoramento  tanto da

qualidade

microbiologica e  fisico-quimica, quanto
ecotoxicologica. Desta forma, o presente

trabalho visa analisar a citogenotoxicidade das
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aguas de pogos artesianos rurais e urbanos no
municipio de Realeza, Parana, por meio da

utilizacdo do sistema A. cepa.

Métodos

Coletas de amostras

Foram coletadas amostras de agua de
pogos artesianos no municipio de Realeza,
Sudoeste do Parand, durante os meses de junho
e julho de 2018. A partir da listagem de pocos
artesianos da Vigilancia Sanitaria do Municipio
de Realeza, fez-se um sorteio para selecéo de trés
pocos na Zona Urbana (P1, P2 e P3) e outros trés

na Zona Rural (P4, P5 e P6).

Em cada poco, foram coletadas duas
amostras diretamente da torneira apés a
reservacao, em temperatura de 18° C, sempre
com no minimo de 48 horas de auséncia de
chuva. Uma amostra foi enviada para o
laboratério de microscopia da Universidade
Federal da Fronteira Sul - Campus Realeza e a
analises

outra amostra enviada para

microbioldgicas na  Vigilancia  Sanitéria
Municipal de Realeza, a qual disponibilizou

posteriormente, os resultados.

Andlises de genotoxicidade



Utilizou-se como indicador bioldgico a
espécie Allium cepa, comercializada localmente.
Fez-se 0 uso de trés bulbos de A. cepa, para cada
uma das amostras, 0s quais foram expostos e
imersos durante 72 horas. Em seguida, retirou-se
as raizes com a coifa (aproximadamente 2 cm de
comprimento). O mesmo procedimento foi
realizado com os tratamentos controle negativo
(dgua destilada) e controle positivo (solugdo
aquosa de sulfato de cobre 0,0006%). Os
meristemas radiculares foram acondicionados
em microtubos contendo fixador Carnoy por 24
horas e lavados em &gua, para recuperagdo da
hidratacdo. Em seguida, para confeccdo das
laminas, os meristemas foram introduzidos em
solugdo de Orceina aceto-cloridrica, aquecidos
por trés vezes consecutivas, com intervalo de 30
minutos (descanso) entre cada aquecimento.
Apobs coloragdo, as regides meristematicas de
cada raiz foram separadas do restante radicular e
0s meristemas de cada bulbo de A. cepa
agrupados em uma lamina, cobertos com uma

gota de 4cido acético e laminula, para analise 1*

11,12

Em microscépio Optico Olympus®
CX31, foram observadas 1000 células por

lamina/bulbo, ou seja, 3000 células para cada
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amostra de &gua e tratamento controle, sendo
estabelecido: a) nimero de células em interfase,
b) fases da mitose, c) alteracdes cromossdmicas,
d) células portadoras de microndcleos, e) quebra

cromossémica.

Foram contabilizadas as ceélulas
micronucleadas (MN) e as anomalias (AN).
Também, calculou-se o indice mitético,
conforme Oliveira et al.'®, dividindo-se o
nimero de células em mitose (profase +
metafase + anafase + teléfase) pelo nimero total
de células (intérfase + mitose) multiplicando-se
por 100. Os dados extraidos das contagens total
de Micronicleos (MN) e Anormalidade
individuos  foram

Nucleares (AN) por

posteriormente submetidos a analise estatistica.

Analises microbiol6gicas

As amostras coletadas nos pocos
artesianos foram enviadas para analise de
coliformes totais e termotolerantes, realizadas

pela Vigilancia Sanitaria de Realeza.

Para andlise de coliformes totais,
realizou-se teste presuntivo pelo Método de
Tubos Mdltiplos. As amostras foram inoculadas
nos tubos preparados com lauril sulfato de

triptose, incubadas em estufa bacteriana a 35 °C



por 24/48 horas. Os tubos positivos (turvos e
com producdo de gas) foram quantificados e,
uma pequena amostra destes, foi inoculada em
tubos de caldo verde brilhante (Bile 2%),
também incubados a 35 °C por 24/48 horas, para
teste confirmatorio e a determinagéo do Numero
Mais Provavel (NMP)/100 ml de bactérias nas
amostras, realizada pela contagem de tubos

positivos nas diluicoes 1:1, 1:10 e 1:100%.

Para analises de coliformes
termotolerantes, também se utilizou do Método
de Tubos multiplos, onde amostras dos tubos
positivos do teste presuntivo foram inoculados
em tubos contendo Meio Escherichia coli. Os
tubos foram deixados em banho maria a 44,5 °C
durante 30 minutos, e apds o periodo de tempo

foi verificando a formacdo de gas, o que indica a

existéncia de coliformes de origem fecal.

Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresenta as alteracBes
citotoxicas encontradas em analise de células
dos meristemas radiculares das cebolas, onde os
valores do IM das células submetidas as
amostras de 4&guas coletadas nos pogos

artesianos urbanos e rurais foram inferiores ao
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do controle negativo, indicando toxicidade nas
amostras obtidas.

Avaliacdes com [IM com valores
inferiores ao do controle negativo é uma forma
confidvel de determinar a presenca de
substancias citotoxicas'®, sendo esse decréscimo
identificado nos resultados obtidos neste
experimento. Ainda, é possivel constatar que nas
amostras dos pogos da Zona Urbana (P1, P2 e
P3) o IM esta préximo do controle negativo,
enquanto que, para 0s po¢os da Zona Rural (P4,
P5 e P6) os indices estdo bem abaixo (Tabela 1).

Para o controle positivo identificou-se
241 células com mitoses alteradas, seguidas
respectivamente, por 194, 215 e 198 células
obtidas nos tratamentos em &aguas dos pocos
artesianos da Zona Rural (Tabela 1). A
proximidade desses numeros ao do controle
positivo, que atua como um agente causador de
alteragdes celulares, é um indicativo da presenca
de elementos nas aguas dos pocos artesianos da
Zona Rural que podem promover a
genotoxicidade.

A genotoxicidade pode ser identificada
por alteracbes cromossdmicas, resultantes de
anomalias nos cromossomos como: stickiness,
cromossomicas,

micronucleos, pontes

deformacdes do ndcleo™®. O primeiro mecanismo



de acdo dos agentes genotdxicos resulta em
lesdes no DNAZS, e ainda, segundo Majer?’,
essas alteracBes podem provocar tentativa de
reparo que nem sempre € bem sucedida, fazendo
com que as alteracbes se tornem irreversiveis,

podendo levar a morte celular.

Tabela 1. Pardmetros microbiolégicos de amostras
de &gua oriundas de pogos artesianos e parametros
genotdxicos de A. cepa submetidas a essas amostras

de 4gua.

Legenda: IM% (indice Mitdtico Percentual), IAC (indice de
Alteragcbes Cromossdmicas); Amostra P1, P2, P3 (Zona urbana);
Amostra P4, P5, P6 (Zona rural)

Fonte: Elaborado pelos autores (2019).

Da andlise do potencial mutagénico, os
achados observados em células de A. cepa, como
anomalias do tipo frequéncia de microntcleos,
stickiness e outras ndo identificadas, indicaram a
presenga de contaminantes nas amostras de
aguas e que ocasionaram em mutagenicidade

(Figura 1).

A agdo de agentes genotoxicos promove
lesdes no DNA (oxidag&o e dimerizagéo, adutos
de DNA, entre outras). Neste estudo, a
ocorréncia de Micronucleo (MN), pontes

anafésicas, sdo indicativos para danos
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ocasionados pela presenca de substancias

clastogénicas nas amostras testadas.

Outros achados neste estudo foram
stickiness (Figura 1), que resultam de falhas no
processo de disjuncdo indicando a presenca de
substancias aneugénicas, que interferem na
formacdo do fuso acromatico. Os eventos de c-
mitoses se originam quando h& inativacdo do
fuso de modo que, os cromossomos ficam
dispersos na célula. Varias substancias quimicas
podem promover esses eventos, dentre elas

aquelas presentes nos pesticidas.

Figura 1. Alteracfes cromossomicas encontradas nas células das
raizes submetidas a 4gua dos pocos artesianos. M.O 100X.
Legenda: As setas brancas e pretas estdo apontadas para diferentes
alteracBes encontradas durante as analises.

Fonte: Elaborado pelos autores (2019).

Nas analises  toxicoldgicas, as
anormalidades nos cromossomos de ceélulas
meristematicas de A. cepa funcionam como
eficientes pardmetros para a investigacdo de
genotoxicidade. Mas, vale ressaltar que estudos
com esse modelo bioldgico demonstram que
nem sempre a toxicidade esta correlacionada
com a genotoxicidade, pois alteracdes

relacionadas com o crescimento da raiz e IM sao

pardmetros indicativos de citotoxicidade. Por



outro lado, alteragbes como anomalias

cromossOmicas  (stickiness,  micronucleos,
pontes cromossémicas, entre outras), indicam

genotoxicidade?.

Espacialmente, o0s pocos avaliados
apresentam localizagdes distintas, sendo trés na
area urbana e trés na area rural. Das analises, 0s
numeros apresentam diferencas consideraveis
entre eles, com 0s mais expressivos para as
avaliagbes em &guas coletadas na area rural,
indicativo que os contaminantes mais provaveis
sejam de origem agricola e residuos domésticos.
Neste cenario, é sabido que a genotoxicidade
estd relacionada com eventos de poluicéo
ambiental e, estando os seres vivos em interacéo
com o meio ambiente, consequentemente sofrem
influéncia que propiciam modificagdes no seu

material genético.

Neste contexto, amostras de agua de trés
pogos artesianos localizados na Zona Rural no
municipio de Realeza/Pr foram analisadas no
ano de 2018 e, também indicaram valores para
indice mitotico menores para dois dos trés pocos
sugerindo citotoxicidade, somando efeitos de
genotoxicidade e mutagenicidade para 0s pogos

artesianos P1, P2 e genotoxicidade para P32,
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Das andlises microbioldgicas, o0s
resultados indicaram presenca de coliformes
totais em quatro dos seis pocos avaliados, sendo

P1, P2, P3 e P6, sem indicativo de presenca para

0s pocos P4 e P5 (Tabela 1).

Por meio desses dados podemos estimar
gue a maioria dos pocos avaliados apresentaram
contaminacdo por coliformes totais, indicando
contaminacdo pelos rejeitos domeésticos,
efluentes industriais e escoamento superficial
urbano e agricola, levando a infiltragbes e
ocasionando em riscos a saude das pessoas que

consomem essa agua diariamente sem proceder

com habitos sanitarios de fervura e filtragem®.

Entretanto, a auséncia de E. coli nas
amostras de agua indica que ndo ha
contaminacdo por dejetos fecais, o que
representa uma das condicOes favoraveis para a
manutencdo da salde da populacdo do

municipio®.

Considerando outras avaliacOes
realizadas no estado do Parana, no municipio de
Bandeirantes, a analise de 385 amostras resultou
em 47,79% delas contaminadas por coliformes,
indicando &gua impropria para consumo

humano?. Além disso, no municipio de Cambé,

avaliou-se no periodo de 2013 a 2017 um total



de 200 amostras de &gua, das quais 113 (56,5%)
estavam contaminadas com coliformes totais e

35 (17,5%) com E. coli.

Nacionalmente, permanecendo ainda na
porcdo aflorante do Aquifero Guarani, no
municipio de lvoti-RS, coliformes totais foram
encontrados em 66,6% das amostras, coliformes
termotolerantes em 25,9%, desses 40,7% para
adenovirus e 22,2% para rotavirus, sem
ocorréncia de enterovirus?:. As avaliacOes de
amostras no estado do Rio Grande do Sul, trazem
dados que indicaram 100% de contaminagao por
coliformes nas amostras obtidas de pogos
artesianos?. Nesse mesmo estado, nos
municipios de S&o Jodo das Missdes, Sdo Miguel
das Missdes, o0 resultado da analise
microbioldgica da amostra sugere atencao, pois
embora ndo tenha apresentado contaminagéo
pela bactéria Escherichia coli, apresentou

existéncia de coliformes totais, 0 que sugere

necessidade de tratamento da dgua?®.

Outros estudos relacionados, com dados
apresentados no estado do Rio de Janeiro,
registram a presenca de coliformes totais e
termotolerantes nas redes e pocos artesianos de
duas regides e constataram que nas amostras

coletadas de pocos do Parque Fluminense
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apresentava 55,5% de contaminagdo por
coliformes termotolerantes e 62% em
Colubandé, o que permitiu concluir que a dgua

proveniente de pogos tem maior nivel de

contaminacgdo em relagdo as amostras da rede?.

Ressalta-se que a presenca de coliformes
nas amostras ¢ um sinal de alerta sobre uma
circunstancia favoravel a apari¢cbes de surtos
diarreicos na populagéo, sendo mais grave em
criangas e idosos por possuirem o sistema
imunoldgico debilitado e podendo, nesses casos
até acarretar 0bito?®. Assim, medidas de
cuidados devem ser empregadas para minimizar
a contaminacdo, o que envolve a cloracéo,
processo que necessita de monitoramento
técnico, ou estratégia mais simples, como a
fervura da agua antes do consumo, ja que oS
microrganismos s&o inativados nas temperaturas

elevadas?.

Concluséao

Os dados obtidos a partir da andlise de
aguas dos pocos artesianos por meio do
indicador bioldgico A. cepa indicaram potencial
genotoxico e citotoxicos para as células

eucariontes.



Que apesar da deteccdo de presenca de
coliformes  termotolerantes ndo  indicar
diretamente riscos como agentes responsaveis
por doencas veiculadas pela agua, o fato de
estarem presentes sinaliza problemas sanitarios,
sugerindo possibilidade de existéncia de outros
patégenos.

Para além dos indices obtidos, os dados
ainda refletem a necessidade da adogdo de
estratégias de manutencdo dos recursos naturais
associadas a preocupacdo com a qualidade,
tornando a &gua apropriada para consumo dos
municipes. Neste sentido, uma das intervencdes
é estabelecer programas de biomonitoramento

que auxiliem e contribuam com ag¢fes de manejo

e protecao.
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Anexos

Tabela 1. Pardmetros microbioldgicos de
amostras de dgua oriundas de poc¢os artesianos e
parametros genotdxicos de A. cepa submetidas a

essas amostras de agua.

Legenda: IM% (indice Mitético Percentual),
IAC (indice de Alteragdes Cromossdmicas);
Amostra P1, P2, P3 (Zona urbana); Amostra P4,
P5, P6 (Zona rural)

Fonte: Elaborado pelos autores (2019).

Figura 1.  Alteragbes  cromossomicas
encontradas nas células das raizes submetidas a
agua dos pocos artesianos. M.O 100X.

Figura 1.  Alteragdes  cromossomicas
encontradas nas células das raizes submetidas a
agua dos pocos artesianos. M.O 100X.

Legenda: As setas brancas e pretas estdo

apontadas para diferentes alteracfes encontradas
durante as analises.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2019).
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