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RESUMO

O aumento das atividades antropicas proporcionado pelo crescimento populacional tem
promovido maior descarga de residuos no meio ambiente e consequentemente a contaminacao
quimica e bioldgica dos recursos hidricos. Os contaminantes quimicos em niveis acima dos
limites permitidos pela legislacdo nas aguas subterraneas podem gerar impactos negativos para
a salde publica, visto que, alguns compostos apresentam caracteristicas de bioacumulagdo e
biomagnificacdo, além da sua agédo toxica e genotoxica aos organismos expostos. Diante disso,
este estudo teve como objetivos: 1) determinar metais e contaminantes emergentes em aguas
subterraneas; 2) associar a presenca destes contaminantes com 0 uso e ocupacao do solo; 3)
avaliar o risco para a populagdo exposta a esta &gua; e, 4) avaliar os efeitos da cito-
genotoxicidade de concentracGes de aluminio e manganés em células de CHO e CHO-XRS5.
Para tanto, amostras de aguas subterraneas foram coletadas nas cidades de Caarap0 e Itapora
no estado do Mato Grosso do Sul. Analises dos parametros fisico-quimicos e determinacédo de
metais e contaminantes emergentes foram realizadas para avaliacdo da qualidade da &gua. O
uso e cobertura do solo foi avaliado para determinar as possiveis fontes que influenciam na
contaminacdo das aguas subterraneas. Os potenciais riscos a salde humana dos elementos
quimicos identificados nessa adgua foram calculados por meio da avaliacdo de risco. Os
resultados indicaram aluminio, ferro, manganés e niquel com valores superiores aos permitidos
pelas legislacBes de referéncia e cromo, cobalto, manganés e niquel em concentracdes acima
do considerado seguro para saude humana. Além dos metais, também foram identificados
contaminantes emergentes. Considerando os resultados referentes as concentracdes de aluminio
e manganés, estes foram selecionados para andlises de cito-genotoxicidade. Os testes do MTT
{brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}, micronicleo e ensaio do
cometa em células de CHO e CHO-XRS5 foram utilizados para essas andlises. Quando
analisado os efeitos citotoxicos e genotoxicos nessas linhagens celulares, foi observado que
tanto o aluminio quanto o manganés induziram a perda significativa da viabilidade celular e
aumento dos danos genéticos nas células expostas, mesmo em baixas concentracfes. Os
resultados deste estudo podem contribuir com informag6es que auxiliem 6rgéos fiscalizadores
para a melhoria dos limites padrbes atualmente propostos pela legislacdo vigente e servirem
como alerta para as pessoas que utilizam essa agua para consumo.

Palavras-chave: Agua para consumo humano; metais; contaminantes emergentes; aluminio;
manganés; citotoxicidade; genotoxicidade, linhagem CHO, linhagem CHO-XRS5.



ABSTRACT

The increase of the anthropic activities provided by the population growth has promoted greater
discharge of waste in the environment and consequently the chemical and biological
contamination of the water resources. Chemical contaminants at levels above the limits
permitted by legislation in groundwater may generate negative impacts on public health, since
some compounds have characteristics of bioaccumulation and biomagnification, in addition to
their toxic and genotoxic action to exposed organisms. Therefore, this study aimed to: 1)
determine metals and emerging contaminants in groundwater; 2) to associate the presence of
these contaminants with the land use and cover; 3) evaluate the risk to the population exposed
to this water; and 4) to evaluate the effects of cyto-genotoxicity of aluminum and manganese
concentrations on CHO and CHO-XRS5 cells. The groundwater was collected in 2015 in the
cities of Caarap6 and Itapora in the state of Mato Grosso do Sul. For the evaluation of the water
quality, the analysis of the physico-chemical parameters and determination of the metals and
emerging contaminants was carried out. Soil use and cover has been evaluated to determine
possible sources that influence groundwater contamination. The potential human health risks
of the chemical elements identified in this water were calculated by means of the risk
assessment. The results indicated aluminum, iron, manganese and nickel with values higher
than those permitted by reference legislation and chromium, cobalt, manganese and nickel in
concentrations above that considered safe for human health. In addition to metals, emerging
contaminants were also identified. Considering the results regarding the concentrations of
aluminum and manganese, these were selected for cytogenotoxicity analysis. MTT tests ([3-
(4,5-dimethylthiazol-2yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide], micronucleus and comet assay
on CHO and CHO-XRSS5 cells were used for these analyzes. When analyzing the cytotoxic and
genotoxic effects in these cell lines, it was observed that aluminum and manganese induced
significant loss of cell viability and increased genetic damage in exposed cells, even at low
concentrations. The results of this study can contribute with data that helps watch agencies to
improve the current limits proposed by current legislation and serve as an alert for people who
use this water for consumption.

Keywords: Water for human consumption; metals; emerging contaminants; aluminum; manganese;
cytotoxicity; genotoxicity; CHO cell line; CHO-XRS5 cell line.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o pais que detém a maior reserva hidrolégica no mundo, porém, os residuos
gerados pelo crescimento acelerado das atividades antropicas tém ocasionado a contaminago
do meio ambiente, principalmente dos recursos hidricos por meio do processo de percolacao
e/ou lixiviacdo (KUMAR et al., 2017; PATEL et al., 2016). Essa contaminacdo compromete
a qualidade da &gua e pode causar o desequilibrio do ecossistema.

Os metais e contaminantes emergentes sdo compostos que estdo presentes na agua sao
oriundos tanto de processos geoldgicos como de contaminagdo humana (SZYCZEWSKI et
al., 2009; Ll etal., 2017). Alguns destes elementos apresentam propriedades de bioacumulacéo
e biomagnificacdo, persistindo no meio ambiente e atingindo os seres humanos (KOKI et al.,
2015; STANKOVIC; STANKOVIC, 2013). Devido a isso, a atuacdo de Orgaos
governamentais é de extrema importancia, pois regulamentam a presenca e quantidade destes
elementos quimicos no ambiente. No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) (BRASIL, 2008) estabelece os valores limites para compostos quimicos na agua
subterranea. Porém, alguns compostos (principalmente contaminantes emergentes) nao
apresentam valores de referéncia nas legislagdes vigentes, o que pode estar relacionado a falta
de dados sobre esses elementos na matriz aquatica e seus possiveis efeitos (MONTAGNER et
al. 2017).

Diante disso, a identificacdo de fontes poluidoras torna-se uma analise relevante para
0 biomonitoramento da qualidade da 4gua. Com isso, a avaliacdo do uso e cobertura do solo
no entorno dos recursos hidricos constitui uma importante ferramenta, pois, as atividades
realizadas proximas do ambiente aquatico podem afetar a qualidade da dgua (DING et al.,
2016; PARK et al., 2014; YU et al., 2016).

Outra analise aplicada nos estudos de avaliacdo da qualidade da agua € a avaliacdo de
risco. Essa metodologia consiste em estimar a probabilidade da ocorréncia de efeitos adversos
a saude humana exposta a ingestdo oral de quimicos presentes na agua (UMBUZEIRO et al.,
2010). Dentre os diversos compostos quimicos presentes no ambiente aquatico podem-se
destacar os metais.

O Al e Mn sdo exemplos de metais amplamente distribuidos nos compartimentos
ambientais, principalmente por serem muito utilizados na industria, mineracédo, agricultura e
tratamento de dgua. Estes metais em concentracdes elevadas podem representar riscos a saude

humana, causando efeitos de toxicidade, aumento da incidéncia de problemas
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neurodegenerativos e danos genéticos (ALIMBA et al., 2016; DJOUINA et al., 2016; WANG
etal., 2016).
Testes para avaliar a proliferacéo celular, viabilidade das células e danos genotdxicos
sdo essenciais para identificacdo e deteccdo de danos causados a células apds exposicdo a
compostos quimicos. Um dos testes mais utilizados para avaliacdo da viabilidade celular em
testes in vitro é o teste do MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il), no qual se baseia na
reducdo do sal tetrazolio em cristais de formazan (DJOUINA et al., 2016; RAJIV et al., 2016;
RIZVI et al., 2014). O teste do micronudcleo (MN) € um dos mais utilizados para avaliar danos
genéticos em linhagens celulares de mamiferos/ humanos, ocasionados pela exposicdo a
substancias genotoxicas. Este teste permite também, analisar a formacdo de pontes
nucleoplasmaticas, brotamentos nucleares, necrose, apoptose e o indice de divisdo nuclear
(proliferacdo celular) (ALIMBA et al., 2016; FENECH, 2007). Outro teste para avaliacdo de
efeitos genotoxicos, é o ensaio do cometa, que quantifica lesées no DNA para fora do ndcleo.
As células lesadas sdo identificadas por uma cauda, similar a um cometa, formada pelos
fragmentos de DNA e podem se apresentar em diferentes tamanhos (AZQUETA; COLLINS,
2013; COLLINS, 2014).



17
2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

e Auvaliar in vitro os efeitos toxicogenéticos de contaminantes quimicos detectados em

aguas subterraneas.
2.2 Objetivos especificos

Capitulo 11

e Detectar e quantificar metais e contaminantes emergentes em &guas subterraneas
destinadas ao consumo humano;

e Analisar o uso e ocupagéo do solo entorno dos pontos amostrais;

e Auvaliar o risco adverso a salide humana da populagdo exposta aos contaminantes

quimicos pelo consumo diario destas aguas.

Capitulo 111

e Avaliar os efeitos citotoxicos e genotoxicos do Al e Mn em células CHO e CHO-XRS5

utilizando concentra¢des no limite e acima do limite estabelecido pelo CONAMA.
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REVISAO DE LITERATURA
1 Distribuicao e consumo dos recursos hidricos superficiais e subterraneos no Brasil

O Brasil contétm a maior reserva hidrolégica no mundo. Calcula-se que possua
aproximadamente 12% da agua doce do planeta. No pais, 46,1% dos municipios sdo abastecidos
exclusivamente por aguas superficiais, 39,5% por dguas subterraneas e 14,4% pelos dois tipos
de abastecimento (misto) (ATLAS, 2010a).

Do total de &guas superficiais brasileiras, 68% estao na regido Norte (45,3% do territdrio
nacional), 3,3% estdo no Nordeste (18,3% do territorio), 15,7% estdo no Centro-Oeste (18,8%
do territorio), 6% estdo no Sudeste (10,8% do territdrio) e outros 6,5% estdo na regido Sul (6,8%
do territério) (MMA, 2006). Tendo em vista o conflito de oferta e demanda por dgua, muitas
cidades que enfrentam crises hidricas, recorrem as aguas subterraneas, que por sua vez servem
como fonte alternativa as aguas superficiais (ANA, 2018).

A agua ¢é utilizada em diferentes atividades, como, no abastecimento da populacéo,
geragdo de energia, irrigagdo, producdo industrial, recreacéo e lazer. A intensidade da utilizagado
da dgua em diversos paises, apresenta variacdo conforme a regido do pais, pois, areas com
densidade populacional e grau de urbanizacao elevado consomem mais dgua. Porém, tanto no
mundo como no Brasil, a maior parte da agua doce (mais de 60%) é utilizada na agricultura
(WWAP, 2018; ANA, 2018). De acordo com ANA (2018), no Brasil, as principais atividades
gue consomem agua sao: agricultura (68,4%), abastecimento animal (10,8%), urbano e rural
(11%), industria (8,8%), mineracao (0,8%) e termelétricas (9,2%) (Fig.1).

TOTAL DE AGUA CONSUMIDA NO BRASIL

(Média Anual)

']pm{ | Wy
AT 68,4% [t %
¢ 10,8%
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- ),2% S
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—— , 0 /0 | H
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==L ‘FI_-‘
B s 6% 2 4%

Fig. 1 Porcentagem de 4gua consumida pelas principais atividades antrépicas no Brasil. Fonte: ANA, 2018.
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2 Recursos hidricos subterraneos no Mato Grosso do Sul (MS)

De acordo com o IBGE (2018), o estado do MS tem uma populagdo com
aproximadamente de 2.750.000 habitantes, distribuida em 79 municipios. O MS é um dos
estados em que a maioria de seus municipios sdo predominantemente abastecidos por aguas
subterrdneas, devido a existéncia de aquiferos com elevado potencial hidrico.
Aproximadamente 79% dos municipios sdo abastecidos exclusivamente por dguas provenientes
de pocos, os demais 21% apresentam abastecimento por captacfes em mananciais superficiais,
ou de forma mista (aguas superficiais e subterraneas).

No MS consideram-se dez unidades aquiferas presentes, sendo elas: Sistema Aquifero
Cenozoico, Bauru, Serra Geral, Guarani, Aquidauana-Ponta Grossa, Furnas, Pré-cambriano
Calcarios, aquifero Pre-Cambriano, Xaraiés e Palermo (Fig. 2). Dentre estes, os Aquiferos
Bauru e Cenozoico sdo os de maior area de afloramento, ambos aquiferos livres, com
respectivamente 37% e 27% da é&rea total de Mato Grosso do Sul (IMASUL, 2010). Os
aquiferos Guarani, Serra Geral e Bauru- Caiua sdo trés grandes sistemas sobrepostos
distribuidos na regido hidrografica do Parana (ATLAS, 2010b). A importancia desses ultimos
aquiferos esta relacionada ao fato de estarem localizados nas duas microrregides mais
densamente habitadas do estado, Campo Grande e Dourados (LASTORIA et al., 2006).
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’ Sistema Aquifero Guarani ’ Sistema Aquifero Palermo
Fig. 2 Aquiferos presentes no estado do Mato Grosso do Sul. Fonte: Julio Solérzano.

Visto que a dgua subterranea é o Unico sistema de captacdo de agua para abastecimento
da populacdo em grande parte dos municipios do estado, torna-se necessaria a avaliagdo da
gualidade desta agua para que seja garantida a sua potabilidade para o consumo humano. No
ano de 2017, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) classificou 0 MS como sétimo estado que mais comercializa agrotdxicos no pais. O

aumento do consumo de agrotoxicos no estado, esta relacionado com a expansado da atividade
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agricola, que por sua vez, pode estar contribuindo para a contaminacdo dos mananciais
subterraneos no estado. Por isso, faz-se importante a analise do uso e cobertura do solo, para
identificar as possiveis fontes de contaminagédo da agua baseado nas atividades desenvolvidas

no solo.

3 Contaminagdo ambiental

A qualidade da &gua é essencial para o equilibrio e funcionamento dos ecossistemas,
bem como para a vida do ser humano. Quando essa qualidade é alterada, a agua pode gerar
impactos negativos na salde pablica. Muitas atividades antropicas sdo responsaveis por afetar
a qualidade e a disponibilidade do recurso hidrico. O crescimento populacional e,
consequentemente, 0 consumo da agua, juntamente com a falta de saneamento basico em muitas
localidades no pais e o despejo de residuos gerados pelas atividades antrépicas como,
mineracao, industria e agricultura, ocasionam a poluicdo das aguas superficiais e subterraneas
(SUI, et al., 2015; ETTLER, 2016; MACHADO et al., 2016). Outros fatores que contribuem
para a deterioracdo da qualidade da agua € a polui¢do do ar e do solo.

A poluicdo atmosférica é responsavel por danos causados a saude humana e aos
ecossistemas. O crescimento populacional promoveu o aumento de depdsitos de lixo e veiculos
que transitam pelas cidades, que langam gases toxicos e material particulado na atmosfera
(STANKOVIC et al, 2014; CHEN et al.,, 2016). A contaminacdo do solo ocorre,
principalmente, por meio da polui¢do do ar, uso de fertilizantes na agricultura e deposicéo de
residuos sélidos no ambiente (STANKOVIC et al., 2014). Os poluentes do ar e do solo que
apresentam alta solubilidade em dgua podem ser carregados para os corpos hidricos pelas aguas
de chuva, levando a uma reducédo na qualidade da agua dos mananciais. Ja a contaminacao nos
mananciais subterraneos por residuos gerados pelas atividades humanas se da por meio do
processo de lixiviacdo, o qual € caracterizado pela infiltracdo das substancias quimicas
presentes nas camadas superficiais do solo, que atingem as camadas mais profundas,
comprometem a qualidade da agua e os seus potenciais de usos (DONG, et al., 2015; AHAMAD
etal., 2018; PATEL et al., 2016) (Fig. 3). O descarte de residuos como metais e contaminantes
emergentes, quando ndo gerenciados corretamente, passam a ser ameaga a saude publica e

principalmente aos recursos naturais.
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Fig. 3 Principais fontes de origem da contaminacdo dos mananciais subterrdneos. Fonte:

http://helenfarias.blogspot.com.br/2012/03/preservar-agua-0-solo-as-plantas-os.html
3.1 Contaminacao por Metais

Os metais estdo presentes em diversos compartimentos no ambiente, como na &gua, ar
e sedimento. Esses elementos tendem a se acumular na biota aquatica e atingir 0s seres vivos.
No ambiente eles geralmente estdo associados a outros componentes, como minerais e rochas.
A origem destes elementos pode ser oriunda de dois processos: litogénico e antropogénico. No
primeiro processo, 0s metais sdo originados de fontes naturais, geoquimicos, advindo de rochas,
minérios e vulcdes (SZYCZEWSKI et al. 2009; ALLOWALI, 2013). No segundo processo, sua
ocorréncia é derivada das atividades antropicas, como, esgoto domeéstico, industrias, agricultura
e poluentes atmosféricos (LI 2017; KUMAR et al., 2017).

Alguns metais sdo considerados elementos essenciais, por desempenhar fungdes
importantes nas reacGes bioquimicas, metabdlicas e enzimaticas e demais processos
fisioldgicos nos seres vivos (KUMAKLI et al. 2017; PRASHANTH et al. 2015). Metais
essenciais como Fe, Cr, Zn, Cu, Ni, Mn, Na e K, s8o necessarios em baixas concentracdes,
sendo que a sua deficiéncia ou excesso pode afetar os organismos vivos (STANKOVIC et al.,
2014; ANNANGI et al. 2016; CARVALHO et al. 2014). Os demais metais ndo essenciais para

0s organismos sdo considerados toxicos aos seres vivos, mesmo em baixas concentracoes,
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cuja toxicidade dependeré da intensidade do uso, concentragdo, distribuicdo, capacidade de
formar complexos, oxidacéo e tempo de exposi¢do ao mesmo (STANKOVIC et al., 2014).

Os metais sdo elementos que, quando liberados no ambiente, ndo desaparecem, devido
a suas propriedades de ndo-biodegradacdo. Tais elementos podem ser bioacumulados e
biomagnificados na cadeia alimentar, além de serem persistentes no ambiente e nos seres vivos
(KOKI et al., 2015; STANKOVIC; STANKOVIC, 2013) (Fig. 4).

tempo: idade
BICACUMULAGCAO

Q
diferentes niveisttréﬁcos
BIOMAGb‘J‘IFICA(}AO

X Forte: Bio Rocha

Fig. 4 Exemplos da bioacumulagdo e biomagnificacdo de contaminantes quimicos. Fonte:
http://biorocha.blogspot.com/2011/

3.2 Contaminantes emergentes

Os contaminantes emergentes sdo definidos como substancias de diferentes origens
(natural, sintética e microorganismos) e natureza quimica, com efeitos ainda pouco conhecidos
para 0 meio ambiente e para os seres humanos. Dentre essas substancias, se pode destacar:
horménios, farmacos, produtos de higiene pessoal, pesticidas, fertilizantes, compostos de uso
industrial e drogas ilicitas (MONTAGNER et al. 2017).

Tais compostos podem ser encontrados na agua, sendo provenientes de diversas vias de
contaminagdo, como: falta de saneamento bésico, despejo de efluentes industriais, hospitalares
e agricolas, ou por processos de tratamento ineficiente dos mesmos, uma vez que, nao se

consegue remover completamente as substancias organicas, durante 0s processos mais comuns
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(ANA, 2013; MONTAGNER et al. 2017; STACKELBERG et al., 2007). Estes compostos
organicos, quando presentes no solo, podem ser transportados para as aguas superficiais, por
meio de escoamento superficial e/ou, atingir as aguas subterraneas, pelo processo de lixiviacao.

Efeitos adversos a biota e seres humanos tém sido relatados devido a exposicao cronica
a esses compostos, mesmo quando em concentragdes muito baixas na matriz aquatica. Devido
a esse fato, esses compostos tém sido objetos de estudos de ecotoxicologia e avaliacdo dos
efeitos a saude humana, para que possam ser inseridos nas regulamentacdes vigentes, uma vez
que, poucos deles sdo legislados por orgaos fiscalizadores (BRASIL, 2008). A regulamentagéo
destes contaminantes é feita baseada nos efeitos individuais dos mesmos, porém, se sabe que
estes ndo sdo encontrados individualmente no ambiente. Assim sendo, os valores de referéncia
destes ndo abrange os efeitos das misturas dos contaminantes (efeitos sinérgicos)
(STACKELBERG et al., 2007).

4 Efeitos causados pelos contaminantes para a biota aquatica e salide humana

Alguns contaminantes quimicos (metais e contaminantes emergentes) nao sao
biodegradaveis e tendem a se acumular na biota aquética e ao longo da cadeia alimentar. Deste
modo, predadores de topo estdo sujeitos a apresentarem maiores concentracdes dos mesmos
(DHANAKUMAR, et al., 2015; YI et al.,, 2012). No ambiente aquatico podem afetar
populacbes e comunidades inteiras, alterar a expressdo génica, os processos fisioldgicos, o
comportamento e até mesmo causar letalidade (FONG et al., 2016).

A inibicdo da taxa de crescimento e fotossintese de produtores primarios, bem como,
mudancas no comportamento de peixes e invertebrados, que comprometem sua capacidade de
defesa contra predadores, podem ser causadas pela exposicdo a estes compostos quimicos
(MUNOZ et al., 2015). Pérez-Alvarez et al. (2018) observaram efeitos como malformacao,
estresse oxidativo e inibi¢do de crescimento, em anfibios em peixes. Alguns compostos podem
ainda provocar efeitos neurotoxicos, distarbios como, baixa fertilidade, alteracdo do
crescimento e desenvolvimento, além de reducdo das defesas imunologicas e efeitos no
desenvolvimento hormonal (FONG et al., 2016).

Em relagdo a saude humana, a exposi¢do do individuo aos metais e contaminantes
emergentes pode ocasionar causar disturbios gastrointestinais, lesGes renais e hepaticas,
distdrbios do sistema nervoso central e problemas respiratorios, alem de danos genéticos, como,
desregulacdo do crescimento celular, estresse oxidativo, toxicidade, inibicdo do mecanismo de

reparo de danos no DNA, ocasionando o aparecimento de alteracGes genéticas, inativagdo de
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processos apoptoticos e desenvolvimento de tumores (Fig. 5) (BEYERSMANN; HARTWIG,
2008; INCA, 2012; IZAH et al., 2016; MARTIN; GRISWOLD, 2009; OLIVEIRA et al., 2007;
PAZ etal., 2017; RAJIV et al., 2016).
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Fig. 5 Etapas do processo de carcinogénese. Fonte: INCA, 2012,

Ha& relatos também de problemas de efeitos dérmicos, cefaleia, doencas cardiacas,
efeitos neuroldgicos, doencas crénicas como asma, diabetes, cancer em seres humanos
(KOUTROS et al., 2015; Ll et al., 2014; INCA, 2012; RAANAN et al., 2014; STARLING et
al., 2014) e desregulacao endocrina (WILKINSON et al., 2016). Diante do exposto, torna-se
necessario a realizagdo de monitoramento dos recursos hidricos, para que estes ndo sejam
cenarios de contaminagdo por quimicos e afetem os seres vivos, bem como para que seja

possivel estabelecer medidas preventivas, a fim de amenizar os possiveis impactos causados.

5 Avaliagéo de risco e fontes poluidoras

A avaliacdo de risco consiste em uma ferramenta que compreende caracterizar
quantitativa e qualitativamente a incidéncia de um agente e estimar a probabilidade de
ocorréncia de quaisquer potenciais efeitos adversos a salde humana, durante um periodo de
exposicao a fatores de risco de natureza distinta (agentes fisicos, quimicos, microbioldgicos e
situagdes) (UMBUZEIRO et al., 2010). Ela esta inserida no processo de analise do risco, que
compreende trés procedimentos: 1) avaliacdo do risco; 2) gerenciamento do risco (processo que

controla os riscos avaliados na etapa anterior, buscando alternativas e acGes apropriadas) e 3)
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comunicacgdo de risco (informar autoridades publicas e comunidade em geral sobre 0s riscos)

(BRASIL, 2006a) (Fig. 6).

Fig. 6 Etapas da analise e avaliagdo do risco. Fonte: Francisco, 2019.

Essa metodologia compreende quatro etapas fundamentais: 1) identificacdo de perigos;
2) avaliagdo da relacdo entre a dose de exposicdo e incidéncia de efeitos; 3) avaliacdo da
exposicao existente e 4) caracterizagéo do risco (BRASIL, 2006b) (Fig. 6). A exposicdo a um
composto/substancia pode ser por diferentes vias, como, oral, inalatoria e dérmica e, a mesma
pode variar quanto & duracdo e frequéncia (UMBUZEIRO et al., 2010). Com isso, essa
metodologia pode ser considerada como uma ferramenta preventiva que assegura um cenario
de exposicao considerado seguro a populacdo exposta.
A analise do uso e ocupagdo do solo serve como pardmetro relevante para caracterizar
como as atividades antropicas, desenvolvidas no entorno dos recursos hidricos, influenciam a
qualidade da agua alterada pela existéncia de contaminantes quimicos que podem implicar em
riscos para a salude da populacdo que consome essa agua (DING et al., 2016; PARK et al.,
2014). De acordo com Dellamatrice e Monteiro (2014), a auséncia da cobertura vegetal, durante
a estacdo chuvosa em solos tropicais, pode intensificar a entrada de compostos no meio
aquatico.
Com isso, pode-se ressaltar a importancia da mata ciliar, visto que, a mesma tem como
funcdo ambiental preservar os recursos hidricos. As matas ciliares atuam como mecanismo de

filtragem (retencdo de sedimentos), servindo como barreira fisica e quimica, minimizando
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processos de assoreamento dos corpos d’agua e a contaminagdo por lixiviagdo ou escoamento

superficial de defensivos agricolas e fertilizantes (AGUIAR et al., 2015; YU et al., 2016).
6 Ensaios biologicos para avaliacdo de danos citotdxicos e genotdxico

Diferentes ensaios biologicos podem ser utilizados para avaliacdo de potencialidade
de efeitos genotoxico de contaminantes ambientais, tanto em modelos in vivo (peixes e
roedores) quanto in vitro (cultivo celular). Ensaios biologicos realizados com cultura de células
sdo considerados ferramenta valiosa para as areas biomédica e biotecnolégica, quanto para o
monitoramento de substancias que comprometem a instabilidade do DNA (DUESBERG et al.
1998). Este tipo de ensaio apresenta algumas vantagens em relacao aos testes in vivo, como por
exemplo: (1) a possibilidade de limitacdo do nimero de varidveis experimentais; (2) maior
facilidade de obtencdo de dados significativos; (3) alta reprodutibilidade; (4) realizacdo do
experimento em um curto periodo de tempo; (5) alta sensibilidade em relacéo a outros testes e
(6) baixos custos, quando comparados com os testes in vivo (ROGERO et al. 2003).

As células de CHO (oriundas de ovério de hamster chinés) (Fig. 7), dentre as vérias
linhagens disponiveis, € uma das mais utilizadas em ensaios in vitro para estudos de toxicidade
e mutagenicidade de diversos agentes fisicos e quimicos. Essa linhagem apresenta periodo curto
de proliferacdo (12-14h), cromossomos grandes e em pequeno nimero (20-22), ndo necessita
de estimulagdo mitdtica para o crescimento ja que a maioria das células estad em divisdo e,
podem ser congeladas e armazenadas para serem usadas em ensaios futuros (AARDEMA et al
2006; PRESTON, 1981).

Fig. 7 Micrografia de contraste de células de ovario de hamster chinés (CHO) em cultivo. Fonte: Francisco,
2019.
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MutagOes na linhagem de CHO sdo de grande importancia para a investigagcdo dos
mecanismos de reparo do DNA. As células de CHO-XRS5 representam a primeira linhagem
celular de mamiferos mutantes com a deficiéncia na capacidade de reparar fitas dupla de DNA,
sendo mais eficientes na reparacdo de quebras de fita simples (COSTA; BRYANT, 1988;
DARROUDI; NATARAJAN, 1987). Devido a essa deficiéncia de realizar a recombinacéo
corretamente, essa linhagem pode servir como ferramenta valiosa na investigacdo do papel da
quebra da fita do DNA e o0 mecanismo de rearranjo dessas quebras na producdo de alteractes
cromossémicas (KEMP; JEGGO, 1986; SOUZA et al., 2016). Esta propriedade de déficit de
reparo pode tornar possivel a avaliagdo de mecanismos relacionados a acéo toxicoldgicas de
metais, por exemplo.

Ensaios colorimétricos, fluorimétricos e luminescentes (CHAN et al.,, 2013;
WEYERMANN et al., 2005) foram desenvolvidos para medir a proliferacdo celular, viabilidade
e a citotoxicidade de células devido exposi¢do a compostos. Dentre os testes colorimétricos, o
teste do MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazdlio), ¢ um dos ensaios
mais utilizados na avaliacdo da viabilidade celular em testes in vitro (DJOUINA et al., 2016;
RAJIV et al., 2016; RIZVI et al., 2014).

O teste do MTT foi descrito e desenvolvido pela primeira vez por Mosmann (1983).
Este teste é baseado na atividade redutiva do sal tetrazolio em cristais de formazan insollveis
em agua, devido a atividade de desidrogenases mitocondriais de células vivas (VAN TONDER
et al., 2015). Os cristais de formazan, quando dissolvidos em solvente organico (por exemplo,
dimetilsulfoxido), podem ser mensurados por meio da anélise colorimétrica de espectroscopia
de absorcdo quantitativa (STEPANENKO; DMITRENKO, 2015), onde a quantidade do
produto mensurado é uma estimativa do nimero de células viaveis (LU et al., 2012).

Para avaliacdo de danos genotoxicos, pode-se destacar o teste do microndcleo com
bloqueio da citocinese e 0 ensaio do cometa. O teste do microndcleo (MN) permite avaliar
danos genéticos ocasionados pela exposicéo a substancias genotdxicas em linhagens celulares
de mamiferos/humanos. Neste teste, a marcacdo de MN € restringida as células binucleadas,
pois, sdo as células que se dividiram uma Unica vez, que podem entdo expressar os MN
(FENECH, 2006). Diversos estudos realizam o teste do MN para avaliar os efeitos causados
por componentes quimicos, dentre estes 0s metais, pois, trata-se de um teste eficaz e rapido,
além de permitir avaliar as alteracbes cromossomicas (NOVOTNIK et al., 2016; PAZ et al.,
2017; VIDYA et al., 2017).
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O MN corresponde a um pequeno nucleo arredondado disperso no citoplasma de células
em divisdo celular, que sofreram a agdo de agentes clastogénicos promotores de quebras
cromossémicas, e/ou aneugénicos, que induzem a perda ou a ndo disjuncao de cromossomos
inteiros na anafase da divisdo celular (BORTOLI et al., 2009; FENECH, 2007; OCAMPO et
al., 2016; VILLARINI et al., 2016) (Fig. 8).

MN

Cromossomos inteiros '
Acio aneugénica m Q
‘ S - ® :

Acido clastogénica J(} d J

)

Quebra cromossomica

Fig. 8 Formacdo do microndcleo durante a divisdo celular. Fonte: Fenech, 2007 adaptado pela autora.

Por meio deste teste, também é possivel analisar outros danos genéticos (Fig. 9), como,
pontes nucleoplasmaticas, formadas por cromossomos dicéntricos, brotamentos nucleares,
resultantes da amplificacdo de genes, necrose e apoptose, além de efeitos citostaticos, por meio
do indice de divisdo nuclear que estima a proporcao de células com 1-4 ndcleos (ALIMBA et
al., 2016; FENECH, 2007).

a) (

Ponte
nucleoplasmatica

Micronucleo

Brotamento
nuclear
Fig. 9 Células com a) alteracGes cromossdmicas (microntcleo, brotamento nuclear e ponte nucleoplasmatica).
Fonte: Francisco, 2019.
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O ensaio cometa ou “eletroforese em gel de célula unica”, ¢ uma técnica rapida e
sensivel para avaliacdo de danos no DNA em células eucaridticas associados a exposicoes a
agentes genotdxicos (COLLINS, 2014; MOLLER et al.,, 2010). Este ensaio tem sido
amplamente usado na avaliacdo dos efeitos genotéxicos ocasionado por quimicos em cultivo
celular (CALDERON-SEGURA et al., 2018; JIMENEZ-VILLARREAL et al., 2017;
STEPHENSON et al., 2013).

A técnica consiste em passar uma corrente elétrica pelas células dispostas em laminas
com gel de agarose, proporcionando a migracdo dos fragmentos degradados de DNA,
resultantes de quebras, para fora do nucledide (AZQUETA; COLLINS, 2013; COLLINS,
2014). Com isso, as células com dano irdo apresentar uma “cauda” semelhante a um cometa.
As medidas mais utilizadas para avaliacdo destes danos sdo realizadas pelos parametros de
extensdo da cauda e porcentagem de DNA contida na mesma. Os cometas com um nucledide
pequeno (cabeca) e cauda grande e larga estdo associados a células muito danificadas
(AZQUETA etal., 2011; LORENZO et al., 2013).

Fig. 10 Micrografia de cometa ilustrando a cabega do nucledide pequena e a cauda. Fonte: Francisco, 2019.
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Resumo

As aguas subterraneas sdo normalmente consumidas sem tratamento prévio e, portanto, € necessario o
monitoramento de contaminantes para garantir sua seguranga. Assim, objetivou-se avaliar a contaminacéo da agua
subterrdnea por metais e contaminantes emergentes, buscando entender a relagdo entre sua presenga nas aguas
subterraneas e o perfil de uso e cobertura do solo das cidades de Itapora e Caarap6. Além disso, as concentragdes
de contaminantes observadas foram comparadas com os valores méximos permitidos (VMP) e / ou com os critérios
de qualidade da agua (CQA) calculados para consumo humano, para investigar possiveis riscos para a salde
humana devido a ingestdo desta agua subterranea. Coletamos uma amostra de dgua subterrénea de cada um dos 12
pocos localizados em Itapord e 11 pocos localizados em Caarap6. Os metais foram analisados usando ICP-OES e
0s contaminantes emergentes usando LC-MS/MS. Pelo menos 1 dos 9 metais analisados foi encontrado em cada
uma das amostras. Em 12 amostras, as concentra¢cdes dos metais verificados excederam o VMP ou o0 CQA
calculado. O risco para a saude humana foi observado para os metais Co, Mn, Cr e Ni. As concentracfes de
contaminantes emergentes encontrados em algumas amostras foram baixos (ng/L) e provavelmente ndo
representam riscos a salide, mas sua presenca nas aguas subterraneas mostrou o impacto da agricultura e o descarte
inadequado de esgoto doméstico nos pogos das duas cidades.

Palavras-chave: manganés; cobalto; cromo; niquel; pesticidas; uso e cobertura do solo; 4gua para consumo
humano.

Abstract

Groundwaters are normally consumed without previous treatment and therefore is necessary the monitoring of
contaminants in order to guarantee its safety. Thus, we aimed to evaluate the groundwater contamination by metals
and emerging contaminants, seeking to understand the relationship between their presence in the groundwater and
the use and land cover profile of Itapord and Caarapd. In addition, the contaminant concentrations observed were
compared with maximum permitted values (MPV) and/or with calculated water quality criteria (WQC) for human
consumption to investigate possible human health risks due to the groundwater intake. We collected one
groundwater samples from each of the 12 wells located in Itapord and 11 wells located in Caarapd. The metals
were analyzed using ICP-OES and the emerging contaminants using LC-MS/MS. At least 1 of the 9 metals
analyzed was found in each of the samples. In 12 samples the metals concentrations verified exceeded the MPV
or calculated WQC. A risk to human health has been observed for metals Co, Mn, Cr and Ni. The emerging
contaminants concentrations found in some samples were low (ng/L) and probably did not pose health risks, but
their presence in the groundwater showed the impact of agriculture and the inadequate disposal of domestic sewage
in the wells of both cities.

Keywords: manganese; cobalt; chromium; nickel; pesticides; land use and cover; water human consumption.



39

1. Introducéo

O crescimento populacional implica na expansdo da urbanizacdo e nas atividades
agricolas e industriais, aumentando a geracdo de residuos, que, se descartados de maneira
inadequada, podem causar sérios danos ao meio ambiente, bem como, a salde humana
(Emmanuel et al. 2009; MMA, 2007). O descarte inadequado desses residuos no solo, associado
com a alta solubilidade em &gua de alguns constituintes quimicos, pode causar contaminagéao
tanto da agua superficial quanto subterranea como resultado dos processos de percolacao e / ou
lixiviagdo, comprometendo sua qualidade e potenciais usos (Ahamad et al. 2018). Dong et al.
2015; Patel et al. 2016).

A contaminacdo da agua por metais tem recebido grande atencdo da comunidade
cientifica devido a sua toxicidade, abundancia, persisténcia no meio ambiente e potencial de
acumulacdo em organismos vivos (Ahmed et al. 2015; Hosseini et al. 2015; Jitar et al. 2015; Yi
etal., 2017). Alguns metais, como Fe, Cr, Zn, Cu, Ni, Mn, Na e K, s&o considerados essenciais
em baixas concentragdes, pois participam de varios processos fisiolégicos (Kumakli et al. 2017;
Prashanth et al. 2015). No entanto, em altas concentragdes podem causar riscos para a saude
humana (Annangi et al. 2016; Carvalho et al. 2014; Keenan et al. 2009; Shahsavani et al. 2017).

Contaminantes emergentes sao substancias com diferentes fontes e natureza quimica, e
seus efeitos sobre a biota, incluindo os humanos, ainda ndo séo totalmente compreendidos.
Dentre as diversas classes, destacam-se 0s hormonios, produtos farmacéuticos, produtos de
higiene pessoal, pesticidas, compostos para uso industrial e drogas ilicitas. Varios efeitos
negativos nos organismos expostos a esses contaminantes podem ser atribuidos a exposi¢ao
crénica, mesmo em concentragdes muito baixas, como partes por trilhdo (ppt) ou menores
(Montagner et al. 2017). Estudos relataram que a exposicdo a compostos quimicos por
diferentes vias pode causar problemas como irritacdo da pele, dores de cabeca e
desenvolvimento de artrite, doencas cardiacas, efeitos neuroldgicos e outras doengas crénicas
como asma, diabetes e cancer em humanos (Koutros et al. 2015; Li et al. 2014; Raanan et al.
2014; Rahman et al. 2015; Starling et al. 2014; OMS, 1996).

No Brasil, inimeras regides tém a agua subterranea como o Unico recurso hidrico
disponivel para consumo humano, com isso, sua disponibilidade com qualidade adequada para
0 consumo humano é fundamental (ANA, 2018). Nesse contexto, a Resolucio CONAMA 396
(Brasil, 2008) estabeleceu parametros fisicos, quimicos e biologicos (denominadas na
legislacdo brasileira como valores maximos permitidos - VMP) para garantir a seguranga das
aguas subterraneas para consumo humano. No entanto, alguns compostos (particularmente

contaminantes emergentes) requerem atencédo especial em estudos que avaliam a qualidade da
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agua subterranea, pois ainda h4 falta de dados sobre sua ocorréncia em matrizes aquéticas e
potenciais riscos a salde humana, pois, ndo h& poucos padrdes para essas substancias na
legislacéo.

Atualmente, mais de 380 pesticidas sdo autorizados para uso agricola no Brasil
(Albuguerqgue et al. 2016), e nds temos um pequeno numero de VMP legislados, muitos deles
para pesticidas proibidos ou em desuso. Considerando que o estado de Mato Grosso do Sul é
essencialmente agricola e ocupa o sétimo lugar no consumo de agrotoxicos, bem como
fertilizantes (que podem ser fonte de contaminacdo por metais) (IBAMA, 2014), pode-se
esperar que estes quimicos possam estar impactando a qualidade e a seguranca das &guas
subterraneas nos municipios que apresentam como atividade predominante a agricultura. Esse
cenario indica a necessidade de estudos mais abrangentes para identificar os pesticidas
prioritarios nas aguas subterraneas brasileiras, permitindo, assim, uma revisao da legislacéo
vigente.

Os municipios de Itapord e Caarap0, localizados no MS, tém uma grande parte de seu
territério ocupada por areas agricolas. Além disso, sua populacéo é totalmente suprida pelas
aguas subterraneas obtidas de diferentes pocos. Portanto, é crucial avaliar a qualidade da agua
subterranea a partir dessas fontes, a fim de garantir sua seguranca. Assim, o objetivo deste
trabalho foi determinar metais e contaminantes emergentes nas dguas subterraneas utilizadas
para consumo humano, buscando entender a relacdo entre sua presencga nas amostras de aguas
subterraneas e o perfil de uso e cobertura do solo em ambas cidades. Além disso, as
concentracdes de contaminantes observadas foram comparadas com o VMP e/ou com o célculo
do critério de qualidade de 4gua (CQA) para 0 consumo humano para investigar possiveis riscos
para a salde humana devido a ingestdo de dgua subterranea.

2. Material e métodos

2.1. Area de estudo e caracterizacio dos pocos estudados

As cidades de Itapora (latitude: 22° 04' 44" S e longitude: 54° 47' 22" W) e Caarap0
(latitude: 22°37'47"S e longitude: 54°49'30"W) estdo localizadas na regiéo sul do MS, com
populacéo estimada de 23.886 e 29.743 (IBGE, 2018), respectivamente. Ambas as cidades estdo
localizadas em grandes sistemas de aquiferos sobrepostos, ou seja, 0s aquiferos Guarani, Serra
Geral (Itapord e Caarapd) e Bauru-Caiua (Caarapd) (ATLAS, 2010), que sdo importantes para
0 abastecimento de agua do estado.

Para a coleta das amostras de aguas subterraneas realizada em junho de 2015, foram

selecionados 12 e 11 pocos nas cidades de Itapord e Caarap0, respectivamente. Profissionais da
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salde que atuam no sistema publico de satde desses municipios contribuiram para a selecdo
dos pocos amostrados. Os critérios de inclusdo garantiram que essa agua subterrénea fosse
utilizada para consumo humano sem tratamento prévio e, que a localizacdo dos pocos garantisse

a cobertura de toda a area urbana (Fig. 1).
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Fig. 1 Imagem éerea do Google Earth obtida pelo satelite GeoEye™ e os pontos de coleta selecionados nas cidades
de Itapord (101-112) e Caarap6 (C01-C11) localizados no Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil

Os pocos foram classificados como perfurados ou cavados e seus dados de profundidade
foram obtidos por meio de questionarios aplicados aos residentes locais. O questionario
utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal da Grande Dourados (Plataforma Brasil 417.582 / 2013).

2.2. Analise do uso e cobertura do solo

O uso e cobertura do solo foram mapeados usando imagens do satélite Landsat 8
correspondentes a data de coleta, que foram obtidas no site do servico Geoldgico dos Estados
Unidos (USGS), com tamanho de pixel (célula) de 30m x 30m. Para limite de estudo, foram
gerados buffers com raio de 2,5 em torno das cidades de Caarap0 e Itapora e o0s tipos de uso e
cobertura do solo incluidos foram agricultura, fragmentos florestais, corpos d'agua e
construgdes urbanas de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2013). Combinacdes das bandas 1, 2 e 3 correspondentes as bandas azul, verde e vermelha,
respectivamente, foram desenvolvidas. Também realizamos uma classificacdo ndo
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supervisionada usando as ferramentas de classificacdo de imagens do software ArcGIS® verséo
2018 (ESRI, 2011) para calcular as areas e 0s percentuais de cada categoria de ocupagdo do
solo. Os pontos 101, 103 e 107 e os pontos 110 e 112 foram agrupados por proximidade, pois a

influéncia espacial foi a mesma.

2.3. Caracterizacao fisico-quimica de aguas subterraneas

Os parametros fisicos e quimicos das amostras de aguas subterraneas, como oxigénio
dissolvido (OD), condutividade elétrica (CE), solidos totais dissolvidos (STD), pH e
temperatura, foram mensurados usando a sonda multiparametro YSI Professional Plus (YSI
Incorporated, Yellow Springs, OH, EUA). A turbidez foi analisada utilizando turbidimetro
portatil (Policontrol), e o cloro e fldor foram quantificados seguindo a técnica colorimétrica de
Alfakit.

2.4. Andlises quimicas

2.4.1. Amostragem de aguas subterraneas e determinacéo de metais

Amostras de dgua foram coletadas em junho de 2015, diretamente dos pogos utilizando-
se frascos de vidro estéreis de 1L e adicionado acido nitrico (grau analitico) a amostra até atingir
pH inferior a 2. Os frascos foram selados, enviados para o laboratério e refrigerados até anélise.
Os metais (Fe, Mn, Cr, Al, Cu, Zn, Ni, Cd, Co) foram analisados seguindo a metodologia
proposta por Mermet e Poussuel (1995) com adaptagfes, utilizando um espectrometro de
emissdo Otica indutivamente acoplado a plasma de argonio (ICP- OES) (Thermo Scientific,
EUA), modelo iCAP 6000®.

As analises foram realizadas em triplicata utilizando gas argdnio de alta pureza
(99,99%) (White Martins). As concentracOes dos diferentes elementos nas amostras foram
determinadas utilizando curvas de calibragdo obtidas a partir de solugbes padrdes
multielementares aquosas dos metais de interesse (Merck). Os métodos de limite de detecgéo e
quantificacdo foram seguidos de acordo com os padrdes da IUPAC (Long e Winefordner,
1983). Os parametros do procedimento analitico ICP-OES para determinar quantitativamente
os elementos (metais), comprimentos de onda e linearidade das curvas de calibracdo séo

apresentados em S1 (Material suplementar).

2.4.2. Amostragem de aguas subterraneas e determinacéo de contaminantes emergentes
Considerando que as areas estudadas apresentam intensa atividade antropica urbana e

agricola, foram selecionados os seguintes compostos para estudo neste trabalho: imidacloprid,

carbendazim, 2-hidroxy-atrazina, carbofurano, hexazinona, tebutiuron, atrazina, diuron,

clomazone, ametrina, malation, tebuconazole, cafeina, testosterona e progesterona.
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As amostras foram preparadas seguindo o protocolo de Machado et al. (2016), com
algumas modificacdes. Amostras de agua foram coletadas em frascos de vidro esterilizados de
1L e refrigeradas até a analise. As amostras foram filtradas em filtros de fibra de vidro de 0,45
um (Sartorius) utilizando suporte de sistema de filtracdo a vacuo, seguido de extracdo em fase
solida (SPE) com cartucho Oasis® HLB 500 mg/6cc (Waters, Milford, EUA). O
condicionamento dos cartuchos foi realizado com 4 mL de metanol e 4 mL de acetonitrila. Os
analitos de interesse foram extraidos de 1L de amostra a uma vazdo de 10 mL min e, eluidos
da fase extratora empregando 8 mL de metanol em um sistema Sep de 12 portas coletor a vacuo
(Fisher Scientific, Fair Lawn, EUA). O solvente foi cuidadosamente evaporado até a secura
com um fluxo suave de nitrogénio e, 0s compostos alvos foram ressuspensos para um volume
final de 0,4 mL de 4gua/metanol, 70/30 (v/v).

A determinacdo e quantificacdo foram realizadas por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS) usando sistema Agilent 1200 Series LC
acoplado a um espectrometro de massas triplo quadrupolo (Agilent 6410), equipado com uma
fonte de ionizacgdo por electrospray (ESI). Monitoramento de reacdo multipla (MRM) foi usado
para quantificar os elementos por espectrometria de massa. A quantificacdo foi feita usando
padronizacdo externa de calibracéo e o limite instrumental de deteccdo foi obtido de acordo
com Miller e Miller (2005) e variou entre 5 e 250 pg (Tab. S2).

2.5. Critérios de qualidade da 4gua subterranea (CQA) para consumo humano e avaliacao
de risco

No Brasil, a Resolucio CONAMA 396 estabelece os valores maximos permitidos
(VMP) para substancias quimicas em aguas subterraneas destinadas ao consumo humano. Esta
legislacdo inclui VMP para alguns dos quimicos investigados neste trabalho (Al, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Mn, Ni e Zn), bem como para trés dos doze pesticidas analisados (atrazina, carbofurano
e malation). E importante notar que nem todos os VMP foram definidos considerando os
critérios de protecdo da saude humana. Os VMP para Al, Fe, Mn e Zn foram definidos com
base em valores que interferem nas caracteristicas organolépticas da agua, que geralmente séo
inferiores as exigidas para a protecdo da saide humana.

Portanto, os critérios de qualidade da agua (CQA) para consumo humano com base na
protecdo da saude foram calculados considerando o cenario de exposicdo proposto pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1996) para metais e contaminantes emergentes.
Também utilizamos as doses de referéncia (DRf) obtidas do Sistema Integrado de InformacGes
de Risco (IRIS) da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA) ou da Agéncia de
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Substéancias Toxicas e Registro de Doencas (ATSDR). Os critérios de qualidade da &gua (WQC)
foram calculados de acordo com a seguinte equacao:
coa — DRIXFAXPC
QA = CAD
Onde DRf ¢ a dose de referéncia para cada composto; FA ¢ o fator de alocacdo (usamos 10%

da DRf); PC é o peso corporal (60 kg) e CDA é o consumo diério de &4gua (2 L por dia).

As concentracBes de cada composto quantificadas nas amostras de aguas subterraneas
para consumo humano foram comparadas com 0 VMP e o0 CQA. Quando as concentracdes de
metais ou contaminantes emergentes excedem o CQA, existe um risco para a saude humana

quando a ingestdo de agua ocorre por longos periodos (Umbuzeiro et al. 2010).

3. Resultados e discussao

3.1. Perfil do uso e cobertura do solo

As areas agricolas foram predominantes em todos os locais de amostragem na cidade de
Itapord, seguida pelos fragmentos florestais e construgdes urbanas (Fig. 2A). A situacdo de
Caarap6 foi distinta (Fig. 2B), uma vez que as areas ocupadas por construcdo urbana foram
predominantes em quase todos os locais de amostragem, seguida pela agricultura e fragmentos

florestais.
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Fig. 2 Mapa de uso e ocupacao do solo dos diferentes pontos de coleta de dgua analisados nas cidades de (A)
Itapora (101-112) e (B) Caarap6 (C01-C11)

3.2. Caracterizacdo fisico-quimica

Os niveis de sélidos totais dissolvidos (STD), turbidez, pH, cloro e fluor obtidos para
todas as amostras de aguas subterraneas foram comparados com os padrdes brasileiros de
qualidade de aguas subterraneas destinadas ao consumo humano descritos na Resolucdo
CONAMA n° 396 (Brasil, 2008). Embora ndo existam padrdes de qualidade de &agua

subterranea estabelecidos na legislacdo brasileira para oxigénio dissolvido (OD), condutividade
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elétrica (CE) e temperatura, esses parametros também foram determinados em todas as
amostras (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizagdo e dados fisico-quimicos dos pogos de Itapord e Caarapo.

Pontos Caracterizagdo dos Parametros fisico-quimicos
pogos
. oD CE Temperatura STD Turbidez Cloro Fltor
P (m) Tipo p
(mg/L) (mS/m) (°C) (mg/L) (NTU) (mg/L) (mg/L)
101 <5 Cavado 4,95 105,7 24,4 76,48 0,10 58 0,06 0
102 <5 Cavado 2,13 459 24 93,76 53 4,97 0 0
103 >5-10 Tubular 6,23 188,6 219 1207,04 0,10 6,45 0 0
104 >15 Tubular 2.72 37,8 24,1 41,92 0,10 5,62 0 0
105 >15 Tubular 2.84 42,6 24,1 72,64 0,10 5,56 0 0
106 >5-10 Cavado 4,68 12,2 24,7 08,08 0,10 5,15 0 0
107 >15 Tubular 4,74 180,55 24,5 1206,40 0,10 6,15 0 0
108 <5 Tubular 1,56 53,9 249 44,96 0,10 4,87 0 0,12
109 >10-15 Cavado 2,48 346,6 24,1 2218,24 0,10 5,96 0 0
110 >10-15 Tubular 5,2 54,4 24,7 48,16 0,10 5 0 0
111 >10-15 Cavado 2,8 40,6 25,5 59,84 0,10 5,34 0 0
112 <5 Cavado 2,55 31,7 24,7 02,88 0,10 53 0 0
Cco1 >15 Tubular 2,94 71,9 245 60,16 0,1 4,86 0,23 0
C02 >10-15 Cavado 2,8 307,6 21,9 1968,64 0,1 53 0 0
Co03 >15 Tubular 2,18 173,5 24,6 1110,40 0,1 5,03 0 0
Co4 >15 Tubular 3,87 117,1 22,7 49,44 0,1 5,42 0 0
CO05 >15 Tubular 3,53 253,3 24 1621,12 0,1 4,95 0 0,55
C06 >15 Tubular 5,21 147,2 24,6 42,08 0,1 5,39 0 0,03
Cco7 <5 Tubular 3,07 47,3 24,4 02,72 3,56 6,7 0 0,03
Co08 >15 Tubular 1,72 75,3 24,6 481,92 0,1 4,93 0 0
C09 >5-10 Cavado 3,19 422,3 23,6 2702,72 1,06 4,95 0 0
C10 <5 Cavado 2,49 273 25,3 1747,20 0,1 5,67 0 0
Cl1 >15 Tubular 1,66 101,9 24,2 52,16 0,1 5,48 0 0,29
VMP - - - - - 1000 5 6a95 5 1,5

VMP- Valor M&ximo permitido para dguas destinadas ao consumo humano estabelecidos pela resolugéo n® 396 do CONAMA; P- profundidade;
OD- oxigénio dissolvido; CE- condutividade elétrica; STD- solidos totais dissolvidos; pH- potencial hidrogenidnico. Valores em desacordo com
os padrdes brasileiros de qualidade da agua (Brasil 2008) sdo apresentados em negrito.

Para os dados de cloro e fltor, todos os valores mensurados em ambas cidades estavam
de acordo com 0 VMP para aguas subterraneas brasileiras (Brasil, 2008). Os valores de STD
para as amostras de Itapord variaram de 2,80 a 2.218,24 mg/L, similar aos valores observados
em Caarap6 que variaram de 2,70 a 2.702,72 mg/L. Trés pontos em Itapord (103, 107 e 109)
apresentaram valores de STD acima do VMP (Brasil, 2008), enquanto que em Caarap0 isso
ocorreu em cinco pontos (C02, C03, C05, C09 e C10).

Também houve altos valores de STD (> 1000 mg/ L) e CE (> 173,5 mS/m) nos mesmos
locais de amostragem (Tabela 1), este fato pode ser explicado devido os locais estarem ao redor
de areas agricolas nas duas cidades. Esses resultados corroboram com os obtidos por
Selvakumar et al. (2017) que relataram que o aumento de STD pode estar relacionado ao uso
de fertilizantes e disposicdo de residuos agricolas e, consequentemente, a sua percolacédo no
solo com a &gua da chuva. Ambos os parametros indicam a dissolugdo de ions nas aguas

subterraneas.
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A turbidez de todos os locais de amostragem em ambas as cidades est& de acordo com
o valor m&ximo permitido estabelecido pela legislacdo brasileira (Brasil, 2008), com exce¢ao
do ponto 102. Em geral, as amostras de dguas subterraneas apresentaram pH levemente acido.
Em Itapord o pH das amostras variou de 4,87 a 6,45 e em Caarap0 o pH variou de 4,86 a 6,70.
Apenas os pontos 103 e 107 e CO7 apresentaram valores de pH de acordo com o valor méximo
permitido pela legislagéo (Brasil, 2008).

Aguas subterraneas com pH &cido também foram relacionadas com a contaminacao por
fertilizantes amplamente utilizados na agricultura (Jeyaruba e Thushyanthy 2009; Wongsasuluk
et al. 2018). Isso pode ter sido observado neste estudo devido todos os pontos em Itapora e
72,7% dos em Caarap0 estarem préximos a areas agricolas (Fig. 1 e 2). Também € importante
ressaltar que aguas acidas favorecem a solubilizacao de ions metalicos, fator que contribui para
0 aumento de seus niveis nas amostras de agua e também para o aumento da condutividade
elétrica das amostras.

A legislacéo atual utilizada como referéncia ndo especifica valores limite para OD, CE
e temperatura para aguas subterraneas destinadas ao consumo humano. Os valores de OD
variaram de 1,56 a 6,23 mg/L, para as amostras coletadas em Itapord, e para as amostras
coletadas em Caarap6 os valores foram semelhantes variando de 1,66 a 5,21 mg/L. Para as
amostras de Itapord, a CE variou de 31,7 a 346,6 mS/m, e para as amostras coletadas em
Caarap0 variou de 47,3 a 422,3 mS/m. A temperatura média para ambas as cidades foi de 24°C.

3.3. Determinacédo de metais em amostras de aguas subterraneas

O Cd nao foi detectado em nenhuma das amostras analisadas. O Ni foi quantificado
somente na amostra coletada no ponto C03 e sua concentracdo excedeu o valor méaximo
permitido estabelecido pela legislacdo brasileira para &guas subterrdneas destinadas ao
consumo humano (Brasil, 2008). Mn foi o metal com maior nimero de amostras em
desconformidade (11 amostras) seguido por Al e Fe (2 amostras cada).

A concentracdo de Mn foi a maior em 110 (1,63 mg/L), que foi 16 vezes maior que o
valor maximo permitido (0,1 mg/L), 0 que representa um risco para a satde da populacéo que
consome desta dgua. Cr, Cu e Zn foram quantificados em todas as amostras com concentraces
abaixo dos valores maximos permitidos estabelecidos (Brasil, 2008). Ndo ha um padrdo para

Co na legislacéo brasileira (Tabela 2).



Tabela 2. Identificacdo e quantificacdo de metais em agua de pocos de Itapord e Caarap0.

Pont Metais (mg/L)
ontos Al Co Cr Cu Fe Mn Ni Zn
o1 N 00220+ 00102+ 00061x . 0608L: 00062+ 00079+
0,00034 000004 000020 0,00869 0,00045 000014
00034+ 00084+ 00017+ 0,0111%
102 ND 500001 000222 000030 NP goooaz NP ND
03 N 00042t 00092+ 00050+ 00142+ 00196+ 0,085 00033+
0,00005 000008 000040 000458 0,00040 0.00750 000020
00041+ 00079+ 00028+ 0,1062+
104 ND 500007 000076 000035 NP goozz7 NP ND
o 00315+ 00258+ 00077+ 00036 . 00484t | = 00003
0,00010 000016 0,00084 0.00044 0,00199 0,00005
05 N 00164t 00077+ 00083+ 00290¢ 00772¢ | 00096
0,00008 000030 000006 000021 0,00129 0,00014
jo; 00476+ 00163: 00077+ 00119+ 02217+ 00578+ 0,356 00432«
000096 000008 0,00003 000061 000682 000129 0,01014 0.00047
05 N 00031+ 00081+ 00I101x 11240+ 01011+ = 00045%
0,00011 000002 000002 001901 000220 0,00011
00003+ 00082+ 00025+ 0,0613+ 0.0007+
109 ND 500010 000019 000036 NP 000067 NP 000005
1o 07880 00562¢ 00078+ 00102+  16320& . 00020
0,00187 000003 0,00002 0.00004 0.02014 0,00008
00038+ 00082+ 00026+ 0,0092+
111 ND 500009 000034 000023 NP gooozz NP ND
|, 04837t 00395t 00078+ 00140+ 00140+ 07479+ 00047
000409 000012 0,00037 0,00002 000113 000679 0,00007
cop 00083t 00134+ 00101+ 00105t 00876+ 02676: 00128 0,0032%
0,00136 000001 0,00026 000017 000141 000024 0,00304 0,00013
cop 01625: 00133+ 00096+ 00057+ 07825+ 05164+ 00150+ 00175+
000384 000010 000055 000004 000145 000147 0,00449 0,00043
cos np 00227+ 00096+ 00280+ 00111+ 00412+ 0,098+ 00908+
000016 000009 000028 000248 0,00095 000204 000019
coq 00235t 00050+ 00083+ 00030+ 00272+ 01098+ = 00056
002128 000019 0,00048 0,00026 000012 000216 0,00019
cos 00448+ 00069+ 00083+ 00067+ 00428+ 05288+ | 00113
0,00066 000009 0,00006 0,00024 000098 000662 0,00019
00032+ 00075+ 00031+ 0,0488+ 0,0624+
€06 ND 400010 000033 000006 0,00747 000089 P ND
cor  np O00ll: 00074+ 00058+ 00552+ 00266+ 00038+
0.00008 000041 000043 000039 0,00131 0.00012
00022+ 00073+ 00026+ 00064+ 0,0739+
Co8  ND 400015 000023 000077 0,00147 000013 P ND
cog O1414F 00020+ 00069+ 00034+, = 05993+ 00047¢
000212 000010 0,00008 00006 0.00136 000167
cyp 0481t 00081+ 00065: 00050+ 13152 = 00004+
0,013  0,00007 000048 000058 0,00151 0,00006
00052+ 00077+ 00050+ 0,1469+ 0,0038+
Cl1  ND 500005 000013 000035 NP oooso NP 000010
VMP 020 * 0,05 2 030 010 007 5

| — Itapord; C — Caarapd; VMP — Valor maximo permitido para aguas destinadas ao consumo humano
(Brasil 2008); * Cobalto ndo apresenta VMP definido pela legislagdo brasileira (Brasil, 2008).

Em negrito valor acima da resolugdo do CONAMA n° 396/ 2008. LOD= limite de detecc¢do; LOQ=
limite de quantificacéo.
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Todos os pontos na cidade de Itapora onde foram encontrados metais com concentracfes
acima dos valores maximos permitidos (Brasil, 2008), estavam localizados em regiGes cobertas
com aproximadamente 20 a 65% por areas agricolas (Fig. 2A). Um perfil distinto foi observado
para Caarap0, onde os locais contaminados por metais estavam predominantemente localizados
em é&reas urbanizadas (Fig. 2B). Os metais podem ser originados das atividades antrdpicas
(principalmente fontes agricolas e industriais) ou das caracteristicas geoldgicas naturais do solo
da regido. A descarga indiscriminada de efluentes industriais, agricolas e domeésticos em
corregos e rios contribuiu para a degradacao e contaminacdo de aquiferos (Philippi e Pelicioni
2005).

3.4. Determinacao de contaminantes emergentes em aguas subterraneas

Em Itapord os pesticidas carbendazim, carbofurano, hexazinona, tebutiuron, diuron,
ametrina, tebuconazole e simazina e 0s hormonios testosterona e progesterona ndo foram
detectados. Apenas o pesticida imidacloprid foi quantificado em 111 (23 ng/L) (Tabela 3). Em
Caarap0, pelo menos um dos contaminantes estudados foi detectado em cada ponto amostral,
com imidacloprid (concentracdes variando de 20,5 a 132,5 ng/L) e 2-hidroxiatrazina
(concentracbes variando de 16,0 a 80,0 ng/L) sendo os compostos mais frequentemente
encontrados.

Carbofurano, simazina, tebuconazol, testosterona e progesterona nao foram detectados
nos pontos localizados em Caarap6. Os pontos com maior ocorréncia de contaminantes foram
0 C03 com 8 contaminantes e C04, C08 e C09 com 6 contaminantes cada (Tabela 4). E
importante ressaltar que a ocorréncia de fragmentos florestais reduz o fluxo e a percolacao de
pesticidas e atenua o processo de eroséo, servindo como uma barreira fisica protetora que reduz
a chance de contaminacdo dos recursos hidricos (Casara et al. 2012). Os pontos com maior
ocorréncia de contaminantes emergentes detectados em Caarap6 (Tabela 4) estdo localizados
na fronteira entre areas urbanizadas e agricolas, sem protecao de fragmentos florestais (Fig. 2).

Entre os contaminantes emergentes encontrados nas amostras de dguas subterraneas, a
atrazina e o malation s&o 0s Unicos pesticidas que apresentam valores maximos permitidos na
legislagdo brasileira (2 e 190 pg/L, respectivamente) (Brasil, 2008). A legislagéo brasileira para
aguas subterraneas estabelece padrbes apenas para aproximadamente 30 pesticidas, e 0s
pesticidas mais frequentes encontrados em nossas amostras ndo estdo incluidos. A falta de
padrdes para muitos compostos limita a capacidade de garantir a seguranca da agua subterranea
consumida pela populagdo. Segundo Montagner et al. (2017), muitos dos efeitos de

contaminantes emergentes no meio ambiente e na saide humana podem ser atribuidos a
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exposicao cronica a esses contaminantes que ocorrem em concentracdes extremamente baixas,

especialmente em recursos hidricos.

Tabela 3. Concentracdes dos compostos emergentes em amostras de agua de pocos de Itapora.

. Pontos
Contaminantes
emergentes 01 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 P LQ
(ng/L) (ng/L)
Cafeina 225 <MQL <MDL <MQL <MQL <MDL <MQL <MQL <MQL 30 <MQL <MQL 6 19,8
Imidacloprid <MDL <MDL <MDL <MDL <MQL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL 23 <MDL 5,3 174
2-Hydroxyatrazine <MDL <MDL <MQL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MQL <MQL <MDL <MQL 2,7 9,0
Atrazine <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MQL <MQL 3,9 12,8
Clomazone <MDL <MDL <MQL <MDL <MQL <MQL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL 1,5 4,8
Malathion <MDL <MQL <MDL <MDL <MDL <MQL <MDL <MDL <MDL <MDL <MQL <MDL 2,9 95
LD = limite de detec¢do; LQ = limite de quantificacdo; MDL= limite maximo de detec¢do; MLQ= limite maximo de quantificacdo
A cafeina foi quantificada nos pontos 101, 110, C02 e C03, com concentracfes entre 22,5
e 104,0 ng/L (Tabelas 3 e 4). A cafeina é reconhecida internacionalmente por ser um marcador
quimico de contaminacdo fecal (Montagner et al. 2014), e sua presenca nesses quatro pontos
indica contaminacdo por esgoto doméstico. Assim, podemos sugerir que esses pogos estdo
vulneraveis e que o esgoto depositado em biodigestores de fossa séptica pode estar atingindo a
agua subterrénea. Isso evidencia a necessidade de investigar outros marcadores quimicos e
biol6gicos de contaminacgdo de esgoto doméstico nos pogos localizados em ambas cidades.
Tabela 4. Concentragdes de contaminantes emergentes em amostras de dgua de pogos de Caarapo.
Contaminantes Pontos ) "
emergentes Col  C02 CO03 CO04 (CO5 CO6 CO7 (CO8 (CO09 C10 Ci1 Q
(ng/L) (ng/L)
Caffeine <MQL 27,5 104 <MQL <MDL <MQL <MQL <MQL <MQL <MQL <MDL 6 19,8
Imidacloprid <MDL <MQL 39 86 188 <MQL <MQL <MQL 1325 205 <MDL 53 174
Carbendazim <MDL <MDL <MQL 9 <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL 2,7 8,8
2-Hydroxyatrazine  <MDL <MDL <MDL 19 <MDL <MDL <MDL <MDL 80 16 <MQL 27 9,0
Hexazinona <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MQL 18 <MDL <MDL 25 8,1
Tebutiuron <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL 21 <MDL <MDL <MDL 30 9,9
Atrazine <MDL <MDL <MQL <MQL <MDL <MQL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL 39 12,8
Diuron <MDL <MDL <MQL <MDL <MDL <MDL <MQL <MQL <MDL <MDL <MDL 1.8 58
Clomazone <MQL <MQL <MQL <MDL <MDL <MDL <MQL <MQL <MQL <MQL <MQL 15 48
Ametryn <MDL <MDL <MQL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL <MDL 32 10,6
Malathion <MDL 115 <MQL 13 <MDL <MDL <MDL <MDL <MQL <MDL <MDL 2,9 9,5

LD= limite de deteccdo; LQ= limite de quantificacdo; MDL= limite maximo de detec¢do; MLQ= limite maximo de quantificacéo

3.5. Avaliagéo de risco humano de contaminantes encontrados em agua subterranea

Os metais Cr, Co, Mn e Ni apresentaram concentragdes acima do VMP (Brasil, 2008)

ou CQA calculado (Fig. 3). Nestes casos, é esperado um aumento do risco para a saude das

populacbes que consomem as aguas subterraneas obtidas desses pocos por longos periodos.

Todos os outros metais apresentaram concentracdes abaixo do VMP ou CQA e, portanto, ndo

oferecem risco associado com a exposi¢éo por ingestdo de agua subterranea (Tabela 2). Esses
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metais podem ter origem de fontes naturais, como rochas, ou de fontes antropogénicas, como
aguas residuais de origem domeéstica e industrial, e também relacionadas a agricultura intensiva,
uma vez que esses elementos estao presentes na composicao de certos pesticidas e fertilizantes
(Bhutiani et al. 2016; Bhutiani et al., 2017; De Joode et al., 2016). Os mesmos metais também
foram observados com concentra¢Ges superiores ao nivel seguro para consumo humano em
outros estudos realizados na Africa e India e foram considerados como elementos que
contribuem para 0s riscos ndo carcinogénicos a saude humana via consumo de dgua subterranea
(Edokpayi et al. 2018; Kumar et al 2017; Mishra et al. 2018; Singh e Ramanathan 2018).

Itapora
Cromo 0.06 Cobalto
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Fig. 3 Metais com concentragfes quantificadas (CQ) e o calculo do critério de qualidade de agua (CQA) nos
pontos das cidades de (A) Itapora e (B) Caarap6
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A legislacdo brasileira ndo estabelece um VMP para Co (Tabela 2). No entanto, um risco
para a salde da populacdo que consome diariamente estas 4guas subterraneas foi identificado
baseado na comparacdo com o CQA calculado. Altas concentracbes de Co podem causar
problemas como diarréia, deformacéo 0ssea, alteracbes hematoldgicas e disturbios cardiacos
(ATSDR, 2004; Izah et al., 2016). Em pontos onde as concentra¢des de Mn estavam acima do
VMP legislado (Brasil, 2008), mas ndo excediam o CQA, ndo € esperado riscos para a salde
da populacdo, visto que os VMP foram estabelecidos com base nas mudancas das caracteristicas
organolépticas da dgua e ndo em problemas de saude.

A exposic¢do ao Mn via consumo de agua pode perturbar varios processos fisioldgicos e
causar déficit académico em criancas, reducdo do desempenho da meméria e fungGes motoras,
problemas comportamentais e deficiéncia intelectual (Bouchard et al. 2010; Khan et al. 2011,
Khan et al. 2012). Este metal também esta associado ao aumento do risco de reducéo de peso
em recém-nascidos (Grazuleviciene et al. 2009; Rahman et al. 2015). O Cr pode causar
disturbios gastrointestinais, lesbes renais e hepaticas, desordens do sistema nervoso central e
problemas respiratorios, aléem de sua forma hexavalente ser carcinogénica (Dabai et al. 2013;
Izah et al. 2016; Martin e Griswold 2009; Wunsch Filho, 2012). Os efeitos nocivos do Ni
relatados na literatura incluem dano dérmico, nausea, dor abdominal, asma, conjuntivite,
reacOes inflamatorias e efeitos neuroldgicos como tontura, dores de cabeca e cansaco (Cempel
e Nikel 2006; Das e Dhundasi 2008; Li et al. 2014).

Nenhum dos contaminantes emergentes encontrados nas amostras analisadas excedeu o
VMP ou o CQA calculado. No entanto, a presenca destes compostos em amostras de aguas
subterraneas demonstra a vulnerabilidade dos pocos utilizados pela populacdo e o impacto
antropogénico sobre esses recursos hidricos. Os esgotos domésticos depositados no solo e as

atividades agricolas parecem ser as fontes desses contaminantes.

4. Conclusdo

Os dados obtidos neste trabalho demonstraram que a agua subterranea consumida pela
populacéo residente nas duas cidades esta exposta a alguns metais e contaminantes emergentes.
A ocorréncia desses quimicos pode estar relacionada ao uso e ocupacao do solo, principalmente
pelas atividades agricolas e areas urbanizadas através do esgoto doméstico.

Quando as concentracdes de Cr, Co, Mn e Ni observadas em alguns pontos foram
comparadas com 0 CQA calculado, observamos risco para a satde humana, mesmo no caso de
amostras que apresentaram concentragdes desses metais de acordo com a legislagéo brasileira

para agua subterranea destinada ao consumo humano. Estes resultados reforcam a necessidade
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de rever os VMPs presentes na legislacdo e a necessidade de implementar um programa de
monitoramento de pesticidas em aguas subterrneas para identificar compostos prioritérios e
estabelecer seu VMP.

Com base nos metais e nos contaminantes emergentes encontrados nas amostras de
aguas subterraneas analisadas, é possivel afirmar que estratégias para mitigar os impactos da
agricultura intensiva na regido e a coleta e tratamento de esgoto doméstico sdo medidas

necessarias para conter a contaminacdo dos pogos utilizados pela populacdo das duas cidades.
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wavelengths (nm), linearity (R2), limit of detection (LOD), and limit of quantification (LOQ).

Metals Wavelength (nm) Linearity (R?) (II;](;/E) (rl;g/?)
Al 308,215 0,9999 0,0029 0,0099
Cd 214,438 0,9999 0,0015 0,0050
Co 228,616 0,9999 0,0030 0,010
Cr 283,563 0,9997 0,0022 0,0092
Cu 327,396 0,9992 0,00036 0,0012
Fe 239,562 0,9999 0,014 0,047
Mn 257,610 0,9999 0,0011 0,0052
Ni 341,476 0,9999 0,0163 0,0543

Zn 213,856 0,9960 0,00025 0,00085




S2. LC-SM/MS experimental parameters for each Emerging Contaminants (ECs).
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. Linear
Emerging Type of substance and Retention | Precursor |ESI Production Collision energy at?f*?jtall\rﬁie Inztr;unr:;etgil correlation
contaminants chemical group time (min) | ion (M/z) mode (m/z) (eV) P coefficient
(%) IDL (pg) (1)
Caffeine Stimulant alkaloid 3,001 1951 | (+) | 1381 1101 69,1 | 15 20 20| 31,7 12,0 15 0,988
Imidacloprid Neonicotinoid insecticide, 1,185 256,0 (+) 208,9 175,1 10 15 7,5 25 0,922
veterinary drug
Carbendazim Benzimidazole fungicide 2,324 1921 | (+) | 160,10 132,1 1051 | 20 30 35| 249 188 5 0,985
Atrazine Triazine herbicide 5,877 216,2 | (+) 174,1 103,9 15 15 17,4 5 0,851
2-hydroxyatrazine Pesticide 3,091 1982 | (+) | 156,2 1141 86,1 | 15 20 20| 40,3 66,4 5 0,991
Carbofuran Pesticide 4,491 222,0 (+) 165,0 1230 55,0 10 20 16| 22,0 153 5 0,988
Hexazinone Herbicide 5,071 253,2 (+) 1711 851 711 8 30 31| 804 532 5 0,992
Tebuthiuron Herbicide 5,243 2291 | (+) | 1721 1161 572 | 10 30 34| 56,8 41,7 5 0,944
Diuron Pesticide 6,245 2330 |(+) 72,1 721 46 20 20 16| 356 994 5 0,855
Clomazone Herbicide 6,706 2401 | (+) 125,0 1 5 0,870
Ametrine Herbicide 6,877 2282 |(+) | 186,1 158,1 1381 | 15 20 20| 149 229 5 0,928
Malathion Organophosphate 7,380 331,0 (+) 285,0 99,0 1 15 0,4 5 0,918
insecticide, veterinary drug
Tebuconazole Fungicide 9,098 3082 |(+) | 1249 700 70,0 | 30 10 20| 21 150 5 0,991
Testosterone Pharmaceutical/natural 8,092 2893 [(+) | 1091 971 791 | 25 20 20| 778 25 5 0,983
hormone, androgen
Pharmaceutical/natural 10,335 315,3 (+) 109,1 97,2 79,2 15 25 30| 630 7,7 5 0,992
Progesterone

hormone, progestogen
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S3. Calculation of water quality criteria.

Water quality criterion

Compound RfD mg/kg/day Allocation Factor (mg/L) Reference*
Aluminum 1 0,1 3 ATSDR, 2008
Cobalt 0,0003 0,1 0,009 USEPA, 2008
Chrome 0,003 0,1 0,009 IRIS, 2018
Copper 0,01 0,1 0,03 ATSDR, 2004
Iron 0,7 0,1 2,1 USEPA, 2006
Manganese 0,14 0,1 0,42 IRIS, 2018
Nickel 0,02 0,1 0,06 IRIS, 2018
Zinc 0,3 0,1 0,9 IRIS, 2018

* Bibliographic source of the reference dose
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Resumo

Os metais aluminio (Al) e manganés (Mn) sdo elementos encontrados naturalmente no ambiente, porém a
exposicao excessiva do ser humano a esses metais tem provocado efeitos negativos na satde. Estudo anterior desse
grupo de pesquisa mostrou a existéncia de areas em que aguas subterraneas destinadas ao consumo humano
apresentavam concentracdes de Al e Mn acima do permitido pela legislacdo brasileira. Neste contexto, o objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos citotoxicos e genotéxicos do Al e Mn em células CHO e CHO-XRS5. Para isso,
células CHO e CHO-XRS5 foram tratadas com Al (0,2 - 2,0mg/L?) e Mn (0,1 - 3,0mg/L™%), para determinacéo da
citotoxicidade e genotoxicidade. Os metais Al e Mn apresentaram efeito citotdxico em ambas as linhagens
celulares, demonstrando reducdo significativa da viabilidade celular. Em relacdo aos efeitos genotoxicos, o Al e
Mn induziram a formacdo de brotamento nuclear, micronucleo e danos ao DNA nas concentragdes mais elevadas.
Os resultados demonstraram também, que as concentragGes limites estabelecidas apresentaram efeitos citotoxico
para as células avaliadas. Para o Al, ainda foi verificado a formacéo significativa de brotamento nuclear na célula
CHO. Nestes termos, este estudo apresenta dados que podem auxiliar érgdos regulamentadores na adequacéo dos

valores limites do Al e Mn em &guas subterraneas destinadas ao consumo humano.

Palavras-chave: Metais; citotoxicidade; genotoxicidade; CHO; CHO-XRS5.

Abstract

The metals aluminum (Al) and manganese (Mn) are elements found naturally in the environment, but excessive
exposure of humans to these metals has caused negative effects on health. A previous study of this research group
showed the existence of areas in which groundwater intended for human consumption had concentrations of Al
and Mn above that allowed by Brazilian legislation. In this context, the objective of this study was to evaluate the
cytotoxic and genotoxic effects of Al and Mn on CHO and CHO-XRSS5 cells. For this, CHO and CHO-XRSS5 cells
were treated with Al (0.2 - 2.0mg/L) and Mn (0.1-3.0mg/L*) for determination of cytotoxicity and genotoxicity.
The Al and Mn metals presented cytotoxic effect in both cell lines, demonstrating a significant reduction in cell
viability. In relation to genotoxic effects, Al and Mn induced the formation of nuclear budding, micronucleus and
DNA damage at the highest concentrations. The results also demonstrated that the established limits concentrations

showed cytotoxic effects for the cells evaluated. For Al the significant formation of nuclear budding in the CHO
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cell was still verified. In these terms, this study presents data that can help regulators in the adequacy of the Al and

Mn limit values in groundwater destined for human consumption.

Keywords: Metals; cytotoxicity; genotoxicity; CHO; CHO-XRS5.

1. Introducéo

Os metais quando presentes no ambiente em concentracfes elevadas podem causar
efeitos adversos aos organismos expostos (DHANAKUMAR et al., 2015; JAYAPRAKASH et
al., 2015; IZAH et al., 2016). A exposicao do ser humano aos metais pode ser proveniente tanto
de fontes naturais advindos de rochas e vulcdes, quanto antropogénicas, associadas a processos
industriais, mineracao, pesticidas, medicamentos e tratamento da agua (DE JOODE et al., 2016;
LIMA et al., 2011). Entretanto, a dieta e a ingestdo de agua sdo as formas mais comuns de
exposicdo aos metais (KREWSKI et al., 2007; WILLHITE et al., 2014).

Dentre os diferentes metais, podemos destacar o aluminio (Al) e manganés (Mn). O Al
é considerado o metal que apresenta maior quantidade na crosta terrestre, utilizado em larga
escala na fabricacdo de embalagens alimenticias e utensilios de cozinha (ALEXANDROV et
al., 2018), o que predispde a sua exposicdo em humanos, porém, o mesmo ndo apresenta
nenhuma funcao bioldgica nos organismos vivos (VERSTRAETEN et al., 2008). O Mn é o
quinto metal mais abundante, considerado um elemento essencial para o ser humano, devido ao
fato de desempenhar fungbes em processos fisioldgicos, como, a regulacdo da reproducéo,
crescimento 6sseo e manutencdo do cérebro (BORNHORST et al., 2010; HORNING et al.,
2015).

Os efeitos adversos do Al e Mn, quando em quantidades excessivas, representam, em
longo prazo, riscos para a saude dos seres humanos. Estudos revelaram que o Al e Mn induzem
alteracdo na morfologia de 6rgdos, citotoxicidade e genotoxicidade (ALIMBA et al., 2016;
GEYIKOGLU et al., 2012; PAZ et al., 2017; STEPHENSON et al., 2013). Além disso, estes
metais podem se acumular no sistema nervoso central, causando distarbios neuroldgicos,
aumento no risco de incidéncia de doencas neurodegenerativas, como, doenca de Alzheimer e
Parkinson e sindrome de manganismo (GONCALVES et al., 2007; HORNING, et al., 2015;
PERES et al., 2016; WANG et al., 2016).

No Brasil, a normativa 396/2008 do Conselho do Meio Ambiente (CONAMA)
estabelece valores maximos permitidos para metais presentes em agua subterranea destinada ao
consumo humano. Pesquisas realizadas pelo nosso grupo demonstraram a existéncia de Al e

Mn acima dos limites permitidos (0,2mg/L* e 0,1mg/L™* respectivamente) pela legislagdo para
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aguas subterraneas em duas cidades do Mato Grosso do
Sul (Brasil) (FRANCISCO et al., 2019).

Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos citotoxicos e genotoxicos
do Al e Mn em células CHO e CHO-XRSS5 utilizando valores no limite e acima do estabelecido
pelo CONAMA.

2. Material e Métodos

2.1 Cultura celular

As linhagens celulares CHO e CHO-XRS5 de ovério de hamster (fornecidas pela
professora Dra. Elza Tiemi Sakamoto Hojo do departamento de Biologia, da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto), foram cultivadas com meio HAM-F10 + DMEM
(Sigma-Aldrich/Gibco, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco,
EUA), bmg de penicilina, 5mg de estreptomicina, 10mg de neomicina (Gibico, EUA) e
bicarbonato de sdédio (NaHCOs). As células foram mantidas em estufa com atmosfera
umidificada contendo 5% de CO; a 37°C.

2.2 Determinacéo das concentracfes e tratamentos

As concentragdes de Al (0,2, 0,4,0,6, 0,8, 1,0 e 2,0 mg/LY) e Mn (0,1, 0,15, 0,3, 1,0, 1,5
e 3,0 mg/LY) utilizadas neste estudo, foram baseadas em resultados de pesquisas realizadas por
Francisco et al. (2019) quantificados em aguas subterraneas de duas cidades do estado do Mato
Grosso do Sul, Brasil. Solucdes estoque padrdo de 1000 mg L™ de Al e Mn (SpecSol6, SEM-
682, EUA) foram diluidas em meio HAM-F10 (Sigma-Aldrich, Alemanha) + DMEM (Gibco-
Thermo Fisher Scientific) e utilizadas em todos os tratamentos. Como controle positivo (CP),
foi utilizado a mitomicina C (2 pg/L™?) (Sigma-Aldrich, Alemanha) diluida no meio e, para o
controle negativo (CN) somente meio de cultura. Para todos os experimentos as células foram
semeadas por 24h, antes dos tratamentos. O periodo de incubagdo com os tratamentos foram de
24 e 72h em atmosfera umidificada com 5% de CO, a 37° C.

2.3 Ensaio de citotoxicidade

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico utilizando o 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma-Aldrich, Alemanha).
As células CHO e CHO-XRS5 (6x10° células/mL) foram plaqueadas em microplacas de 96
pogcos e tratadas com diferentes concentragdes de Al (0,2 - 2,0 mg/Lt) e Mn (0,1 - 3,0 mg/L™?)
em meio HAM-F10 + DMEM, sem suplemento de SFB durante o periodo de exposi¢do. Apds

o tratamento, 0 meio foi removido e, em seguida, adicionado 100 pL de MTT (0,5 mg/mL™)



64

em cada poco, seguido de incubacdo por 4 h a 37 °C. Ap0s esse periodo, o sobrenadante foi
removido e adicionado 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO), para solubilizar os cristais de
formazan. A absorbancia de cada poc¢o foi determinada a 630 nm em Leitor de microplaca
SpectraMax 250 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). A viabilidade celular foi calculada

pela formula:
Viabilidade celular (%) = (AbScéIuIas tratadas/AbScontroIe) x 100

2.4 Teste do micronucleo com bloqueio da citocinese

O teste do micronucleo com bloqueio da citocinese foi realizado de acordo com o
método descrito por Oliveira et al. (2006) com adaptac6es. Foram realizados dois experimentos
independentes. As células CHO e CHO-XRS5 (4 x 10° células/mL) foram semeadas em placas
de 24 pogos e tratadas com diferentes concentrages de Al (0,2- 2,0 mg/L™) e Mn (0,1- 3,0
mg/L1) em meio HAM-F10 + DMEM, suplementado com SFB durante 24 e 72 h. Ap6s 0s
tratamentos, as células foram incubadas com citocalasina B (6 pg/mL; Sigma) durante 20h. Em
seguida, as células foram tratadas com solucdo hipotdnica de citrato de sodio 1%, fixadas em
solucdo de metanol: acido acético (3:1), e coradas com Giemsa 5% (Vetec). Um total de 1.000
células binucleadas por experimento foi analisado para determinacdo do nimero de células
binucleadas com microndcleos, pontes nucleopldsmicas e brotamento nuclear conforme
descrito por Fenech (2007). O indice de divisao nuclear (IDN) foi calculado para 500 células

de acordo com a férmula:

M1+4+2XM2+3XxM3+4x M4
IDN = N

Onde M1-M4 representam o nimero de células que possuem de 1 a 4 nlcleos e N € o

ndmero total de células viaveis.

2.5 Ensaio de eletroforese em gel de célula Unica alcalino (Ensaio do cometa)

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com Singh et al. (1988) com modificages.
Para cada concentragéo testada foram realizados dois experimentos independentes. As células
CHO e CHO-XRS5 (1x10°) foram semeadas em placas de 24 pocos e tratadas com Al (0,2- 2,0
mg/L1) e Mn (0,1- 3,0 mg/L™Y) em meio HAM-F10 + DMEM, suplementado com SFB durante
24 e 72 h. Apos o tratamento, as células foram desprendidas do pogo e centrifugadas a 2.000
rpm durante 5 min. Em seguida, uma aliquota de 100 uL da suspenséo celular foi misturada em
140 pL de agarose LMP (Low Melting Point) 0,5% Invitrogen® a 37 °C e disposta sobre
laminas pré-gelatinizadas com agarose 1,5% (Kasvi/Espanha). Apds, solidificagdo do gel, as

laminulas foram retiradas e as laminas foram imersas em solugéo de lise (2.5M NaCl, 100mM
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Na; EDTA, 10mM Tris, com 10% DMSO e 1%Triton X-100) a 4 °C durante 1 h e 30 min. Em
seguida, as laminas foram colocadas em solugio tampéo de eletroforese (NaOH 0,3 mol L e
EDTA 0,001 mol L*, pH >13) durante 20 min para desnaturacdo do DNA seguida de
eletroforese a 37 V, 300 mA por 25 min. Posteriormente, as laminas foram neutralizadas com
Tris 0,4 mol L™ durante 15 min, fixadas em etanol e coradas com brometo de etideo (0,02 mol
L1). Os nucledides foram analisados em microscépio de fluorescéncia (Labomed - T121100)
utilizando objetiva de 400x e fotografados. As imagens foram analisadas usando o software
Lucia Comet Assay Single Stain (Laboratory Imaging, Prague, Czech Republic), um total de
100 nucledides foram contados para cada experimento. Os pardmetros de genotoxicidade
utilizados para quantificar o dano ao DNA foram o tail DNA (% de DNA na cauda) e tail lenght

(tamanho da cauda).

2.6 Anélises estatisticas

As anélises foram realizadas utilizando a plataforma R Studio (R Core Team, 2018).
Todos os dados foram testados para verificar a normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk.
Os resultados dos testes de MTT e micronucleo foram avaliados pelo teste paramétrico Analise
de variancia unidirecional (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. O teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn, foi usado para o ensaio do cometa. As diferencas
entre os tratamentos com o CN foram consideradas significativas quando p <0,05.

Para verificar a diferenca entre Al e Mn de acordo com os dados de citotoxicidade e
genotoxicidade, foi realizada a Andlise de Coordenadas Principais (PCoA), no qual, os dados
dos testes de viabilidade celular, microndcleo e cometa de cada metal, foram convertidos em
uma matriz de dissimilaridade utilizando o coeficiente de distancia “Bray-Curtis”. Os
resultados foram comparados por meio da Analise Multivariada ndo Paramétrica de Variancia
Permutacional (PERMANOVA) e a significancia das variaveis (r2) foi verificada pelo processo

de randomizacao (999 permutagdes).

3. Resultados e Discussao
3.1 Citotoxicidade
Os metais Al e Mn reduziram a viabilidade celular das células CHO e CHO-RXS5 em

ambos periodos avaliados (24 e 72 h), indicando o efeito citotoxico (Fig. 1A e 1B).
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Fig. 1 Viabilidade das células CHO e CHO- XRS5. As células foram tratadas com diferentes concentracdes de Al
(A) e Mn (B) durante 24 e 72 h. Os dados foram expressos como meédia + desvio padrdo (n=3) em triplicata.
* p<0.05 quando comparado ao controle negativo (CN).

Os resultados indicaram que o Al reduziu significativamente a viabilidade celular nas
células de CHO, quando comparado ao CN, a partir da concentragdo de 0,6 mg/L™, em ambos
periodos de avaliacdo (Fig. 1A). Enquanto que para linhagem celular CHO-XRS5 a reducéo da
viabilidade foi a partir de 0,2 mg/L em 24 h e 0,6 mg/L em 72 h (Figura 1A).

Os efeitos citotdxicos do Al podem estar relacionados ao aumento do estresse oxidativo.
Pesquisas in vitro e in vivo demonstraram que a exposic¢ao ao Al pode acarretar na formacao de
EROs, peroxidacgdo lipidica e dano oxidativo a proteinas mitocondriais, o que resulta na
toxicidade deste metal as células expostas (KUMAR et al., 2008; LIAQUAT et al., 2019; XU
etal., 2017).

Em estudo realizado por Djouina et al. (2016), células de adenocarcinoma de colorretal
humana (HT-29) tratadas com Al (25 a 800 mg/L 1) apresentaram reducéo da viabilidade celular
a partir de 200 mg/L* apds 24 h e 25 mg/L "t ap6s 72 h de tratamento. Nosso estudo demonstrou
que células de CHO e CHO-XRS5 embora ndo sejam linhagens de origem tumoral,
apresentaram maior sensibilidade ao Al quando comparada as células HT-29, resultando em
reducio da viabilidade celular a partir de 0,2 mg/L™.

A citotoxicidade dependente da concentracdo do Al foi verificada em células de
linfocitos e timocitos de ratos, em concentragdes similares a utilizadas em nosso estudo (0,2—
1,0 mg/L"), onde foi observado reducdo significativa da viabilidade celular diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo do metal (KAMALQV et al., 2011). Os resultados

dos efeitos citotoxicos do Al, ap6s a exposicdo de 48 e 72 h em células de neuroblastoma
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humano (SH-SY5Y)), ndo corroboram com os resultados do nosso trabalho, pois, concentragdes
de 0,027- 8,1 mg/L! ndo causaram reducéo significativa da viabilidade nas células testadas
(CASTORINA et al., 2010), esse fato pode estar correlacionado com a especificidade de cada
celula.

O Mn em células CHO apresentou diferenca significativa nas maiores concentragdes
(1,5 e 3, 0 mg/LY) no periodo de 24 h e, a partir de 0, 15 mg/L™* no periodo de 72 h,
demonstrando maior toxicidade neste dltimo (Fig. 1B). Na linhagem celular CHO-XRS5, o Mn
foi considerado mais prejudicial no periodo de 24 h, pois, a diminuicdo da viabilidade celular
foi observada desde a menor concentragdo (0,1 mg/L™Y) (Fig. 1B). Resultados similares a esses,
foram observados em estudos realizados com diferentes linhagens celulares, que também
demonstraram maior citotoxicidade no periodo de 24 h (STEPHENSON et al., 2013; ZHANG
et al., 2013; ZHAO et al., 2012). A toxicidade do Mn também foi verificada em estudos com
células do epitélio bronquial, células de hepatdcitos e células de astrocitos de ratos em tempos
diferentes de exposicdo aos avaliados neste estudo (LU et al., 2018; PASCAL et al., 2004,
THOMPSON et al., 2018).

Os mecanismos associados a perda da viabilidade celular promovida pelo Mn ainda
estdo sendo elucidados, porém, sabe-se que o estresse oxidativo devido a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) causadas pelo metal esta relacionado com a morte celular em
diversas linhagens (ALCON et al., 2018; GONZALEZ et al., 2008; MARTINEZ-FINLEY et
al., 2013; PRABHAKARAN et al. 2008; TAMM et al., 2008). Além disso, 0 Mn induz a morte
de neurdnios colinérgicos pela inducéo da superexpressdo de acetilcolinesterase (MOYANO et
al., 2019), bem como regula negativamente os niveis da Situina 1 (SIRT1) no tecido neural
causando neurotoxicidade (ZHAO et al., 2019).

Quando avaliados os valores maximos permitidos pelo CONAMA (BRASIL, 2008),
para Al (0,2 mg/Lt) e Mn (0,1 mg/L™?), foi verificado reducdo da viabilidade celular (17, 8 e
12, 8% respectivamente) somente para a linhagem CHO-XRS5, para o periodo de 24 h, fato
que pode estar correlacionado com a ineficiéncia desta célula em reparar danos em fita dupla
(COSTA; BRYANT, 1988). Com base nos resultados obtidos pelo teste de viabilidade celular,
todas as concentracOes avaliadas de Al e Mn foram utilizadas na andlise dos efeitos
genotoxicos, visto que, nenhuma concentracao reduziu a viabilidade celular em mais de 50%.
Para os dados da proliferacdo celular (IDN), as células de CHO e CHO-XRS5 expostas as
diferentes concentracdes de Al e Mn ndo apresentaram diferenca significativa com o CN,

mesmo que observado a citotoxicidade pelo teste do MTT.
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3.2 Teste do micronucleo (MN)

O Al aumentou significativamente o nimero de brotamento nuclear nas células CHO
nas maiores concentracdes (1,0 e 2,0 mg/L™t) ap6s 24 h de tratamento comparado ao CN. Apos
72 h de tratamento, observou-se que o Al foi capaz de induzir a formacao de brotamentos em

CHO a partir da menor concentragéo (0,2 mg/LY) (Fig. 2A).

A) CHO CHO-XRSS
|20

= o0 100 Aluminio
2 " . Llew
S w0 . ;_ w0 ' . H ez gl
{ . .t s 9 ,5 4 Dv.-l myp'L
g wm * - ® ¢ o 60 oh mgl
£ $: 2 4 2 A g
E R +ah 2 € a0 B T . ? ¥ W o5 gt
.': } - 4 . 1,0 mg/l
é 0 ‘ 3 5 20 m . 10 mgl

; ; E g | N oo

24h 72h 24h 72h
B) CHO CHO-XRSS
| 4 1 240r

E.u I §|m- ; " Mangands
Z, . . _ . ® CleN
Fa » 7z :] 0,0 mgt
2 no 8 o ] 05 my1.
E * ; fo-2 U 0.3 mp/l
E 10 $F ' -&lI : ’I I :;: 10 } ] o0 !I . 1,0 myg'L.
2. W < # | . . 1LSmy'l
5 N =Y ..‘."mul

o JI I = o JLL IS . Wor

24h 72h 24h 72h

Fig. 2 Média de brotamento nuclear em 1000 células binucleadas de CHO e CHO-XRS?5 tratadas com diferentes
concentragdes de (A) Al e (B) Mn, durante os periodos de 24 h e 72 h de incubagdo. CN (controle negativo); CP
(controle positivo).

* p<0.05 quando comparado ao controle negativo pelo teste ANOVA, seguida do pds-teste de Tukey.

Nas células CHO-XRS5, o Al apresentou formacdo de brotamento nuclear com
diferenca significativa ao CN somente na maior concentracdo (2,0 mg/L™) apés 72 h de
tratamento (Fig. 2B). A formacdo de brotamento nuclear é caracterizada como um dano
genotoxico ao DNA (FENECH, 2007). O aumento de EROs é conhecido por resultar danos ao
DNA contribuindo para a morte celular ou para o desenvolvimento de doencgas. O Al promove
dano ao DNA em consequéncia da sua toxicidade, e com isso pode levar a modificacGes
genéticas em células que podem ser citotoxicas, mutagénicas ou carcinogénicas (CELIK et al.,
2012).

Células CHO tratadas com Mn durante 24 h e 72 h apresentaram diferenca significativa
na formacdo de brotamento nuclear na concentragio de 3 mg/L™? e a partir de 1,5 mg/L™*
respectivamente (Fig. 2B), enquanto que células CHO-XRS5 a diferenga foi observada a partir
de 1,0 mg/Lte 1,5 mg/Ltapds 24 h e 72 h, respectivamente (Fig. 2B). Quanto a avaliacéo de

ponte nucleoplasmatica, ndo foram registrados aumento significativo para nenhum dos
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tratamentos realizados (Al e Mn), entretanto, estudo realizado por Alcon et al. (2018), foi
observado o aumento do nimero de células com pontes nucleoplasmaticas + MN, quando
expostas a concentracdes mais elevadas de Mn (13,75 e 41,25 mg/L™) em células microgliais
murinas (BV-2).

A formacdo de microntcleos (MN) é outro pardmetro que permite a avaliagdo do efeito
genotdxico. O MN pode ser induzido pela agdo de agentes clastogénicos e/ou aneugénicos que
promovem a perda ou a ndo disjuncdo de cromossomos inteiros na anafase da divisao celular
(FENECH, 2007; OCAMPO et al., 2016; VILLARINI et al., 2016). As células CHO tratadas
com Al apresentaram aumento significativo no nimero de células com MN quando comparado

ao CN em ambos periodos de tratamento (Fig. 3A).
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Fig. 3 Média de MN em 1000 células binucleadas de CHO e CHO-XRS5 tratadas com diferentes concentragdes
de (A) Al e (B) Mn, durante os periodos de 24h e 72h de incubagdo. CN (controle negativo); CP (controle positivo).
* p<0.05 quando comparado ao controle negativo pelo teste ANOVA, seguida do pds-teste de Tukey.

As células CHO-XRS5 quando expostas ao Al, sé apresentou aumento significativo no
nimero de microntcleos na maior concentragdo (2,0 mg/L™) no periodo de 72 h (Fig. 3A). O
Al ocasionou aumento do nimero de MN dependente da concentracéo nas fases G1, G2 e S da
divisdo mitdtica de linfocitos humanos a partir da concentragdo de 0,027 a 0,27 mg/L™
(BANASAKI et al., 2010). O efeito genotoxico do AICIs, foi relatado em células de linfocitos
humanos, para concentragdes acima de 0,135 mg/L?, em 72 h de exposi¢do, apresentando

maiores nlimeros de microntcleos nas concentragdes de 0,27 e 0,54 mg/L™! (PAZ et al., 2017).
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Demais estudos também demonstraram genotoxicidade do Al em diferentes concentragdes em
hepatdcitos de ratos (TURKEZ et al., 2010; TURKEZ et al., 2011; GEYIKOGLU et al., 2012).

Sabe-se que a diminuicdo do contetdo de glutationa e da atividade da superoxido
dismutase mitocondrial devido a exposi¢do do organismo ao Al esta relacionada ao estresse
oxidativo (KUMAR et al., 2008; KUMAR et al., 2009; RUI; YONGJIAN, 2010). O aumento
do dano oxidativo ao DNA pode estar relacionado com a expressdo aumentada do gene p53,
formacéo de EROs e liberacdo de DNase dos lisossomas, aumento da formacéo de 8-OHdG no
mtDNA, que podem servir como biomarcadores de danos ao DNA (BANASAKI et al., 2005;
KUMAR et al., 2009; RUI; YONGJIAN, 2010).

As células CHO tratadas com Mn apresentaram aumento significativo do nimero de
células com MN somente na concentragio de 3,0 mg/L™ apds 24 h, enquanto que no periodo
de 72 h o aumento significativo do nimero de células com MN foi observado a partir de 1,5
mg/L*! (Fig. 3B). Para as células CHO-XRS5 ndo houve diferenca significativa no nimero de
MN para o periodo de 24 h, entretanto em 72 h de tratamento houve diferenca estatistica a partir
da concentragdo de 1,5 mg/L™ (Fig. 3B). Diferenca significativa no nimero de MN, em relacéo
ao CN, também foi verificado em células microgliais murinas (BV-2) (ALCON et al., 2018)
em concentragdes mais elevadas de Mn (13,75 e 41,25 mg/L™?) quando comparadas com as
utilizadas nesse estudo.

O aumento significativo no nimero de MN nas linhagens CHO e CHO-XRS5 ocorreu
nas maiores concentracdes de Mn. O aumento do nimero de danos ao DNA, como brotamento
nuclear e micronicleo pode ser consequéncia do estresse oxidativo e/ou do aumento da

expressao nuclear de cH2AX causada pela exposicdo ao Mn (ALCON et al., 2018).

3.3 Ensaio do cometa

O Al induziu o aumento significativo (p <0,005) do Tail DNA (%) nas células de CHO
conforme o aumento da concentracdo e do tempo de exposicdo. Com relacdo ao Tail Lenght,
foi observado diferenca significativa, em comparacdo com o CN a partir da concentracdo de 0,6
mg/L"! nos dois periodos de exposicdo (Tab. 1).
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Tabela 1. Danos no DNA mensurados pelo ensaio do cometa em células de CHO e CHO-XRS5 expostas a diferentes
concentragdes de Al e Mn por 24 e 72h.

CHO CHO-XRS5
Trat  Conc Tail DNA (%) Tail Lenght Tail DNA (%) Tail Lenght
24h 72h 24h 72h 24h 72h 24h 72h
on ] 13,11 23,50 24,00 21,62 24,85 30,80 31,80 29,01
(1,26) 0,77) (4,37) (8,80) (9,48) (4,08) (4,63) (2,66)
02 9,70 28,67 29,27 3517 13,06 28,46 4321 37,52
' (4,50) (4,30) (7,12) (5.22) 471) (2,02) (0,83) (1,64)
~ o4 16,80 29,07 36,12 36,12 25,95 36,33 45,73 39,27
7 ' (4,24) 826)  (L,75)*  (1391)* | (1.17) (3.05)  (508* (167
6 20,47 43,94 37,07 42,27 36,56 38,36 45,32 38,66
£ ' 6,60) (353  (452*  (1101)* | (8:81) G21) (210 (3,35
2 08 23,54 49,13 38,57 50,93 45,19 46,67 47,84 45,41
= ' (L47) (6,00  (547)*  (1160)* | (6,82)*  (403)*  (4,44)*  (4,86)*
2 L0 33,79 50,85 40,09 49,15 44,37 47,02 48,50 49,40
' (3,96  (1336)*  (3,76)*  (246)* | (7.23)*  (293)*  (1,38)*  (5,70)*
20 47,58 60,09 41,98 48,39 51,90 53,34 52,03 50,92
' (53)*  (473)*  (084)*  (412* | (511)*  (160)*  (0,03)*  (10,62)*
o1 23,56 39,28 40,10 39,60 39,08 29,24 46,22 38,78
' (1,53) (2,09) (1,97) (7,00) 031)  (1805) (141 (6,15)
~ o5 2643 41,41 41,13 45,70 40,76 41,84 46,84 39,75
7 ' (5,.24) (1,69) (1,60) (G63) | (027)*  (4,60) (3,29) (6,76)
R 28,51 47,77 41,24 46,04 43,60 43,61 50,39 38,83
= ' 6,87)*  (530)*  (354)*  (297)* | (0.66)*  (22L)*  (1,46) (7,97)
8 L0 32,70 51,16 43,92 50,68 42,99 42,72 52,30 46,00
g, ' @73)*  (408)*  (250)*  (1300)* | (7.34)*  (237)*  (059)*  (502)*
S L5 70,67 53,12 57,40 54,55 44,92 45,89 54,29 58,67
2 ' @76  (492*  (605)*  (336)* | (078)*  (567)*  (2,65)*  (1644)*
70,90 59,91 62,69 60,21 47,73 50,58 54,80 99,07
30 @rr @56 (12004 (17.16)* | (3.89)*  (574)*  (0.73)*  (172)*
46,20 65,40 42,94 61,08 50,94 63,67 55,71 62,36
CP 0002 14g9p« (879  (295)*  (487)* | (346)*  (9.75)*  (7.30)*  (16,73)*

Trat: tratamentos; Conc: concentra¢Bes; CN: controle negativo; CP: controle positivo (Mitomicina C).
Os valores sdo expressos em mediana (desvio interquartilico), * p<0,05 quando comparado ao controle negativo
pelo teste de Kruskal Wallis seguido do posteori de Dunn.

As células de CHO-XRS5 demonstraram danos ao DNA significativamente diferente
do CN com relacéo ao pardmetro Tail DNA (%) a partir da concentracio de 0,8 mg/L™ para
ambos os periodos de avaliagdo. Em relacdo ao Tail Lenght, essa diferenca foi observada a
partir da concentracdo de 0,4 mg/L™ no periodo de 24 h e, 0,8 mg/Ltem 72 h. Os danos ao
DNA verificados pelo ensaio do cometa podem estar associados com a formacéo de espécies
reativas de oxigénio. Celik et al. (2012) demonstraram correlacdo positiva entre o aumento do
estresse oxidativo e danos ao DNA em celulas tratadas com Al pelo ensaio do cometa.
Concentrages elevadas do Al também podem ocasionar a formagéo de purinas e pirimidinas
oxidadas o que gera dano ao DNA (CELIK et al., 2012; LANKOFF et al., 2006). Entretanto,
pesquisas utilizando métodos moleculares mais especificos que avaliem os efeitos epigenéticos
seriam relevantes para evidenciar os mecanismos responsaveis pelo dano ao DNA nas células
CHO e CHO-XRSS5 tratadas com Al.

Lima et al. (2007) observaram danos significativos ao DNA de linfécitos humanos

tratados com AICI3 em concentragfes de 0,135 — 0,675 mg/L durante 3h. Entretanto,
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LANKOFF et al. (2006) demonstraram que linfécitos tratados com AICls apresentaram dano ao
DNA a uma concentragio de 5 mg/L™ quando expostos ao metal durante 72 h. Estudo in vivo
demonstrou que pessoas expostas diariamente ao Al apresentam maior dano ao DNA de
linfécitos do que pessoas ndo expostas ao metal (CELIK et al., 2012). Com base nestes estudos,
pode-se verificar que a exposicdo ao Al também foi capaz de promover danos a0 DNA em
células humanas mesmo em baixas concentragdes, assim como o observado neste estudo.

O tratamento das células CHO com Mn apresentou diferenca significativa para os
parametros de Tail DNA (%) e Tail Lenght a partir de 0,3 mg/L™* nos dois periodos de avaliagdo
(Tab. 1). Resultados similares foram relatados por Wang et al. (2014), que verificaram aumento
na porcentagem de DNA na cauda do cometa em neurdnios do hipocampo de ratos expostos ao
Mn.

Para as células CHO-XRS5, os danos do Mn foram significativos para Tail DNA (%) a
partir de 0,15 mg/L™*em 24 h e 0,3 mg/L™ em 72 h. No parametro Tail Lenght a diferenca foi
observada a partir de 1,0 mg/L"* nos dois periodos. Danos no DNA causados pela exposicio das
ceélulas ao Mn, também foram observados em células de linfécitos humanos em diferentes fases
do ciclo mitético (LIMA et al., 2008) e em células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) com
exposicéo de 24h (STEPHENSON et al., 2013).

Baseando-se nos resultados referentes a cito-genotoxicidade, foi realizado a PCoA para
analisar a similaridade entre os danos induzidos por Al e Mn nas células CHO e CHO-XRS5.
A PCoA demonstrou que nio houve similaridade entre os danos nas células CHO (r?=0, 0278;
p= 0,01) e CHO-XRS5 (r? =0.0414, p= 0,002), sendo observado que o Al apresentou maior
quantidade de dano celular quando comparado ao Mn para as células CHO, enquanto que, para
as células CHO-XRS5, o Mn foi o0 metal que apresentou o maior nimero de danos (Fig. 4).
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Fig. 4 Analise de Coordenadas Principais (PCoA) entre 0s metais Al e Mn para as células: A) CHO e B) CHO-
XRS5.
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A diferencga significativa mais expressiva entre Al e Mn para os danos celulares nas
células CHO-XRS5, pode ser explicada pelo fato destas células apresentarem deficiéncia em
reparar fitas dupla de DNA (COSTA; BRYANT, 1988; DARROUDI; NATARAJAN, 1987).
Essa incapacidade impossibilita a recombinacdo corretamente e gera alteracbes no DNA, o que
a torna uma ferramenta valiosa na avaliagdo de mecanismos relacionados aos rearranjos de
quebras e producdo de alteracbes cromossdmicas, geradas pela acdo toxicoldgica de metais
(KEMP; JEGGO, 1986; SOUZA et al., 2016).

4. Conclusao

As concentracBes ambientais identificadas em aguas subterraneas (valores maximos
permitidos e superiores a legislacdo) demonstraram efeitos citotoxicos e genotoxico nas células
CHO e CHO-XRS5, diretamente proporcionais ao aumento das concentracdes. Os resultados
deste estudo podem servir como alerta aos 6rgdos regulamentadores para revisao dos padrdes
estabelecidos, uma vez que, os valores méximos permitidos desses metais foram prejudiciais
para as células expostas. Além disso, 0 estudo demonstrou a instabilidade gendmica nas
linhagens celulares utilizadas, causada pela exposicao cronica aos metais e a necessidade de

estudos futuros em linhagem celular humana.
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Consideracoes finais

A contaminacdo por metais e contaminantes emergentes verificada em A&guas
subterraneas destinadas ao consumo humano das cidades de Itapord e Caarapd, pode estar
relacionada com as atividades de agricultura e constru¢fes urbanas no entorno dos pontos
amostrais. A avaliacdo do risco realizada para os metais quantificados nestas aguas determinou
que Co, Cr, Ni e Mn apresentam possiveis riscos a saude das pessoas que consomem
diariamente desta 4gua. Quando avaliado os efeitos citotdxicos e genotoxicos dos metais Al e
Mn foi constatado que ambos podem ser prejudiciais & saude da populagdo exposta,
considerando os resultados de instabilidade genémica observadas no modelo experimental
(ensaio in vitro) pela exposicdo aos mesmos. Sendo assim, esse estudo serve como alerta de
risco para a populacao exposta a esta agua, €, auxiliar 6rgaos fiscalizadores para adequacao das
normas vigentes e implementacao de valores limites para os compostos quimicos que ainda ndo
sdo regulamentados. Visto que, as concentracdes limites permitidas pela legislacdo para alguns
metais S0 superiores ao critério de qualidade de 4gua considerado seguro para a saude humana,
além do fato de ter sido observado efeitos citotoxicos e genotdxicos nas concentragdes dentro
do limite pela legislagéo para Al e Mn nas células avaliadas.
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ANEXO

O artigo “METAIS E CONTAMINANTES EMERGENTES EM AGUAS SUBTERRANEAS
E AVALIACAO DE RISCO A SAUDE HUMANA” foi aceito para publicacio na revista
Environmental Science and Pollution Research, que apresenta fator de impacto de 2.8 e

qualis A2 para area interdisciplinar.

As normas para publicacgdo podem  ser acessadas atraves do  link:

<https://www.springer.com/environment/journal/11356?detailsPage=pltci 1060392>




