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RESUMO

O rompimento da barragem de Bento Rodrigues e a contaminacao do Rio Doce afetaram inimeras cidades, entre elas
Governador Valadares, situada na regido leste do estado de Minas Gerais. No contexto de pds acidente ambiental, a
utilizacdo de bioindicadores e bioensaios para avaliacdo da toxicidade da agua potével, proveniente do Rio Doce e
distribuida as populacdes, é de grande relevancia para identificacdo de possiveis riscos a saude. O objetivo deste estudo
foi avaliar os parametros fisico-quimicos e de genotoxicidade da dgua potavel distribuida a populacdo de Governador
Valadares, Minas Gerais, p6s rompimento da barragem de Mariana. A raiz de cebola, espécie Allium cepa, foi utilizada como
organismo-teste. Amostras de agua potavel foram coletadas em pontos estratégicos das redes de distribuicdo de dgua da
cidade de Governador Valadares, denominadas Estacdes de Tratamento de Agua: 1) Central, localizada na porcao central
do municipio; 2) Vila Isa, localizada no bairro Vila Isa e 3) Santa Rita, localizada no bairro Santa Rita. Os parametros de
genotoxicidade avaliados foram o indice mitético, a frequéncia de aberragées cromossémicas no ciclo mitético e a presenca
de micronucleos. Os resultados mostraram auséncia de genotoxicidade nas trés amostras de agua potavel analisadas, e
as anadlises fisico-quimicas encontraram-se dentro dos padroes de potabilidade. A genotoxicidade é um parametro nao
regularmente avaliado em amostras de agua potavel. Em caso de efeito genotdxico positivo, as analises fisico-quimicas
poderiam estar correlacionadas. Entretanto, foi observado auséncia de alteragées nos parametros de genotoxicidade e
fisico-quimicos. Os resultados deste estudo colaboram com informagdes sobre a seguranca e qualidade da dgua potavel
distribuida no municipio de Governador Valadares.
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ABSTRACT

Bento Rodrigues dam’s rupture and the contamination of the Rio Doce affected numerous cities, including Governador
Valadares, located in the eastern region of the state of Minas Gerais. In the context of an environmental post-accident,
the use of bioindicators and bioassays to assess the toxicity of drinking water from the Rio Doce and distributed to
populations is of great relevance for identifying possible health risks. The aim of this study was to evaluate the physical-
chemical and genotoxicity parameters of potable water distributed to Governador Valadares, Minas Gerais after Mariana
dam disaster. Onion root, species Allium cepa, was used as a test organism. Potable water samples were collected at
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strategic points of the water distribution networks in the city of Governador Valadares, called Water Treatment Stations:
1) Central, located in the central portion of the municipality; 2) Vila Isa, located in the Vila Isa neighborhood and 3) Santa
Rita, located in the Santa Rita neighborhood. Cytotoxicity was measured by comparing the growth of Allium cepa roots
before and after exposure to the test solutions. Genotoxicity parameters evaluated were the mitotic index, frequency
of chromosomal aberrations in the mitotic cycle and the presence of micronuclei. The results showed the absence
of genotoxicity in the three samples of potable water analyzed, and the physical-chemical analyzes were within the
potability standards. Genotoxicity is a parameter not regularly evaluated in potable water samples. In case of a positive
genotoxic effect, the physical-chemical analyzes could be correlated. However, no changes were observed in the
genotoxicity and physicochemical parameters. The results obtained in this study collaborate with information about

the safety and quality of potable water distributed in Governador Valadares.

Keywords: Potable water; Biological assay; Toxicity

INTRODUCAO

Os efeitos das atividades humanas sobre o meio
ambiente representam grande preocupacdo. A
contaminacao de ecossistemas terrestres e aquaticos
por substancias quimicas é consequéncia do
crescimento do processo de industrializacdo, maior
utilizacdo de veiculos e aumento do uso intensivo
de recursos naturais pela agropecudria, silvicultura e
mineracao (AZEVEDO, CHASIN, 2004; SOARES, SOUZA,
2019). No ambiente natural, um grande numero de
xenobidticos potencialmente téxicos estd presente.
Esses compostos, isoladamente, podem ou néao
induzir efeitos adversos a um organismo. No entanto,
a interacdo de um xenobidtico com outras substancias
pode acarretar danos as células e tecidos, devido
a geracao de derivados mais toxicos. Além disso,
substancias potencialmente tdxicas podem ser mais ou
menos perigosas dependendo das condicoes climaticas
as quais estao expostas, como a incidéncia da luz
ultravioleta, a intensidade do calor e o indice de chuva.
Devido a complexidade natural dos ambientes, torna-se
dificil predizer o que ocorrera com um agente quimico
quando liberado no meio terrestre ou aquatico (DUFFUS,

1986; PARVAN et al., 2020).

Dentre os meios bioticos existentes, 0 ambiente aquatico
€ um dos mais atingidos pelos impactos ambientais
causados pela conduta errbnea da populacao e de

empresas. O rompimento da barragem de Bento
Rodrigues, localizada no municipio de Mariana, estado
de Minas Gerais, liberou uma grande quantidade de
rejeitos de mineracao no Rio Doce em novembro de
2015 e atingiu inUmeras cidades, entre elas Governador
Valadares, situada na regido leste do estado de Minas
Gerais. Rompimentos de barragem de rejeitos sao
potenciais indutores de alteragbes na qualidade dos
recursos hidricos, e podem promover riscos a saude
das populacdes expostas ao longo de muitos anos
(CARVALHO et al., 2017; SOUZA et al., 2021; WANDERLEY
etal, 2016).

Os rejeitos de mineracao podem conter metais como o
arsénio, 0 cadmio, o cromo e o mercurio. Os metais e 0s
compostos de metais apresentam toxicidade, e o fator
determinante é o grau de exposicao a essas substancias
em relagéo ao tempo (MUNIZ, OLIVEIRA-FILHO, 2006).
Além das populacdes humanas, os animais aquaticos
podem sofrer os fendmenos de bioacumulacdo e
biomagnificacdo de metais. Alguns peixes que se
encontram no topo da cadeia alimentar aquatica podem
armazenar metais e passa-los para os seres humanos por

meio da alimentacao (REPULA et al,, 2012).

A utilizacdo de parametros biol6égicos para aferir
a qualidade da agua se baseia nas respostas dos
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organismos em relacdo ao meio onde vivem. Uma
vez que rios estao sujeitos a inimeras perturbacoes, a
biota aquatica reage a esses estimulos, sejam naturais
ou antropogénicos (CREADO, 2018; GRUBER et al., 1980;
MAGALHAES, FILHO, 2008).

Para a compreensao da acao téxica de determinados
compostos sobre diferentes ecossistemas, utilizam-se
0s bioensaios. Entre os bioensaios comumente
utilizados em acdes de biomonitoramento ambiental,
destacam-se os ensaios de genotoxicidade (BOLOGNESI,

2003; KIER, 2015).

O modelo de estudo Allium cepa, amplamente
utilizado em ensaios de genotoxicidade, é um
importante organismo-teste para o biomonitoramento
ecotoxicoldégico, uma vez que possui baixo custo, nao
exige equipamentos elaborados para a manutencao
e apresenta boa correlagdo com resultados de outros
testes de genotoxicidade e mutagenicidade (CHANDRA
etal., 2005). O teste do Allium cepa é utilizado em andlises
de medicamentos, fitoterdpicos e na avaliacdo da
qualidade de 4guas de rios (JESUS, ZAMBERLAN, 2018;
RODRIGUES, DALZOCHIO; GEHLEN, 2016; SILVA et dl.,
2019).

Em contexto de pos acidente ambiental em larga
escala, a utilizacdo de bioindicadores para avaliacdo
da toxicidade da agua potavel, proveniente do Rio
Doce e distribuida as populagdes por meio do Servico
Auténomo de Agua e Esgoto (SAAE), é de grande
relevancia para identificacdo de possiveis riscos a saude
e qualidade de vida das populag¢des. Adicionalmente,
alteracdes fisico-quimicas da dgua podem trazer riscos
a nivel molecular, aumentando o risco de toxicidade ao
material genético dos organismos.

Desta forma, objetivo deste estudo foi avaliar os
parametros fisico-quimicos e de genotoxicidade da
agua potavel distribuida a populacdo de Governador
Valadares, Minas Gerais, p6és rompimento da barragem
de Mariana.

Dentre os motivos para a realizacdo do estudo em
Governador Valadares destacamos que é a maior
cidade em numero de habitantes dentre as atingidas
pelo vazamento de 2015 e a captacdo de agua para
distribuicdo a populacdo é majoritariamente do Rio
Doce. Adicionalmente, a populacdo da cidade mantém
uma desconfianca em relacdo a qualidade da agua
distribuida, de forma que o debate permanece ativo
até os dias atuais e o tema de interesse publico. O Rio
Doce é considerado simbolo da cidade de Governador
Valadares, sendo grande atrativo cultural, ambiental e
turistico.

METODO

Amostragens

Amostras de dgua potavel foram coletadas no ano 2022,
meses de marco (periodo chuvoso) e julho (periodo
seco), seguindo as recomendacdes do “Guia Nacional
de Coleta e Preservacao de amostras” desenvolvido pela
Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB),
Agéncia Nacional de Aguas (ANA) em 2012 (BRASIL,
2012), da Portaria GM/MS Ne 888 (MINISTERIO DA SAUDE,
2021) e da nota técnica 004/17 do Instituto Nacional de
Meteorologia, 5° Distrito de Meteorologia/Minas Gerais/
Belo Horizonte e Secao de Andlise e Previsao do Tempo
— SEPRE (INMT, 2017).

Foram coletadas amostras de dgua potavel da torneira
de pontos estratégicos e de abrangéncia populacional
atendidos por cada uma das trés redes de distribuicao de
agua da cidade de Governador Valadares, Minas Gerais,
denominadas Estacdes de Tratamento de Agua (ETAs): 1)
ETA Central, localizada na porcao central do municipio;
2) ETA Vila Isa, 4372+VP Vila Isa, Gov. Valadares - MG e 3)
ETA Santa Rita, 32W8+VV Santa Rita, Gov. Valadares - MG.

Os trés

populacional selecionados para a coleta das amostras

pontos estratégicos e de abrangéncia
foram: 1) terminal rodovidrio, atendido pela ETA Central;
2) Aeroporto de Governador Valadares, atendido pela
ETA Santa Rita e 3) Hospital Bom Samaritano, atendido

pela ETA Vila Isa.
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As coletas de amostras de dgua potavel foram realizadas,
em réplica, nos periodos chuvoso (margo de 2022) e seco
(julho de 2022), considerando o regime de sazonalidade
da regiao de Governador Valadares na reducao de vieses.
Duas amostras de agua potavel foram coletadas de
cada um dos trés pontos estratégicos e de abrangéncia
populacional selecionados.

Espécimes de Allium cepa

Os espécimes de Allium cepa utilizados no estudo
apresentaram tamanho uniforme, a mesma origem,
saudaveis, organicos e nao germinados. Antes da
realizacao dos experimentos, os catafilos externos secos
dos espécimes foram removidos com bisturi, de forma
gue a area radicular ndo fosse danificada.

Analises fisico-quimicas da agua potavel

As andlises fisico-quimicas de potencial de hidrogénio
(pH), de condutividade, de alcalinidade, de turbidez,
de ferro total, de manganés total, de gas carbonico,
de dureza, de calcio, de magnésio, de cloreto, de
acidez total, de fluoreto, de nitrato e de nitrito foram
realizadas nas amostras de &agua potavel dos trés
pontos estratégicos e de abrangéncia populacional
selecionados.

As andlises fisico-quimicas foram realizadas em
colaboragdo com o Departamento de Farmacia
da Universidade Federal de Juiz de Fora campus
Governador Valadares e em conformidade com a
Portaria GM/MS NO 888. As analises foram incluidas
no estudo para avaliar se, em caso de efeito positivo
de genotoxicidade, haveria correlaggo com algum

parametro fisico-quimico.

Teste do Allium cepa

O teste do Allium cepa foi realizado de acordo com os
protocolos propostos por Grant (1982) e Rank e Nielsen
(1997), com pequenas modificacdes da técnica. Os
bulbos foram colocados em processo de germinacao
e alocados em recipientes apropriados, com a parte
inferior mergulhada nas solu¢des aquosas controle ou

nas solucdes aquosas teste. Cada experimento utilizou
trés bulbos de cebola (um para cada tratamento), além
do controle negativo (dgua mineral de fornecedor
padronizado) e do controle positivo (solucdo de sulfato
peréxido de hidrogénio a 0,03% diluido em &agua
mineral).

Antes da exposicao dos espécimes de Allium cepa
as solugdes-teste e respectivos controles negativo e
positivo, as raizes de cebola ficaram imersas por 48
horas em agua mineral e, ao final do tempo, as raizes
de cada exemplar de cebola foram medidas para
posterior comparacdo com as 48 horas de exposicao dos
espécimes de Allium cepa as solucdes-teste e respectivos
controles negativo e positivo. Ao final do tempo de
exposicao, as raizes de cada exemplar de cebola foram
novamente medidas para a avaliacao da citotoxicidade.

Apds a mensuracao do parametro citotoxicidade, as raizes
foram cortadas a 1 cm do apice, e a coleta de quatro a
cinco raizes por bulbo foi realizada. Posteriormente foram
imersas em solucao fixadora Carnoy (etanol/acido acético
- 3:1) durante o periodo de 24 horas. Em seguida, as raizes
foram mergulhadas em etanol 70% (etanol/agua - 3:1) e
conservadas em geladeira até o momento da preparacao
das laminas. O teste foi conduzido em temperatura de 25°
C e sem iluminacao direta. Para o preparo das laminas,
duas pontas de raizes de cada amostra foram retiradas do
etanol 70% e colocadas sobre a lamina de vidro. Foram
adicionadas duas gotas do corante carmim acético a 1%
(@cido acético/carmim 99:1). O processo de coloracdo
teve duracao de 10 minutos e, em seguida, foi adicionada
uma laminula. O squash (esmagamento manual) do
material foi realizado com a compressao do dedo polegar
em lamina. As bordas das laminulas foram seladas
com esmalte para producdo de laminas de material
permanente.

As laminas foram analisadas ao microscopio optico. Os
parametros avaliados no teste foram o indice mitético
(IM), a frequéncia de aberragdes cromossoémicas (AC)
no ciclo mitético e a presenca de microntcleos (MN)
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em 1000 células. As frequéncias de AC e MN podem
indicar a presenca de genotoxicidade. O IM corresponde
a relacao entre o numero de células em divisdo celular
e o total de células observadas, em porcentagem.
Para a andlise de AC, as aberragdes cromossémicas do
tipo fragmentos cromossOmicos, pontes e atrasos no
processo de divisao celular foram consideradas. Todos os
registros de aberragcdes cromossémicas foram reunidos
em uma categoria para possibilitar a avaliacao das AC
como um Unico endpoint.

Analise dos resultados

Os resultados obtidos foram analisados por meio de
teste de variancia (ANOVA) e pds-teste de comparagao
multipla de Tukey, com o auxilio do programa GraphPad
versao Prism Free Trial. O valor de p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo para os parametros

avaliados.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Andlises fisico-quimicas da agua potavel
A Tabela 1 mostra o resultado comparado das analises

fisico-quimicas das amostras de dgua potavel.

As analises fisico-quimicas apresentaram-se em
conformidade com os padrées da Portaria GM/MS
N° 888 nas trés amostras de dgua potavel avaliadas.
A portaria estabelece que a 4agua para consumo
humano nao esta apenas relacionada a ingestao, mas
também a preparacdao e producao de alimentos e
higiene pessoal (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Tabela 1: Andlises fisico-quimicas comparadas das amostras de agua potavel coletadas nas ETAS Centro, Santa Rita e Vila Isa

BT oS Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Padroes Portaria GM/
(ETA Centro) (ETA Santa Rita) (ETA Vila Isa) MS n0O 888*

6,44 6,19
Condutividade 0,361 0,362
" onatos (mafly 130 150
Turbidez (NTU) 3,5 3,5
Ferro total (mg/L) 0,01 0,01
Manganés total (mg/L) 0,01 0,01
Gés carbonico (mg/L) 10,0 20,0
Dureza (mg/L) 36,0 32,0
Calcio (mg/L) 21,6 19,2
Magnésio (mg/L) 14,4 12,8
Cloreto (mg/L) 200,0 190,0
Acidez total (mg/L) 10,0 9,0
Fluoreto (mg/L) 0,0 0,0
Nitrato (mg/L) 0,01 0,02
Nitrito (mg/L) 0,0 0,0

ETA= Estacao de Tratamento de dgua. pH= potencial de hidrogénio. *Portaria GM/MS N° 888, de 2021:

6,51 6,0a9,5
0,363 Até 1,0

12,0 -

0,0 -
12,0 -

35 Até 5,0
0,02 Até 0,3
0,01 Até 0,1

8,0 -
34,0 Até 500,0
20,4 Até 300,0
13,6 Até 250,0

205,0 -

7,0 Até 1,0

0,0 Até 1,0
0,03 Até 1,0

0,0 Até 1,0

normas sobre as acdes e os servicos de satde do Sistema Unico de Saude.

consolidagao das
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Os resultados fisico-quimicos obtidos neste estudo  Teste do Allium cepa
trazem informacoes relevantes sobre a qualidade da A Figura 1 mostra uma lamina de raiz de cebola

(Allium cepa) produzida ao longo do experimento.
agua potavel distribuida a populacao de Governador

Valadares p6s acidente ambiental, indicando que as Para a afericdo do parametro citotoxicidade, as

raizes de cada exemplar de cebola foram medidas
amostras avaliadas se encontram dentro dos padrdes

antes e apds a exposicdo as substancias-teste para
de potabilidade e aptas ao consumo da populagao. comparacao do crescimento.

Possiveis alteracées nos parametros fisico-quimicos,
como o aumento das concentracbes de ferro e/
ou manganés, poderiam ter sido observadas nas
amostras de agua em decorréncia do acidente
ambiental de 2015. No entanto, o tratamento da

4gua, a caracteristica da coleta (dgua superficial ou

profunda) ou o lixiviamento podem ter interferido

nas concentragcdes obtidas neste estudo.

Os resultados da avaliacdo do parametro citotoxicidade estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Avaliacdo do parametro de citotoxicidade por meio da comparacdo entre os tamanhos das raizes de Allium
cepa antes e 48 horas ap6s exposicao as solugdes-teste (amostras de dgua potével) e controles positivo e negativo.

EXPERIMENTO 1 - periodo chuvoso (marco 2022)

Amostras Antes da exposicao as solucoes-teste Apds 48 de exposicao as solucoes-teste

e controles (cm) e controles (cm)
Controle negativo 2,1 6,3
Controle positivo 23 24
ETA Centro 2,8 5,9
ETA Santa Rita 1,9 4,0
ETA Vila Isa 13 39

EXPERIMENTO 2 - periodo seco (julho 2022)

Antes da exposicao as solucoes-teste Apos 48 de exposicao as solugoes-teste

Suses e controles (cm) e controles (cm)
Controle negativo 2,4 5,6
Controle positivo 1,8 1,9
ETA Centro 2,3 4,1
ETA Santa Rita 3,3 53"
ETA Vila Isa 33 4,8

Controle negativo = d4gua destilada; controle positivo = peréxido de hidrogénio a 0,03%; ETA = Estacao de Tratamento
de Aguas. ANOVA, pos-teste de Tukey, p<0,05. *Significativamente diferente em relacdo ao tratamento ou controle
antes da exposicao.
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Tabela 2: indice mitético (IM), frequéncia de aberracdes cromossémicas (AC) e microntcleos (MN) avaliados em 1000
células de Allium cepa imersas nas amostras de agua potavel obtidas da ETA Centro, ETA Santa Rita, ETA Vila Isa e seus
respectivos controles negativo e positivo

EXPERIMENTO 1 - periodo chuvoso (margo 2022)

Antes da exposicao as solucoes-teste Apos 48 de exposicao as solucoes-teste

SIRESITEE e controles (cm) e controles (cm)
Controle negativo 2,1 6,3
Controle positivo 23 24
ETA Centro 2,8 5,9
ETA Santa Rita 1,9 4,0
ETA Vilalsa 1,3 3,9

EXPERIMENTO 2 - periodo seco (julho 2022)

Antes da exposicao as solucoes-teste Apos 48 de exposicao as solucoes-teste

SIGEDITES e controles (cm) e controles (cm)
Controle negativo 2,4 5,6
Controle positivo 1,8 1,9
ETA Centro 2,3 41"
ETA Santa Rita 3,3 53"
ETA Vilalsa 3,3 48"

Controle negativo = dgua destilada; controle positivo = peréxido de hidrogénio a 0,03%; ETA = Estacdo de Tratamento de
Aguas. ANOVA, pés-teste de Tukey, p<0,05. *Significativamente diferente em relacao ao tratamento ou controle antes da
exposicao.

O indice mitético (IM = Numero de células em divisao/1000 células) é um parametro indicador de proliferacdo
adequada das células. Nos experimentos 1 e 2, realizados nos periodos seco e chuvoso, os IM mostraram uma
taxa de divisdo celular acima de 15%, possibilitando a avaliacdo das frequéncias de AC e MN.

Na avaliacdo das AC foram quantificados os seguintes parametros: pontes anafdsicas e cromossomos
retardatdrios. Para a avaliacdo de MN foram consideradas as visualizagdes de quebras cromossémicas e migracao
de cromossomos inteiros. A Figura 2 mostra uma ponte anafésica, um dos parametros de avaliacao de AC.

Os resultados das avaliagbes genotoxicas e
i"‘ mutagénicas no teste do Allium cepa mostraram

que as trés amostras de dgua potdavel, coletadas
de distintos pontos estratégicos da cidade de

o

Governador Valadares, nao indicaram frequéncia

r? significativa de AC e MN, tanto no periodo chuvoso
quanto no periodo seco.

Alteracdes a nivel molecular sao potenciais agentes

ve

nocivos ao material genético dos organismos e
* idealmente devem ser avaliadas para monitorar a

seguranca e salde das populagdes, assim como
possiveis implicacées futuras (PARVAN et al., 2020).

#l
.
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Mesmo os resultados deste estudo sugerindo
auséncia de efeitos citotdxicos e genotodxicos
nas amostras de dagua potdvel provenientes do
rio Doce, é importante destacar a importancia
do monitoramento periédico de aguas de rios
que abastecem as populacdes, especialmente no
contexto de acidente ambiental de larga escala como

o ocorrido em 2015.

CONCLUSAO

Em conclusao, os resultados deste estudo mostraram
que a agua potadvel da cidade de Governador
Valadares, Minas Gerais, Brasil, representadas pelas
amostras das estacbes de tratamento Centro,
Santa Rita e Vila Isa, ndo apresentaram toxicidade,
genotoxicidade ou mutagenicidade nos parametros
avaliados e encontram-se dentro dos padrbes de
potabilidade em relacdo as andlises fisico-quimicas.
Recomenda-se o monitoramento periddico de
genotoxicidade da d4gqua potavel distribuida as
populacdes. Os resultados obtidos neste estudo
colaboram com informacdes cientificas sobre a
seguranca e qualidade da agua potavel distribuida
no municipio de Governador Valadares, Minas Gerais,
Brasil.
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Figura 1: Lamina de raiz de cebola (Allium cepa)
evidenciando as paredes celulares e nucleos.

Figura 2: Ponte anafdsica como indicadora de

aberracdo cromossomica (AC).
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