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RESUMO

O aumento da populagdo humana e o desenvolvimento de suas atividades rurais,
industriais e urbanas estdo intimamente ligados a impactos gerados ao meio
ambiente e os corpos d’agua sao os principais ecossistemas afetados. Bioensaios
com plantas superiores sdo muito comuns para determinar a qualidade ambiental de
um ecossistema poluido. Assim, este trabalho propds realizar estudos para avaliagao
da qualidade de amostras de agua e sedimento das represas Duas Bocas, Rio Bonito
e Suica, presentes na bacia do Rio Santa Maria da Vitoria/ES, empregando
parametros fisico-quimicos e ensaios toxicolégicos e bioquimicos em Allium cepa.
Foram definidas uma estagcdo amostral na represa Duas Bocas (DB), trés na represa
Rio Bonito (RB1, RB2 e RB3) e duas na represa Suiga (SU1 e SU2). Foram
analisados parametros fisicos e quimicos e quantificacdo de elementos-trago. Das
amostras de sedimento foi extraido o solubilizado para realizacdo dos ensaios. Os
bioensaios com Allium cepa foram realizados por meio de sementes germinadas em
exposicao as amostras de agua e sedimento de cada estagdo amostral e aos
controles negativo (dgua destilada) e positivo (MMS 4x10* mM). A avaliagdo de
parametros de toxicidade se deram por meio de analise de crescimento radicular e
germinacdo. A avaliagdo citogenética envolveu a analise dos indices mitotico (IM),
indice de aberragdes cromossdmicas (AC), indice de mutagenicidade (IMUT) em
raizes meristematicas e frequéncia de micronucleos em F1 de A. cepa.. Para analise
bioquimica de estresse oxidativo, foram quantificadas SOD, CAT, GST, GSH e LPO.
Na analise estatistica foi utilizado Shapiro-Wilk para testar a normalidade, seguido de
ANOVA e Scott Knott (p <0,05). Os resultados fisicos e quimicos indicam que a
represa Rio Bonito apresenta indicios de eutrofizagdo. Foram quantificados
elementos-tragos acima da legislagdo em Duas Bocas (Zn), Rio Bonito (Fe, Zn e As),
e na Suiga (Zn, Ni e Fe), principalmente na amostras da primeira campanha. As
represas de Rio Bonito e Suiga revelaram potencial citotdxico, mutagénico e
genotoxico nas campanhas tanto para as amostras de agua, quanto sedimento. A
represa de Duas bocas apresentou potencial citotoxico e genotoxico. Os danos
citogenéticos obversados foram maiores nas amostras de sedimento, principalmente
em SUZ2 durante a primeira campanha, sugerindo relagdo com as concentragdes de
Ni e Zn nessa estagdo amostral. Na analise dos biomarcadores bioquimicos, as
amostras da segunda campanha apresentaram maior atividade. Dentre elas, Duas
Bocas apresentou alta atividade de CAT e RB3 para LPO. Podemos afirmar que os
bioensaios com Allium cepa sdo uma otima ferramenta para verificar a qualidade
ambiental, complementando as analises fisicas e quimicas realizadas em
biomonitoramentos de ambientes poluidos.

Palavras-chave: citotoxicidade * estresse oxidativo * enzimas ¢ genotoxicidade ¢
mutagenicidade - toxicidade



ABSTRACT

The environmental impacts caused to the water bodies are directly related to the
human population increase and therefore their anthropic activities. Bioassays with
higher plants are very common to determine the environmental quality of a polluted
ecosystem. Thus, this study aim to evaluate the quality of water and sediment
samples from Duas Bocas, Rio Bonito and Suiga dam in the Santa Maria da Vitoria
river basin, using physicochemical parameters, toxicological and biochemical tests in
Allium cepa L. Two campaigns were carried out (March and November 2016) and
one sampling station was defined at the Duas Bocas dam (DB), three at the Rio
Bonito dam (RB1, RB2 and RB3) and two at the Suiga dam (SU1 and SU2).
Limnological parameters and trace element quantification were analyzed. From the
sediment samples the solubilized was extracted for the accomplishment of tests. The
bioassays with A. cepa were carried out by means of germinated seeds in exposure
to water and sediment samples from each sampling station and negative (distilled
water) and positive (MMS 4x10-4 mM) controls. The evaluation of toxicity parameters
were obtained through analisys of germination and root growth and the cytogenetics
evaluation involved the analysis of mitotic index, chromosomal aberration index,
mutagenicity index in meristematic roots and frequency of micronuclei in F; of A.
cepa. For biochemical analysis of oxidative stress, SOD, CAT, GST, GSH and LPO
were quantified. In the statistical analysis, Shapiro-Wilk was used followed by ANOVA
and Scott Knott (p <0.05) and PCA to relate trace element data to biochemical data.
Trace elements above the legislation were quantified in Duas Bocas (Zn), Rio Bonito
(Fe, Zn and As), and Suiga (Zn, Ni and Fe), mainly in samples from the first
campaigns. Rio Bonito and Suiga dams revealed a possible cytotoxic, mutagenic and
genotoxic potential in the campaigns for both water and sediment samples. Duas
Bocas dam presented cytotoxic and genotoxic potential. The cytogenetic damages
were higher in the sediment samples, especially in SU2 during the first campaign,
suggesting relation with the concentrations of Ni and Zn in this sampling station. In
the biochemical analysis, the samples of the first campaign shows higher activity, and
according to PCA, the activity of these enzymes were possibly related to the
concentrations of certain metals in the samples. The relation between cytogenetic
data and biochemical biomarkers was close, especially in water samples, and we can
affirm that A. cepa is an excellent organism test to verify environmental quality,
complementing the physical and chemical analyzes performed in biomonitoring
polluted environments.

Keywords: cytotoxicity « enzymes * genotoxicity * mutagenicity  oxidative stress -.
toxicity
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1. INTRODUCAO

O aumento da quantidade de matéria orgénica e de poluentes nas aguas e
sedimentos esta relacionado ao crescimento da populacdo e seus efeitos
antropogénicos de diversas fontes poluidoras, como efluentes industriais, domésticos
e agroindustriais, reduzindo substancialmente a biodiversidade e a potencialidade de
seus usos multiplos (BAPTISTA; CARDOSO, 2013). Esses poluentes podem ser
carreados para os cursos d’agua, desaguando em reservatérios maiores, onde, devido
a menor velocidade hidrodinamica, poderao ficar depositados no sedimento ou na
coluna d’agua (CARDOSO-SILVA, 2014).

Dentre os ambientes hidricos passiveis de contaminacdo estdo as trés
represas presentes na bacia hidrografica do Rio Santa Maria da Vitoria: Duas Bocas,
Rio Bonito e Suica. A represa de Duas Bocas esta localizada dentro da Reserva
Biologica de Duas Bocas, no municipio de Cariacica/ES e é utilizada para captagao e
abastecimento de agua para o municipio (NOVELLI, 2010). As represas de Rio Bonito
e Suica estdo localizadas nos municipios de Santa Maria de Jetiba e Santa
Leopoldina, respectivamente, e atuam na geracéo de energia, além de regular o fluxo
de agua nos rios até a area de captagcdo para abastecimento da populagdo dos
municipios da Grande Vitoria (AGERH, 2016).

Para averiguar a qualidade ambiental desses corpos hidricos, os 6rgaos
ambientais monitoram por meio de analise abidtica de amostras coletadas, n&o
levando em consideragao os testes de toxicidade, assim, pesquisas vém sendo
realizadas para detectar os efeitos dos poluentes em seres vivos, de forma
complementar as analises abitticas (GROVER; KAUR, 1999; DUARTE et al., 2012;
GALTER, 2016).

Estudos de toxicidade genética com vegetais superiores, por exemplo,
oferecem informagdes importantes sobre os efeitos de poluentes sobre a molécula do
DNA, mesmo quando expostos a curto prazo. Além disso, diversos estudos discutem
a sua eficacia para o monitoramento e avaliagdo de danos causados a molécula de
DNA por poluentes ambientais (MAZIVIEIRO, 2011; RODRIGUES et al., 2015
HEMACHANDRA; PATHIRATNE, 2017).
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Dentre os vegetais superiores, o bioensaio com Allium cepa L é o mais utilizado
na analise dos efeitos citotéxicos, genotdxicos e mutagénicos de poluentes presentes
no ambiente. Além de ser considerado um teste rapido, sensivel e de baixo custo, é
indicado por suas células apresentarem cromossomos grandes, de numero reduzido
(2n = 16), com facil visualizagdo da atividade mitotica e dos danos nos cromossomos
durante o ciclo celular em células meristematicas de raizes (FISKESJO, 1985;
GRANT, 1994; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Ainda em complementagédo as analises bidticas, os estudos da fisiologia do
estresse oxidativo e atividade enzimatica, que sdo determinadas pelas enzimas que
atuam na maquinaria de reparo, como lipoperoxidagéo (LPO), glutationa S-transferase
(GST), glutationa peroxidase (GSH), atividade da catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD) (FATIMA; AHMAD, 2005; SAKURAGUI et al., 2013) podem servir
como biomarcadores da poluicdo ambiental.

Assim, integrando o monitoramento fisico-quimicos e limnolégicos aos
bioensaios, pode-se ter uma melhor caracterizagdo ecotoxicoldgica do ambiente em
estudo. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo a avaliagdo da contaminagéo
das amostras de aguas e sedimentos das represas presentes na bacia do Rio Santa
Maria da Vitéria, pelos parametros fisico-quimicos e ensaios toxicologicos em A. cepa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bacia do Rio Santa Maria da Vitoria e Area de Estudo

A bacia do Rio Santa Maria da Vitoria esta localizada na regido Centro-Sul do
Estado do Espirito Santo e abrange 1.876 km? contemplando cinco municipios
capixabas: Santa Maria de Jetiba e parte dos municipios de Cariacica, Santa
Leopoldina, Serra e Vitoria. A bacia é formada por diversos rios e corregos, sendo a
nascente do Rio Santa Maria da Vitéria (RSMV) considerada a do cérrego Santa
Maria, que nasce a aproximadamente 1.300 m de altitude, proximo ao povoado de
Alto de Santa Maria, no municipio de Santa Maria de Jetiba, percorrendo cerca de 122
km até a sua foz, na baia de Vitéria (OLIVEIRA, 2011).

De acordo com a Agéncia Estadual de Recursos Hidricos (AGERH) do Espirito
Santo, a bacia do RSMV é dividida em trés regides (Figura 1):

e Alto Santa Maria da Vitoria;
e Meédio Santa Maria da Vitoria;

e Baixo Santa Maria da Vitoria.

A bacia possui trés principais represas: a represa de Duas Bocas, que funciona
como um reservatorio para fins de abastecimento publico, e duas represas que atuam

como reservatorio para usinas hidrelétricas, Rio Bonito e Suiga.

A represa de Duas Bocas foi construida nos anos de 1949 a 1954 e esta localizada
dentro da Zona Nucleo da Reserva Biolégica de Duas Bocas, dentro da regidao do
baixo Santa Maria da Vitéria (SMV), possui uma area de 0,5 km? e uma vazdo maxima
regularizada de 0,25 m®s, garantindo o abastecimento de toda a regido da Grande
Vitoria por varios anos, mas hoje supre a necessidade de agua para parte da
populagdo do municipio de Cariacica, sendo operado pela Companhia Espirito
Santense de Saneamento - CESAN (AGERH, 2016). E importante ressaltar que a
REBIO de Duas Bocas apresenta ecossistemas onde o homem pouco interferiu,
dadas as limitagdes impostas pela topografia local, e também, porque é protegida para
produgéo de agua com fins de consumo humano (NOVELLI, 2010).
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A represa Rio Bonito esta localizada no municipio de Santa Maria de Jetiba, dentro
da regido do médio SMV e foi construida objetivando o aproveitamento do potencial
hidraulico do RSMV para produgdo de energia, por sua acentuada declividade e
proximidade (60 km de distédncia) com a capital do estado, Vitéria. A constru¢cdo da
represa de Rio Bonito teve inicio em 1952 e foi inaugurada em 1959, gerando energia
para o sistema Escelsa (Espirito Santo Centrais Elétricas S.A). Com area inundada
de 2,2 km? e volume de 26.350.000 m?, tem capacidade instalada para geracéo de
22,5 MW de energia. A regido da represa é cercada de uma vegetagao densa e bem
preservada, com pequenas propriedades produtoras de hortifrutigranjeiros (RUBIM,
2006).

A represa Suiga esta localizada no médio SMV no municipio de Santa Leopoldina,
cerca de 11 km da barragem da represa de Rio Bonito. Foi inaugurada em 1965 e
possui area inundada de 0,6 km?, volume de 1.300.000 m®, e capacidade instalada
para geracdo de 34,5 MW de energia. Esta cercada por regido de pastagem,
pequenas propriedades rurais e area de vegetagao florestal (AGERH, 2016).

Uma caracteristica importante observada em reservatorios € a existéncia de
gradientes horizontais e verticais e um fluxo continuo de agua em diregcéo a barragem.
Esses gradientes sdo altamente influenciados pelo fluxo da agua e as diferengas de
nivel que variam dependendo da sazonalidade na sua bacia de drenagem (TUNDISI,
1985). A maior parte da agua, nutrientes e sedimento s&o provenientes de um ou dois
tributarios principais. Assim, ao longo desse gradiente em dire¢cdo a barragem, ela é
compartimentada em trés zonas que apresentam peculiaridades fisicas, quimicas e
biolégicas distintas: a zona de rio, zona de transicado e zona lacustre (THORTON et
al., 1990).

A zona de rio é estreia, bem difundida e a forca da agua que chega auxilia no
transporte de material fino particulado, como silte e argila. Devido a quantidade de
nutrientes, sedimento e matéria orgénica que chegam nessa regido da represa, a
penetracdo da luz é reduzida e pode limitar o crescimento dos produtores primarios
(THORTON et al, 1990). A zona de transicdo apresenta um aumento da
sedimentagdo e, consequentemente, a elevacdo da penetracdo da luz. A zona
lacustre possui caracteristicas semelhantes aos lagos, com baixa sedimentagao de

particulas inorganicas e boa penetracao de luz, propiciando a produgdo primaria,
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podendo apresentar estratificacdo (THORTON et al., 1990). Dessa forma, segundo
Esteves (2011), os reservatorios sdo considerados ecossistemas hibridos, entre rios
e lagos suas caracteristicas especificas e posigao na bacia de drenagem fazem dos
reservatorios acumuladores de informagdes que sao refletidas na composi¢ao da

biota.

Assim, diversos estudos realizados em reservatorios indicam que atividades como
agropecuarias, agricolas, lancamentos de efluentes industriais e domésticos,
ocupacdo desordenada das margens, diminuicdo da mata ciliar e outros fatores,
ocasionam a perda da qualidade e disponibilidade da agua (CUNHA-SANTINO et al.,
2010; BUZELLI; CUNHA-SANTINO, 2013; FRASCARELI et al., 2015). Além disso,
juntamente com todos esses fatores, e até mesmo por influéncia de alguns deles,
ocorre a contaminagao por elementos-trago desses corpos hidricos, comprometendo
nao somente a qualidade da agua dos reservatorios, como 0s organismos que dele
dependem (PEDRAZZI et al. 2013).

2.2 Classificagdo dos Corpos Hidricos

A Resolugdo do n°® 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) (BRASIL, 2005) estabelece classificagao e diretrizes ambientais para o
enquadramento dos corpos de agua superficiais, bem como designa as condigdes e
padroes de lancamento de efluentes para todo o Territrio Nacional, de acordo com a

origem, caracteristica, componentes, destino e uso das aguas de ambientes.

Art. 4° As aguas doces séo classificadas em:

| - classe especial: aguas destinadas:

a) ao abastecimento para consumo humano, com desinfecgao;

b) a preservacao do equilibrio natural das comunidades aquaticas; e,
c) a preservacdo dos ambientes aquaticos em unidades de
conservacéo de protecdo integral.

Il - classe 1: aguas que podem ser destinadas:

a) ao abastecimento para consumo humano, apés tratamento
simplificado;

b) a protecdo das comunidades aquaticas;

) a recreagao de contato primario, tais como natagao, esqui aquatico
e mergulho, conforme Resolucdo CONAMA n° 274, de 2000;

d) a irrigacéo de hortalicas que sdo consumidas cruas e de frutas que
se desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem
remogao de pelicula; e

e) a protegdo das comunidades aquaticas em Terras Indigenas.
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[l - classe 2: aguas que podem ser destinadas:

a) ao abastecimento para consumo humano, apés tratamento
convencional;

b) a protecdo das comunidades aquaticas;

) a recreagao de contato primario, tais como natagao, esqui aquatico
e mergulho, conforme Resolucdo CONAMA n° 274, de 2000;

d) a irrigagdo de hortalicas, plantas frutiferas e de parques, jardins,
campos de esporte e lazer, com os quais o publico possa vir a ter
contato direto; e

€) a aquicultura e a atividade de pesca.

IV - classe 3: aguas que podem ser destinadas:

a) ao abastecimento para consumo humano, apés tratamento
convencional ou avangado;

b) a irrigacdo de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras;

C) a pesca amadora;

d) a recreagao de contato secundario; e

e) a dessedentacado de animais.

V - classe 4: aguas que podem ser destinadas:
a) a navegacao; e
b) a harmonia paisagistica

Ainda segundo o CONAMA (BRASIL, 2012), por meio da Resolugéo de n° 454/2012,
que define diretrizes gerais e os procedimentos referenciais para o gerenciamento do
material a ser dragado em aguas sob jurisdicdo nacional e a sua disposigao final,

determina que:

Art. 10. Apds a caracterizagdo quimicado materiala ser dragado,
proceder-se-a sua classificagdo quimica, para fins de avaliar as
condi¢cdes de sua disposicdo observando os seguintes critérios:

Il - para avaliagdo das alternativas de disposicdo em aguas sob
jurisdicdo nacional, os resultados da caracterizagdo quimica devem
ser comparados com os valores orientadores previstos na Tabela Il
do Anexo desta Resolucéao e classificados em dois niveis:

a. Nivel 1- limiar abaixo do qual ha menor probabilidade de efeitos
adversos a biota;
b. Nivel 2 - limiar acima do qual ha maior probabilidade de efeitos
adversos a biota

O Comité da Bacia do Rio Santa Maria (CBH-SMV, 2016), com base na resolu¢ao n°
357/2005 do CONAMA, classifica as aguas das represas na Bacia do Rio Santa Maria
da Vitéria como classe 2 e o sedimento das represas, com base na resolugido n°
454/2012, séao classificados como nivel 1.
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2.3 Biomonitoramento Ambiental

Ambientes aquaticos estdo constantemente expostos a variagbes que podem
resultar de agdes naturais e/ou antropicas, influenciando diretamente na qualidade
ambiental do ecossistema. Grande parte dessas alteragdes de origem antrépica
ocorrem na forma de contaminac&o e, na maioria das vezes, esses poluentes provém
de fontes ndo pontuais, dificultando os estudos para identificacdo das causas e
avaliagao dos impactos (TUCCI et al., 2001; SOUZA, 2014).

2.3.1 Variaveis limnolégicas

Varios métodos sao utilizados para avaliar a qualidade da agua, onde os mais
frequentes sdo os parametros limnolégicos como: temperatura, potencial
hidrogenidnico (pH), turbidez, oxigénio dissolvido, potencial de oxirreducdo e
condutividade elétrica (CAMPQOS, 2009).

Na agua, a temperatura influencia os processos fisico-quimicos, oxidativo
(decomposigdo da matéria organica) e na atividade dos organismos (respiragéo),
sendo explicado pela regra de Van T'Hoff, onde a elevagao da temperatura em 10 °C
pode duplicar ou triplicar a velocidade das reagdes. A diferenca de temperatura na
coluna d’agua causa diferentes camadas de agua com diferentes densidades,
distintas fisica, quimica e biologicamente, formando uma barreira fisica e impedindo a
mistura entre as camadas (ESTEVES, 2011). Assim, a estratificagdo da coluna d’agua

€, na maioria das vezes, um efeito direto da temperatura na densidade da agua.

A resolucdo CONAMA n° 357/2005 estabelece que para a protecao da vida
aquatica, o pH deve estar entre 6 e 9. Alteragdes nesses valores pode afetar o
metabolismo de diversas espécies aquaticas, além de influenciar no efeito de
substancias quimicas téxicas para os organismos aquaticos, como elementos-trago
(CETESB, 2009). Geralmente, um pH muito acido ou muito alcalino, esta associado a
presenca de despejos industriais (RODRIGUES et al. 2015) e também reflete o tipo
de solo onde a agua percorre (FRASCARELI, 2016). Em ambientes acidos, os valores
de pH podem estar relacionados a presenga de acidos orgénicos na agua, como
acidos humicos e fulvicos, encontrados em aguas escuras e ricas em substancias
humicas (ESTEVES, 2011).



19

A turbidez é o grau de dificuldade de um feixe de luz em atravessar a coluna
d’agua, uma medida indireta para a quantidade de particulas presentes na agua
(CETESB, 2009). O grau de turbidez é influenciado principalmente pela estagao
chuvosa, como consequéncia da ressuspensdo do sedimento para a coluna d’agua,
erosao das margens, levando matéria organica e nutrientes para dentro dos rios e
lagos. Detritos organicos (algas, bactérias, plancton), despejo de esgoto doméstico,
efluentes industriais, agropecuarios e mineragao também podem aumentar a turbidez
da agua, provocando alteragbes no ecossistema aquatico, principalmente na
producéo primaria (CETESB, 2009; BUZELLI; CUNHA-SANTINO, 2013).

O oxigénio dissolvido (OD) € a concentragdo de oxigénio contido na agua,
sendo suas principais fontes a atmosfera (interface agua — ar) e a atividade
fotossintética dos organismos. Sua solubilidade depende basicamente da temperatura
e pressédo e sais presentes (CETESB, 2009). O OD na agua também pode ser
influenciado pela concentragdo de matéria organica dissolvida (MOD), que em contato
com a luz solar é fotoxidada, consumindo grandes quantidades de oxigénio e
reduzindo a concentragao de OD, o que pode resultar no esgotamento de oxigénio do
sistema (LINDELL; RAI, 1994; ESTEVES, 2011). Segundo Esteves (2011), em lagos
tropicais a circulagdo da agua pelo vento influencia a estratificagdo termal e quimica,
movendo a agua oxigenada para outras regides da coluna d’agua. Com a
desestratificagdo da coluna d’agua, o epilimnio (maior concentragado de oxigénio) e o
hipolimnio (pobre em oxigénio) se misturam. No epilimnio, a perda de oxigénio é
compensada pela producdo primaria (fotossintese) ou pela difusdo a partir da
atmosfera. No hipolimnio, ocorre grandes perdas de oxigénio por processos de
decomposicdo aerObica e de respiragdo dos organismos. A determinagdo da
concentragdo de OD é fundamental na avaliagdo da qualidade das aguas, estando
envolvido em diversos processos quimicos e biolégicos (CETESB, 2009).

A medida do potencial de oxirredugdo foi ganhando importancia no
monitoramento ambiental nas ultimas décadas, por ser uma analise de baixo custo e
sua interpretacdo e medicdo exigem uma analise criteriosa (JARDIM, 2014). O
potencial de oxirredugdo € influenciado por inumeros fatores, como oxigénio
dissolvido, pH e temperatura, em diferentes ambientes (aguas subterraneas, aguas
superficiais, sedimentos, etc.) e indica a medida da tendéncia de espécies quimicas
em receber (reduzir) ou doar elétrons (oxidar) (TEIXEIRA et al., 1999). Segundo
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Esteves (2011), o processo de oxidacdo e reducdo dos compostos € mais Obvio na
interface sedimento-agua dos ecossistemas aquaticos. Esses processos sao
influenciados principalmente pelas concentragdes de oxigénio da coluna d’agua, que
por sua vez, é dependente do nivel de estratificacdo. Ainda segundo o autor, quando
a coluna d’agua encontra-se estratificada, a tendéncia é apresentar baixo teor de
oxigénio dissolvido e baixo potencial redox na regido préxima ao sedimento, criando
condigdes fisicas e quimicas favoraveis a liberagcdo de compostos (manganés, ferro,
enxofre, carbono, compostos nitrogenados e etc.) para a coluna d’agua a partir do
sedimento. Em contrapartida, quando o consumo de oxigénio na parte inferior da
coluna d’agua diminui, proporciona um ambiente aerdbico e favorece a precipitagéo

de ions, principalmente na forma de 6xidos.

A condutividade elétrica € a capacidade de uma solugdo em conduzir corrente
elétrica, assim, quanto maior a concentragao de ions presentes na solucdo, espera-
se uma maior condutividade elétrica. A atividade ibnica também depende da
temperatura, pH e da concentracdo de substéncias organicas que podem ser
ionizaveis, fornecendo informacgdes acerca do metabolismo do ecossistema aquatico,
como magnitude da concentragdo idnica, produgédo primaria (redugcdo dos valores,
decomposicédo (aumento dos valores), diferengas geoquimicas dos afluentes de rios
e lagoas, além de auxiliar na deteccdo de fontes poluidoras (ESTEVES, 2011).
Segundo a CETESB (2009), em geral, niveis superiores a 100 uScm™ indicam
ambientes compactados. Os valores de condutividade em ambientes aquaticos de
regides tropicais sdo mais influenciados pelas caracteristicas geoquimicas da regiéo,
condic¢des climaticas e, principalmente em ambientes sobre acdo antropica, também

podem estar relacionados ao estado tréfico (ESTEVES, 2011).
2.3.2 Elementos-tragcos

Os elementos-traco sdo elementos quimicos que estao presentes na natureza,
normalmente em pequenas concentragbes e inclui elementos de diferentes
propriedades quimicas, podendo ser um elemento tragco em um determinado ambiente
e abundante em outro, como o caso do aluminio, em que € abundante nas rochas e
traco na agua (ESTEVES, 2011). Ainda, alguns desses elementos sdo essenciais aos
seres vivos, participando de importantes processos fisiologicos, como fotossintese

(Mg na formacgéo da clorofila), cadeia respiratéria (Fe e Cu formando o citocromo e Fe
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a ferrodoxina), fixagdo de nitronénio (Mo atua na nitrogenase), cofatores enzimaticos
e etc. Porém, quando em concentragdes altas ou quando nao possuem fungao na
fisiologia dos organismos, podem apresentar toxicidade e até mesmo acumulagéo na
cadeia tréfica (FERREIRA et al., 2010; ESTEVES, 2011; CELICO, 2015).

Nos ultimos anos, a emissao de elementos-tragco no ambiente tem aumentado,
causando impacto severo nos ecossistemas e comprometimento grave a saude
humana (MAJER et al., 2002; SEYLER; BOAVENTURA, 2008; SANTOS-FILHO,
2001). As principais atividades responsaveis pela contaminagéo por elementos-tragos
em solos e aguas sao por atividades industriais, agricolas e urbanas, decorrendo em
sérios problemas ambientais (BRIAT; LEBRUN, 1999; CAMPQOS, 2009). Segundo
Pascalicchio (2002) e Gomes e Sato (2011), além das atividades industriais, emissdes
naturais também podem estar relacionadas com a contaminacdo ambiental por

elementos-traco.

Os elementos-trago s&o potencialmente mutagénicos e estdo seriamente
envolvidos com a poluicdo ambiental. Alguns elementos-trago induzem,
comprovadamente, a formagéo de tumores em organismos experimentais e em seres
humanos eventualmente expostos (FRIBERG et al., 1985; MATSUMOTO, 2004). Os
elementos Fe, Se, Cd, Cr e Ni, por exemplo, sdo encontrados normalmente na
alimentacdo em quantidades baixas, mas, quando em excesso, sao considerados
mutagénicos e/ou carcinogénicos (MINISSI; LOMBI, 1997). Os elementos-trago e
seus metabdlitos induzem alteragdes nas estruturas dos cromossomos, promovendo
mutagdes de pontos em procariotos e eucariotos in vivo e in vitro (PASCALICCHIO,
2002).

Nas plantas, os elementos-tragco sdo absorvidos preferencialmente pelas
raizes, e depende da concentracdo dos elementos no solo e sua biodisponibilidade,
além de ser modulada pelo pH, quantidade de matéria orgéanica, pela temperatura,
potencial redox e a presencga de outros elementos (GREGER, 2004)

2.3.3 Biomarcadores e o monitoramento ambiental

O monitoramento e a avaliagao de riscos ambientais das areas impactadas nao

devem ser baseados apenas por dados de analises quimicas, pois ndo avaliam os
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efeitos desses fatores nos organismos que vivem e dependente daquele ecossistema
(CAJARAVILLE et al., 2000; BARSIENE et al., 2006; DUARTE et al., 2017).

Alguns autores (BUSS et al. 2003; BUSS et al., 2008; DUARTE et al, 2017)
relatam a necessidade da integragdo dos aspectos fisico-quimicos com as
caracteristicas bioticas dos ecossistemas, podendo aumentar o potencial de
identificacdo das causas e efeitos de estressores sobre o ambiente. A utilizagdo de
biomarcadores sao utilizados com o objetivo de quantificar o impacto dessa exposi¢cao
de organismos a xenobiobticos. A definicdo de biomarcador € empregada como sendo
uma modificagdo produzida por xenobidticos em componentes, processos celulares,
bioquimicos, estruturais ou fungdes, mensuravel em um sistema ou em uma amostra
(HUGGETT et al.,, 1992). Assim, sao utilizados com o objetivo de se ter melhor
conhecimento sobre os efeitos e respostas fisiolégicas de um organismo exposto a
poluentes.

Um efeito toxico se manifesta a nivel subcelular antes de se tornar visivel em
niveis mais elevados de organizagdo biolégica. Os biomarcadores, por serem
sensiveis a essas respostas, auxiliam na avaliagao do risco de efeitos sobre a saude
e a sobrevivéncia de populagbes expostas aos compostos quimicos (FATIMA;
AHMAD, 2005), bem como, fornece informagbdes sobre fatores que atuam na
conservagao, preservagao, e recuperagao ambiental da regido monitorada (CETESB,
2009).

A avaliagdo ambiental utilizando bioensaios com A. cepa e cultura celular de
figado humano foi realizada por Segura et al. (2016), ao trabalhar com agua e
sedimento do Rio Doce apds o desastre ambiental em decorréncia do rompimento de
uma barragem de rejeitos de minério que ocorreu em 2015 na regido de Bento
Rodrigues/MG, avaliaram aspectos fisico-quimicos e bidticos das amostras coletadas.
Os autores observaram potencial citotoxico e dano no DNA provocado por compostos
presentes nas amostras coletadas. Os autores ainda ressaltam que o isolamento e a
identificac&o de todos os poluentes presentes nas amostras de sedimento e agua sao
dificeis de serem observados, um problema que mostra a importancia do uso de
biomarcadores auxiliando as técnicas analiticas complexas para avaliar a qualidade

dos recursos naturais poluidos.
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A analise integrada de aspectos abioticos e bioensaios toxicogenéticos em
Allium cepa, Oreochromis niloticus (tilapia) e células de mamiferos, foram realizadas
por Galter (2016), com o objetivo de avaliar a qualidade de amostras de agua do Rio
Itapemirim/ES, onde observou-se que as variaveis abibticas estavam de acordo com
a legislacdo brasileira do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA)
(Resolugado CONAMA n° 357/2005), porém, pelos bioensaios constatou que os
compostos presentes nas amostras de agua apresentaram potencial fitotoxico,

genotoxico e mutagénico.

Em outro estudo realizado por Souza et al. (2013a) em estuarios neotropicais
afetados por diferentes fatores antrépicos, foi observada a relacdo de biomarcadores
genéticos, bioquimicos e morfolégicos com a saude de uma espécie de peixe nativo
da regido (Centropomus parallelus). Os autores ressaltaram que as estatisticas
multivariadas, incluindo parametros fisicos, quimicos e biolégicos, apresentam-se
como uma ferramenta adequada, integrando dados de diferentes origens presentes

no mesmo estuario.
2.4 Bioensaios em Allium cepa L.
2.4.1 Taxa de germinagéo e crescimento radicular

O ensaio de toxicidade em sementes de plantas superiores avalia, a0 mesmo
tempo, o efeito fitotdxico dos processos de germinagdo e desenvolvimento da raiz.
Nos primeiros dias da germinacédo, o embrido da semente pode ter sua fisiologia e
morfologia alterada negativamente por fatores externos (ambientais, substancias
toxicas) e fatores internos (dorméncia, hormoénios inibidores), influenciando no
desenvolvimento e crescimento normal da planta (DUTKA, 1989; LEWIS, 1995;
CASTILLO, 2004). A analise da germinagao (GE) e do crescimento radicular (CR) é
rapida, barata, confiavel e fundamenta-se em quantificar as sementes germinadas e
mensurar a elongagéao radicular durante a exposi¢cédo a poluentes toxicos, sendo um
dos testes mais utilizados para avaliar o potencial toxicolégico de substancias
(GOPALAN, 1999; VALERIO et al., 2007; PALMIERI, 2012; BERNARDES, 2014;
GALTER, 2016).

A avaliagdo da taxa de germinagdo da semente e comprimento da raiz pode

ser relacionada com a toxicidade, quando mantidas as mesmas condi¢bes de
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germinagao do teste-controle, avaliando o potencial téxico de um composto e sua
influéncia no processo de germinagdo. Em alguns casos, a concentragdo das
substancias toxicas ou efluentes pode nao ser suficiente para inibir a germinagéo, mas
se a concentracao for alta o suficiente, pode comprometer o processo de crescimento
da radicula (SOUZA, 2011). Desta forma, o efeito fitotdxico observado na germinagéo
e alongamento da radicula aponta boa sensibilidade e se complementam no que se
refere aos efeitos bioldgicos em organismos vegetais (ANDRADE et al., 2010;
SOUZA, 2011; YOUNG et al. 2012).

2.4.2 Testes citogenéticos

Desde a década de 70, bioensaios com plantas superiores sao utilizados como
indicadores de efeitos citogenéticos e mutagénicos na deteccdo de poluentes
ambientais (GRANT, 1994). Dentre as espécies de plantas superiores, A. cepa
(cebola) é indicada para avaliar diversos parametros genéticos, como mutagdes e
aberragdes cromossOmicas, pois possui grandes cromossomos em numero reduzido
(2n = 16), facilitando a visualizagdo das alteragdes citogenéticas. Essas alteragbes
observadas durante o ciclo mit6ético podem ser classificadas como genotodxicas e
mutagénicas, por meio das anormalidades cromossémicas e formagdo de
micronucleos, respectivamente (FISKESJO, 1985; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

A anadlise do ciclo celular permite determinar a atividade citotoxica de
compostos quando este diminui a da frequéncia de divisao celular e, quando ocorre o
aumento da frequéncia de divisdo, pode resultar na formagao de tumores (HOSHINA,;
MARIN-MORALES, 2009).

As aberragbes cromossOmicas podem ocorrer por alteragdes na estrutura
cromossOmica ou no numero de cromossomos, de forma natural ou como
consequéncia da exposicdo a agentes fisicos ou quimicos (HOUK, 1992). As
alteracdes induzidas podem ser classificadas como:

Aderéncia cromossdémica ocorre quando uma alteragcdo estrutural ou no
numero de cromossomos, causando perda das caracteristicas normais de
condensagdao, como uma maior contracdo cromossdmica, ocasionando uma
aderéncia dos cromossomos (BABICH et al., 1997; LEME; MARIN-MORALES, 2009;
FERNANDES et al., 2009). De acordo com Fiskesjo e Levan (1993), Marcano e Del-
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Campo (1995) e Marcano et al. (1998), a ocorréncia de aderéncia cromossémica é
frequente em casos de danos toxicos no material genético e é, provavelmente, um
efeito irreversivel, pois envolve a matriz protéica da cromatina e n&o o préprio DNA,

levando a morte celular.

A C-metafase ocorre por alteragcdo nas tubulinas no fuso mitético durante a
metafase, interferindo na polimerizagdo dos microtubulos e, consequentemente,
impedindo a formacg&o dos fusos mitéticos na migragdo dos cromossomos para 0s
polos (ANTHONY; HUSSEY, 1999; BOGITSH et al., 1999; FERNANDES et al., 2009).
Assim, nenhuma placa equatorial € montada, levando a uma interrupgao da divisao
celular e os cromossomos sdo observados espalhados pela célula, condensados e
com o centrdmero bem definido (FISKESJO, 1985; FISKESJO; LEVAN, 1993;
FERNANDES et al., 2009).

As pontes, quebras cromossémicas s&o, de acordo com Marcano et al. (2004),
consequéncia da aderéncia cromossdmica. A aderéncia determina pontes
cromossémicas, uma vez que seus cromossomos tendem a permanecer juntos e, se
separados, causam quebras cromossdmicas. Quando surge com a quebra terminal

no cromossomo de ambas as cromatides e a re-associagéo delas logo apds a quebra.

Perdas cromossémicas sao resultado de alteragcdes no fuso mitético, sendo
observadas principalmente em metafases, anafases e teléfases (FERNANDES et al.
2007). A inibicdo da polimerizagao do fuso mitético, durante a anafase, pode induzir
uma ligacéo unilateral do fuso aos cromossomos, impedindo o seu movimento para
os polos. O cromossomo tende a permanecer disperso no citoplasma, caracterizando
perdas genéticas (SHAMINA et al., 2003). Esse material genético, sem uma
orientagao de fuso adequada, migra de forma aleatéria para cada célula filha e assim
sdo formadas células com alteragbes no numero cromossOmicos (aneuploidia)
(FERNANDES et al., 2009).

A mitose multipolar pode ser definida pela presengca de mais de um fuso
acromatico durante o ciclo mit6tico. Provavelmente ocorre quando dois centrossomos
dividem-se duas vezes durante o ciclo (FERNANTES et al., 2007; MALUF; RIEGEL,
2009). A ocorréncia de mais de um centro organizador de microtubulos acompanhada
pela inibicado da citocinese e restricdes na formagao do fuso mitético, contribui para

uma segregacdo desigual dos cromossomos, induzindo a formac&o de anafas
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multipolar e, consequentemente, a presenga de células polinucleadas (OCHI et al.,
2003; FERNANDES et al., 2009)

O efeito mutagénico pode ser observado por danos ao DNA quando a molécula
estd exposta a agentes mutagénicos, resultando em uma fragmentagéo
cromossOmica acéntrica (origem clastogénica) ou perda de cromossomos inteiros
(aneugénica) que quando nao reparados, o dano podera ser fixado e expresso em
micronucleo (MN) ap6s um ciclo de divisdo celular (Figura 2) (FENECH et al., 1997,
FENECH, 2000; RIBEIRO, 2003, SOUZA et al., 2013b). O MN caracteriza-se por uma
pequena massa nuclear delimitada por membrana e separada do nucleo principal e
sua formagao também pode ocorrer a partir de pontes cromossdémicas que quando se
rompem e ocorre uma quebra, podem originar um micronucleo (LEME; MARIN-
MORALES, 2009).

Além da analise de aberracbes cromossémicas em raizes meristematicas pelo
teste do A. cepa, diversos pesquisadores (CARITA, 2010; BONOMO, 2014;
MOROZESK, 2014; GALTER, 2016) também realizaram a analise na regiao F{da raiz,
onde é avaliada a frequéncia de MN, pois, quando comparadas as células
meristematicas, apresentam um indice mitoético bem inferior e um alto grau de
sincronia em intérfase. A regido Fi das raizes é a regido imediatamente acima da
regido meristematica da raiz. Apos a mitose nas ceélulas meristematicas, os possiveis
danos causados ao DNA dessas células, quando nao reparados, serdo observados
na forma de MN nas suas células filhas (MA et al., 1995).

A B
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® o ®. @) ® ® ®. ®
Células filhas ‘ Células filnas ‘
normais normais

Célula com MN Célula com MN

Figura 2: Formacgao de Micronucleos em células. A - formagdo de MN por quebra cromossémica; B -
formacgao de MN por perda cromossémica.
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Estudos da qualidade da agua, utilizando A. cepa como organismo teste foram
realizados por Manan e Malakahman (2016) com as amostras de agua do rio Perak,
na Malasia. Os autores relataram que presenga de substancias genotdxicas e
mutagénicas nas amostras de agua coletadas foram baseadas em deformagdes na
morfologia da raiz, crescimento radicular e alteragbes citogenéticas em células
meristematicas de A. cepa. Resultados semelhantes foram observados por Gomes et.
al (2015), quando analisaram amostras do rio Guandu, no Rio de Janeiro e
encontraram diferengas significativas no indice mitdtico, crescimento radicular,
alteracdes no ciclo celular, formagao de micronucleos e ainda relataram diferenca nas
amostras entre periodos de estiagem e chuvoso. Evidenciando que o sistema teste
do A. cepa funciona como 6timo indicativo de poluicdo e degradagcdo de ambientes

aquaticos.
2.5 Estresse Oxidativo

A formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ocorre naturalmente
durante a respiragao e fotossintese, porém, estressores abidticos podem aumentar a
concentracdo de EROs produzidos pela planta. Sdo muitos os fatores estressores,
como radiagcdo UV, luminosidade intensa, herbicidas, seca, elementos-traco,
concentracéo elevada de sais, poluigdes diversas e outros (SCANDALIOS et al, 2000;
MALLICK; MOHN, 2000). Para combater e minimizar as EROs, as plantas possuem
mecanismos de protegcado antioxidante enzimatico, incluindo superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa s-transferase (GST), glutationa reduzida (GSH),
peroxidagdo lipidica (LPO) e processos nao enzimaticos, como o0os compostos
secundarios: carotenos, xantofilas e etc. (MITTLER, 2002; ASHRAF, 2009).

As superoxidos dismutases (SOD) s&o responsaveis pela conversao dos ions
superoxido em peroxido de hidrogénio, permitindo que ele seja eliminado pela agéo
das peroxidases do ascorbato, atenuando os efeitos toxicos destes ions (LEE et al.,
2000). Elas constituem uma familia de metaloenzimas que sao classificadas de acordo
com seu sitio ativo para metais, como por exemplo, cobre/zinco (Cu/ZnSOD), presente
no cloroplasto e ferro (FeSOD) ou manganés (MnSOD), presentes na matriz
mitocondrial (SCANDALIOS, 1993). Ela atua como a primeira linha de defesa contra
os efeitos toxicos dos niveis elevados das espécies reativas de oxigénio (GILL;
TUTEJA, 2010).
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As catalases (CAT) podem ser encontradas nos glioxissomos durante o
processo de germinagdo das sementes, em peroxissomos e também podem estar
presentes em mitocéndrias e no citoplasma (MONTAVON et al., 2007). Elas séo a
principal via de decomposig¢ao do H,O2 em H20 e O, removendo este peroxido gerado
por oxidases envolvidas na oxidagao de acidos graxos, fotorrespiragao e catabolismo
de purinas (GILL; TUTEJA, 2010).

A glutationa reduzida (GSH) esta presente em todos os organismos aerobicos
e possui um papel essencial na biotransformagdo e eliminagdo de compostos
quimicos e na defesa de células contra o estresse oxidativo. A GSH possui um
agrupamento sulfidrila (SH) em sua composigao e isso permite que ela seja um
excelente redutor de EROs (HUBER et al., 2008). Em agdo com a GSH, as glutationas
transferases (GST) atuam catalisando a conjugagcédo de GSH a xenobidticos (DIXON
et al., 2012). As GSTs sao proteinas encontradas preferencialmente no citoplasma
(MARRS, 1996). Varias classes de GST foram identificadas em plantas respondendo
aos mais diversos tipos de estressores bidticos ou abidticos, principalmente herbicidas
(DIXON et al., 2012).

A producédo de EROs também pode iniciar o processo de peroxidagao lipidica
(LPO) nas membranas celulares, ou seja, radicais livres capturam elétrons dos lipidios
nas membranas celulares, formando hidroperéxidos de lipideos. Esse processo de
peroxidagao lipidica de membrana € um dos eventos mais significativos do estresse
oxidativo, pois causa alteragdes importantes nas membranas, diminuindo sua fluidez,
alterando a permeabilidade i6nica e outras fungbes (QUEIROZ et al., 1998). Os
eventos que podem decorrer da diminuicdo da fluidez das membranas incluem
perturbagao nas funcdes das proteinas, a perda de compartimentalizagao da célula,
desregulagéo na liberagdo de ions e outros eventos que alteram o metabolismo
normal, levando ao desequilibrio e perda das fungbes essenciais (AZIZ; LARHER,
1998). A formacédo desses hidroperoxidos devido a peroxidagao lipidica pode ser
controlada pela agdo das GSTs, auxiliando na detoxificagdo de compostos enddégenos
(PRABHU et al., 2004). Pesquisas utilizando biomarcadores de peroxidagéo lipidica e
DNA tem demonstrado que o estresse oxidativo pode ser um parédmetro de ligagao
entre a toxicidade ambiental e processos de multiplos estagios carcinogénicos (ZIECH
et al., 2010).
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A analise de biomarcadores bioquimicos na avaliagao do estresse oxidativo em
estudos ecotoxicologicos torna-se importante, pois, diversos poluentes ambientais
induzem a formagcdo de EROS por meio de diferentes mecanismos bioquimicos
(reagdes redox, reagao de Fenton, metabolismo oxidativo), levando a um desequilibrio
fisiologico e uma diminuicdo nas defesas oxidantes de um organismo (REGOLI et al.,
2002; SOHAL et al., 2002; VALAVANIDIS et al. 2006).

A quantificagdo de biomarcadores bioquimicos antioxidantes como GST, SOD
e CAT, para avaliar poluicdo de elementos-tracos utilizando o sistema teste do Allium
cepa foi realizada por Fatima e Ahmad (2005), e os autores observaram que a
atividade da GST aumentou consideravelmente apds o tratamento de bulbos de A.
cepa com os elementos-tragos Cd, Cr, Cu, Hg, Pb e Zn. No entanto, quando
aumentada a concentragao dos elementos individuais, a atividade da SOD e da CAT
demonstraram um declinio acentuado, enquanto a atividade da GST continuou
aumentando. Ainda no mesmo trabalho, bulbos de A. cepa tratados com residuos
industriais demonstraram reacdo semelhante as concentragdes individuais dos
elementos, sugerindo haver elementos-traco nas amostras de agua residuais. Quando
realizada a espectrofotometria nas amostras, detectou a presenta de grandes
quantidades de Cd, Cr, Cu, Hg, Pb e Zn, confirmando que enzimas antioxidantes
podem atuar como biomarcadores para detecgdo de elementos-traco em aguas

residuais.

Estudos realizados por Patnaik et al. (2013) na investigagado da genotoxicidade
do cromo (Cr) em bioensaios com A. cepa em diferentes concentragdes por cinco dias,
os autores observaram que em doses elevadas (25-200 uM), ocorreu a inibicdo do
crescimento radicular, que foi correlacionada com o aumento dependente da dose na
geracédo de EROs, na peroxidagao lipidica e na repressao da CAT, SOD, APX, além
de induzir danos no DNA, aberracdes nucleares e formagcdo de micronucleos em
células radiculares. Os autores também notaram que quando a duracdo do tratamento
com Cr foi limitada a 3-24h, seguida por recuperagdo em agua de torneira por quatro
dias, o efeito foi inverso. Os autores concluiram que o Cr tem fun¢do dose-dependente
(concentragdo x tempo) na inibigio ou aumento da atividade das enzimas
antioxidantes e consequentemente, nos danos citogenéticos, evidenciando a
eficiéncia das enzimas antioxidantes na inibicdo de danos ao DNA causados pelo

estresse oxidativo.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade das amostras de aguas e sedimento das represas Duas
Bocas, Rio Bonito e Suica, pertencentes a bacia Rio Santa Maria da Vitoria, pela
analise integrada de parametros abioticos e ecotoxicologicos a partir de estudos
citogenéticos e fisiolégicos em Allium cepa.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar os parametros limnoldgicos e concentragdo de elementos-traco das

amostras de aguas e sedimentos das represas Duas Bocas, Rio Bonito e Suiga.

b. Averiguar o potencial de toxicidade das amostras de agua e sedimento das represas
Duas Bocas, Rio Bonito e Suiga, por meio da taxa de germinagédo e crescimento
radicular em sementes de A. cepa.

c. Avaliar os potenciais citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos das amostras de agua
e sedimento das represas Duas Bocas, Rio Bonito e Suica, por meio de testes
citogenéticos em ensaios com espécimes de A. cepa.

d. Analisar as alteragbes no metabolismo fisiologico de A. cepa expostas as amostras
de agua e sedimento das represas Duas Bocas, Rio Bonito e Suica.

e. Comparar as alteragdes citogenéticas e fisiologicas entre as estagdes amostrais e

campanhas realizadas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Area de estudo e delineamento experimental

A bacia hidrografica do Rio Santa Maria da Vitéria (A = 1.563 km?), possui trés
represas (Figura 1). A represa de Duas Bocas — DB (A = 0,5 km? e Zmax = 10,0 m),
na Reserva Bioldgica (ReBio) de Duas Bocas (A = 29,1 km?), abastece uma parcela
da populagédo do municipio de Cariacica (ES) por meio da Estagdo de Tratamento de
Agua, operada pela Companhia Espirito Santense de Saneamento (CESAN). As
represas de Rio Bonito — RB (A = 2,2 km? e Zmax = 30,0 m) e Suica — SU (A = 0,6
km? e Zmax = 5,0 m) produzem &gua para as usinas hidrelétricas — UHEs controladas
pela empresa EDP. O padrdo limnologico da represa da ReBio de Duas Bocas é
mesoeutrofico, monomitico com estratificagdo na primavera e verdo, com fundo
anoxico e maximo metalimnético com cianobactérias (DELAZARI-BARROSO et al.,
2009). Enquanto a bacia hidrografica da represa DB é coberta por floresta as bacias
das represas RB e SU séo caracterizadas por fragmentos de florestas e atividades
agropastoris, sendo que o corrego Sao Luiz que drena a area urbana do Municipio de
Santa Maria de Jetiba (31.176 habitantes em 2010) (IBGE, 2011) desagua na porgéo
superior da represa de RB. Para caracterizagdo da agua e sedimento das represas,
foram definidas esta¢gdes amostrais ao longo das represas, observando as zonas de

compartimentagdo de cada uma (zona de rio, zona de transigdo e zona lacustre):

e Represa de Duas Bocas (Figura 3):
DB (zona de rio): latitude -20.265041 e longitude -40.489189

e Represa Rio Bonito (Figura 4):
RB1 (zona de rio - chuvoso): latitude -20.031403 e longitude -40.687811
RB1 (zona de rio — seco): latitude -20.025408 e longitude -40.670096
RB2 (zona de transig&o): latitude -20,0356538 e longitude -40,6537538
RB3 (zona lacustre): latitude -20,0567542 e longitude -40,6471418

e Represa Suica (Figura 5):

SU1 (zona de rio): latitude -20.081425 e longitude -40.584545
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SU2 (zona de rio): latitude -20.082619 e longitude -40.579105

Foram realizadas coletas de amostras de agua subsuperficial e de sedimento,
em duas campanhas amostrais, Marco e Novembro de 2016. Durante as coletas,

foram aferidos parametros limnologicos em campo.

As amostras de agua coletadas para quantificagdo de elementos-trago e
realizacdo dos bioensaios com Allium cepa, foram armazenadas em frascos de
polietileno previamente descontaminados com Extran 2% e acido nitrico,
acondicionadas em refrigeracdo até a realizacdo dos ensaios. As amostras de
sedimento foram coletadas por meio do equipamento Draga Ekman ago inox, sendo
armazenados em sacos plasticos e mantidos congelados em freezer a -15°C.
Posteriormente, as amostras de sedimento foram processadas para obtencido do
solubilizado para realizagao dos ensaios.

Para obtencdo do solubilizado, seguiram-se as normas da ABNT NBR ISO
10006. As amostras foram secas em estufa a temperatura de 42°C até peso constante
e, posteriormente, peneiradas em malha 9,5mm. Foram adicionados 250 g de amostra
seca em 1000 mL de agua destilada. A solugdo foi agitada em baixa velocidade por 5
min e mantida em repouso por 7 dias na temperatura de 25°C. Passado esse periodo,
o sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana filtrante com 0,45 pm de
porosidade.

Sementes de A. cepa da variedade Baia Periforme, de mesmo lote (TOPSEED
- Lote 047138, Germinagdo 85%, Pureza 99%) foram utilizadas objetivando a
homogeneidade genética e fisiologica.

5.2 Parametros limnolégicos

Durante a amostragem os dados foram obtidos por meio de uma sonda
multiparametro do tipo Horiba U53 e foram aferidos parametros como condutividade
(uS/cm), temperatura (° C), oxigénio dissolvido (mg/L), turbidez da &gua, pH e
potencial de oxirreducio por meio de sonda multiparametro.
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5.3 Quantificacdo dos elementos-traco

A quantificagdo dos elementos-trago foi realizada no Laboratério de
Espectrometria Atdmica (LEA) do LabPetro, na Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES).

As amostras de agua foram filtradas e acidificadas com HNO3; concentrado até
2%, armazenadas em tubo falcon e guardadas em geladeira. As amostras de
sedimento foram secas em estufa a 60°C até peso constante e peneiradas em uma
tela de nylon com 2mm de abertura; posteriormente foram armazenadas em sacolas
descontaminadas e hermeticamente fechadas. O branco de preparo foi submetido aos
mesmos procedimentos que as amostras. Todas as amostras foram preparadas em

triplicata.

A quantificagdo dos elementos-traco (mg/L™") Chumbo (Pb), Cadmio (Cd),
Cobalto (Co), Cobre (Cu), Niquel (Ni) e Arsénio (As) foram determinados por
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES),
em aparelho Optima 7000DV (PerkinElmer, Alemanha). E os elementos-trago Ferro
(Fe), Manganés (Mn), Aluminio (Al), Zinco (Zn) foram determinados por
Espectrometria de Emissdo de Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP
OES), modelo Optima 7000DV (PerkinElmer, Alemanha).

5.4 Analise do indice de germinagéo (Gl) e indice de crescimento radicular (CR)

Foram colocadas para germinagédo, em tratamento continuo e delineamento
inteiramente casualizado, 50 sementes de A. cepa da variedade Baia Periforme por
placa de Petri, sendo trés placas por tratamento como repeti¢cdes. As placas foram
forradas com papel filtro e as sementes foram expostas as amostras de agua e
solubilizado correspondentes as estacbes amostrais descritas no item 5.1 e aos
controles por 120 horas e 24°C. Para o controle negativo (CON), foi utilizada agua
destilada e para o controle positivo (CON+), Metil Metano Sulfonato - MMS - na
concentracéo final de 4x10™*mM).

ApoGs o periodo de germinagdo, as sementes germinadas contabilizadas e as

radiculas foram medidas com auxilio de paquimetro digital. As raizes foram, entao,
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fixadas em Carnoy 3:1 (trés partes de etanol para uma de acido acético) por 24 horas
para realizagdo dos ensaios citogenéticos.

5.5 Avaliagéo citogenética em Allium cepa L.

O teste do A. cepa utilizando células meristematicas e da regido F foi realizado
de acordo com o protocolo estabelecido por Grant (1982), com modificagbes. Apds a
fixagcdo das raizes em Carnoy 3:1 (metanol: acido acético), elas foram submetidas a
hidrolise acida em HCI 1N (60°C) por 11 minutos, seguido por lavagem em agua
destilada. A coloragéao foi realizada pelo método de Feulgen, na qual as raizes foram
expostas ao reativo de Schiff, por duas horas na auséncia de luz.

Para a confec¢do das laminas foram isolados o meristema e a regido F1 das
raizes. O material foi colocado na lamina com uma gota de carmim acético (1%),
recoberto por laminula e, em seguida, o material foi espalhado na lamina pelo método
de esmagamento suave. Posteriormente, as laminulas foram destacadas em

nitrogénio liquido e as laminas fixadas com laminula e Balsamo do Canada.

Foram analisadas, em microscopio de luz, cinco Iaminas por tratamento de
cada campanha, sendo avaliadas 1000 células por lamina, no total de 5000 células
por tratamento. As fases celulares e as alteracbes durante a mitose foram listadas
para realizagdo do calculo do indice mitético (MIl), o indice de aberragbes
cromossOmicas (CA) e a frequéncia de quebras cromossémicas e micronucleos
(IMUT), segundo Leme e Marin-Morales (2009). Para a analise do indice mitético, que
avalia a citotoxicidade, foi calculada a razao:

100

n® total de células em divisao
i = ( lulas em divisdo)
n? total de células analisadas

Para determinar a genotoxicidade, medida pelo CA, foram consideradas as
alteragdes nos estagios da divisdo celular (profase, metafase, anafase e telofase),
como: ponte, c-metafase, anafase multipolar, atraso, aderéncia e perda

cromossémica:
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n? de células com aberracdes cromossémicas

CA = ( )xlOO

n? total de células analisadas

O indice de mutagenicidade (IMUT) foi obtido por meio da frequéncia de células

portadoras de quebras cromossémicas e micronucleos:

n? de células com MN e quebra cromossomica

IMUT = < )xlOO

n? total de células analisadas

ApOs a analise da regiao F1 foi calculada a frequéncia de micronucleos em células F1:

n? de células com MN em células F1

MN—F1=< )xlOO

n? total de células analisadas

5.6 Analise dos Biomarcadores Bioquimicos

Para avaliagao da atividade dos biomarcadores bioquimicos, foram germinadas
50 sementes em 5 placas de Petri por tratamento, até que as raizes atingissem 1cm
de comprimento. ApOs a germinagao, as raizes foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido, sendo mantida refrigerada (-80 °C) até o momento da anélise. As
analises foram realizadas no Laboratorio de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa

da Universidade Federal de Sao Carlos/SP.
5.6.1 Concentragédo de Proteina

A concentracdo de proteina das amostras foi determinada pelo método de
Bradford (1976), adaptado para microplaca, onde 2 pL do homogeneizado foi
adicionado em 240 yL de Coomassie Blue. Em seguida, foi realizada a leitura da
absorbancia a A= 595 nm, utilizando-se, como padrao, a curva de albumina sérica

bovina.
5.6.2 Atividade da Enzima Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi realizada por espectrofotometria com base no protocolo
descrito por McCord e Fridovich (1969), no qual o radical superdxido € gerado por
meio do sistema xantina/xantina oxidase e a reducéo do citocromo ¢ € monitorada a
550 nm. Foram pesados 0,3 g de amostra vegetal (raiz) e adicionados 900 pL de
tampao fosfato com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo) a 1 mM. A mistura foi
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homogeneizada (ULTRA- TURRAX®, IKA), centrifugada a 10000 g por 10 minutos a
4°C e o sobrenadante aliquotado para analise. Para leitura da atividade em microplaca
foram adicionados 5 pL do sobrenadante a 288 pL de meio de reagéo (Xantina 50 uM,
KCN 20 puM, Citocromo ¢ 10 yM, EDTA 100 uM) em cada pogo. Para o branco, utilizou-
se 2 uL de meio de reacgéo. A leitura foi realizada durante um minuto, em intervalos de
15 segundos, em espectrofotdmetro (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation). O
volume de xantina oxidase foi determinado a partir da leitura do branco, com uma

leitura a cada sete amostras lidas.

A atividade enzimatica foi expressa por unidade de SOD, sendo que uma
unidade de SOD corresponde a quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da
reducgdo do citocromo ¢, por minuto, por mg de proteina a 25°C e pH 7,8.

5.6.3 Atividade da Enzima Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Beutler (1975),
no qual a decomposigdo enzimatica de H,O, & mensurada pelo decaimento da
absorbancia a 240 nm. O extrato foi preparado com 0,2 g de amostra vegetal (raiz) e
adicionados 600 yL de tampéao de homogeneizagao (Tris-base 20 mM, EDTA 1mM,
Sacarose 0,5 M e Ditiotreitol - DTT 1 mM) com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo)
a 1 mM. A mistura foi homogeneizada (ULTRA-TURRAX®, IKA), centrifugada a 9000
g por 30 minutos a 4° C e o sobrenadante aliquotado para analise. Para leitura da
atividade em microplaca, foram adicionados 10 pyL do sobrenadante a 245 pL de meio
de reacgao (45 yL de H2O,, 47 mL de agua destilada e 2,5 mL de tamp&o de reagéo -
Tris-base 1 M, EDTA 5 mM). Para o branco, utilizou-se 5 pyL de tamp&o de
homogeneizacg&o. A leitura foi realizada durante dois minutos, em intervalos de 15
segundos, em espectrofotometro (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation). A

atividade especifica foi expressa em nmol mg ™' de proteina min ™.

5.6.4 Atividade da Glutationa s-transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada pelo método descrito por Habig e Jakoby
(1981) com modificagdes realizadas por Gallagher et al. (1992), no qual a unidade da
atividade da enzima foi definida como a relagao da taxa inicial da reac&o, com o valor
do coeficiente de extingdo molar para o 1-Chloro-2,4-Dinitrobenzene Solution (CDNB)
de 9,6 mM™".cm™, com valor de absorbancia a 340 nm. O extrato foi preparado com
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0,3 g de amostra vegetal (raiz) e adicionados 900 pL de tampao de homogeneizagéo
(Tris-HCI 100 mM, EDTA 2 mM e MgCl; x 6 H,O 5 mM) com PMSF (fluoreto de
fenilmetilsulfonilo) a 1 mM. A mistura foi homogeneizada (ULTRA- TURRAX®, IKA),
centrifugada a 10000 g por 10 minutos a 4° C e o sobrenadante aliquotado para
analise. Para leitura da atividade em microplaca foram adicionados 15 uL do
sobrenadante a 235 L de meio de reagao (tampéo fosfato e CDNB 0,05 M) e 10 yL
de GSH a 25 mM. Para o branco, utilizou-se 15 pL de tampao de homogeneizagcao. A
leitura foi realizada durante quatro minutos, em intervalos de 30 segundos, em
espectrofotometro (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation). A atividade especifica foi

definida como a unidade da atividade da enzima por mg de proteina.

5.6.5 Quantificacéo da Glutationa Reduzida (GSH)

A quantificagdo da concentragao de GSH foi realizada como descrito por White
et al. (2003) com modificagdes por Gallagher et al. (1992). A determinagdo da
concentragcdo de GSH se da pela separagao dos dipeptideos através de centrifugacéo
e a posterior reagao dos complexos dipeptidicos com o 2,3 naftalenedicarboxialdeido
(NDA), o qual gera um complexo fluorescente que € medido a 528 nm apds excitagao
a 472 nm. O extrato foi preparado com 0,3 g de amostra vegetal (raiz) e adicionados
900 pL de tampao de homogeneizagéo (Tris-HCI 100 mM, EDTA 2 mM e MgCl, x 6
H,O 5 mM) com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo) a 1 mM. A mistura foi
homogeneizada (ULTRA-TURRAX, IKA, China), centrifugada a 10000 g por 10
minutos a 4° C e o sobrenadante aliquotado para analise. Para leitura da atividade,
inicialmente foram adicionados 20 pL do sobrenadante a 20 pL de acido sulfosalicilico
(200 mM) em microplaca para centrifugagéo e incubados por 20 minutos. Apos esse
periodo, a placa foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos. Em seguida, 20 pyL do
sobrenadante foram transferidos para microplaca branca, adicionados 180 pL de
solucao fluorescente (Trisbase 50 mM, NaOH 500 mM e 2,3-naftalenedicarboxialdeido
- NDA 10 mM) e a placa foi incubada por 30 minutos. Para o branco, utilizou-se 20 yL
de tampado de homogeneizagdo. Utilizou-se, para confec¢do da curva padréo,
diferentes diluigbes de GSH (40, 20, 10, 5 e 2,5 nM). A leitura foi realizada em
espectrofotometro (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation). A concentragédo de GSH

foi expressa uM por mg de proteina.
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5.6.6 Taxa de Peroxidagéo de Lipidios (LPO)

A taxa de Peroxidacgdo Lipidica foi realizada pelo método de FOX (Ferrous
Oxidation / Xylenol Orange Method), com base no protocolo de Jiang et al. (1991,
1992). O método baseia-se na rapida oxidagdo do Fe*® mediada por peroxidos sob
condicbes acidas e posterior formacdo do complexo Fe+3-laranja de xilenol, na
presenca do estabilizador hidroxitolueno butilado, que absorve luz a 550-570 nm.
Amostras de aproximadamente 3g de tecido vegetal (raiz) foram homogeneizadas
(ULTRA- TURRAX®, IKA), centrifugada a 10000 g por 10 minutos a 4° C e o
sobrenadante aliquotado para analise. Para leitura da atividade em microplaca foram
adicionados 60 pL do sobrenadante a 240 ul de meio de reacéo sob 15 pl de PBS;
para o branco foram adicionados 60 yL de tampao de homogeneizagao. A leitura foi
realizada em espectrofotometro (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation).

5.7 Analises Estatisticas

Os dados estado representados como meédia + desvio padrao e as analises
estatisticas foram realizadas pelos programas Infostat e Minitab (Versao teste para
estudantes). Para testar a distribuigdo normal das médias, todos os dados foram
testados utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Foi aplicada a analise de variancia ANOVA
seguida pelo teste de Scott Knott (significancia p <0,05). A Analise de Componentes
Principais (PCA) foi realizada cruzando os dados de concentragbes dos elementos-
tragco e biomarcadores bioquimicos para identificar possiveis relagcbes entre essas

variaveis e areas estudadas.
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6 RESULTADOS

6.1 Parametros limnoldgicos

Os dados pluviométricos referentes ao ano de 2016 (Figura 6) foram obtidos
pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural —
INCAPER - e caracterizam a primeira campanha (Mar¢o/2016) como a de menor
precipitacdo (85mm) e a segunda campanha (Novembro/2016) como a de maior
precipitacdo (105mm). Apesar de a segunda campanha ter sido realizada no més de
novembro (més de alta pluviosidade), os meses anteriores foram de baixa precipitagcao
e 0s niveis da agua nas represas eram bem inferiores aos da primeira campanha. A
estacdo amostral RB1 na represa de Rio Bonito, por exemplo, teve sua posigao
geografica alterada devido ao baixo nivel da agua na represa, porém, mantendo a
zona de rio da estacdo amostral.

250
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JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZ

Figura 6: Precipitacdo mensal acumulada na regiao da estagdo meteoroldgica de Vitoria/ES. Ano
2016.
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As analises limnoldgicas (Tabela 1) foram realizadas apenas para a segunda
campanha, pois durante a primeira campanha houve problema técnico com a sonda
multiparametro.

Tabela 1: Parametros fisicos e quimicos de agua aferidos durante a segunda campanha (nov/2016),
nos diferentes pontos das represas de Duas Bocas (DB), Rio Bonito (RB) e Suica (SU)/ES.

VP* DB RB1 RB2 RB3 SuU1 Su2
Profundidade (m) - 2,5 1,0 11,6 21,6 3,2 59
Temperatura (°C) - 23,53 23,34 23,94 244 25,08 24,49
Turbidez (UNT) 100 14,8 117 19,2 15,3 - 14,2
Condutividade elétrica (uS/cm) - 48 86 81 80 62 64
pH 6-9 5,05 7,19 9,33 7,89 8,47 7,93
Oxigénio Dissolvido (mg/L) >5,0 11,35 9,2 9,0 9,0 12,54 10,56
Potencial Redox (mV) - 305 - 210 240 291 243
Secchi (m) - 0,9 - 0,7 1,0 1,0 0,9

*VP = Valores permitidos pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005

De acordo com os parametros estabelecidos pela Resoluggo CONAMA
357/2005 para corpos hidricos classe 2, a estagdo amostral RB1, durante a segunda
campanha, apresentou niveis de turbidez acima do permitido (117UNT). Os maiores
valores de condutividade elétrica foram observados na represa de Rio Bonito (RB1,
RB2 e RB3, apresentaram 86, 81 e 80 uS/cm, respectivamente). A estagdo amostral
DB, da represa de Duas Bocas, apresentou pH = 5,05, valor abaixo do permitido pela
Resolucdo CONAMA 357/2005 (pH entre 6-9) para aguas de classe 2, enquanto a
estacdo RB2 da represa de Rio Bonito apresentou pH = 9,33, valor acima do permitido
pela mesma resolugéo. O grafico de distribuigdo do perfil vertical foi realizado onde a
profundidade permitiu fazer a perfilagem (estagcbes RB2, RB3 e SU1, da segunda
campanha). Os graficos revelam uma diferenga brusca de temperatura (termoclina)
nas estagdes RB2 (Figura 7) e RB3 (Figura 8) e uma anoxia no fundo da estagao

amostral RB2, em contraste com o aumento da condutividade na mesma estacéo.

6.2 Quantificacdo dos elementos-traco

Foram quantificados os elementos-tragco chumbo (Pb), cadmio (Cd), cobalto
(Co), cobre (Cu), niquel (Ni), arsénio (As), ferro (Fe), manganés (Mn), aluminio (Al),
zinco (Zn). A quantificacdo dos elementos-tracos nas amostras de agua (Tabela 2) e
sedimento (Tabela 3), apontam que a maioria delas se encontra dentro dos limites
permitidos pela Resolugdo CONAMA 357/2005. Entretanto, para as amostras de agua
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Figura 7: Distribuicado vertical dos valores de temperatura, oxigénio dissolvido (O.D.) e condutividade
durante a segunda campanha (nov/2016) na estagdo amostral RB2, na represa de Rio Bonito/ES.
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Figura 8: Distribuigéo vertical dos valores de temperatura, oxigénio dissolvido (O.D.) e condutividade
durante a segunda campanha (nov/2016) na estagdo amostral RB3, na represa de Rio Bonito/ES.
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Figura 9: Distribuicéo vertical dos valores de temperatura, oxigénio dissolvido (O.D.) e condutividade
durante a segunda campanha (nov/2016) na estagdo amostral SU2, da represa Suica/ES.

(Tabela 2), as concentragdes de Fe (Tabela 2) nas estagdes amostrais RB1, SU1 e
SU2 da primeira campanha e RB1 na segunda campanha, bem como a concentragéo

de As (Tabela 2) na estacdo RB1 na segunda campanha, estdo acima do permitido
pela resolugao.

Para as amostras de sedimento (Tabela 3), classificadas de acordo com a
resolucdo CONAMA n° 454/2012, a concentragdo de Ni (Tabela 3) da estacdo
amostral SU2 e a concentragédo de Zn (Tabela 3) nas estagdes DB, RB1, SU1 e SU2
durante a primeira campanha, também se encontram com valores acima do permitido
pela resolucdo. Dentre as estacdes, RB1 foi a que apresentou maiores concentragdes
(Tabela 3) nas amostras de agua das duas campanhas, em contraste com DB, que
apresentou menores concentragcdes. As concentracdes dos elementos nas amostras
(Tabela 3) da primeira campanha, tanto para agua quanto para sedimento, foram
maiores que as amostras da segunda campanha.
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Tabela 2: Concentragao dos elementos-trago em pg/L'1 e suas respectivas incertezas nas amostras de agua, da primeira (mar/16) e segunda (nov/16)
campanha, coletadas nos diferentes pontos das represas de Duas Bocas (DB), Rio Bonito (RB) e Suiga (SU)/ES.

Amostras  *Fe *Mn ®cu "2cq ONi 2%pp As ¥Co *Al *Zn
VP*(ug/L'1) 300,00 100,00 9,00 1,00 25,00 10,00 0,14 50,00 100,00 180,00
DB 1201 0,111+£0,001 4,33+0,03 <0,000002 0,211 £ 0,003 0,067 £0,0017 0,040 £ 0,0002 <0,000002 3,74+£0,24 2,65+0,C
RB1 947 +9 0,300 + 0,001 1,39 £ 0,01 0,016 £ 0,0001 0,450+ 0,003 0,339+0,007 0,120 £ 0,001 0,124 +0,001 74,8+0,25 4,04+0,C
®©
§ RB2 28+1 0,163+0,002 0,279 £0,004 0,002 +0,00001 0,216 +£0,009 0,051 +0,0011 0,125 £ 0,001 0,041 £ 0,002 51+0,83 3,13x0,C
§ RB3 27+1 0,170x0,002 0,510+0,01 0,002 +0,00001 0,222 +0,007 0,088 +0,0028 0,138 £ 0,001 0,043 + 0,007 8,4+0,72 1,96 £ 0,C
" SU1 354+2 0,302+0,002 1,42+0,01 0,003+0,00001 0,743+0,014 0,206 £ 0,001 0,118 £ 0,001 0,069+0,003 519+0,76 3,31%0,C
SuU2 344 +2 0,314 £ 0,001 1,52+0,01 0,004 +£0,00001 0,382+0,001 0,230 £ 0,001 0,106 = 0,001 0,052 0,001 41,3+x0,177 4,03%£0,C
DB 293 +1 11,4+0,1 0,323 £ 0,002 0,004 £ 0,00001 0,028 +£0,0001 0,059 +£0,0003 0,069 +0,0001 0,052 +0,0003 7,14+0,70 3,49x0,C
RB1 715+ 9 11,2+0,1 2,58+0,18 0,004 £0,00001 0,493 +0,004 0,247 +0,001 0,146 = 0,001 0,109 = 0,001 48,1 +1,2 3,94 +0,C
®©
§ RB2 98 + 1 2,27 +0,04 0,665 +0,040 0,003 +0,00001 0,195+0,001 0,014 +0,0001 0,131+0,001 0,028 +0,0001 8,8+0,92 1,22 £ 0,8
m§ RB3 732 2,84 +0,04 0,569%0,019 < 0,000002 0,075 +0,0004 0,005+0,0001 0,133+0,001 0,021+0,0001 7,3+£0,39 1,87+0,7
N SU1 2321 10,2+0,1 0,604 + 0,005 0,002 £ 0,00001 0,042 +0,0001 0,113+£0,001 0,069 +0,0001 0,058 +0,0001 9,3+0,01 3,87 +£0,1
SuU2 219+1 7,64+0,04 0,561 %0,006 < 0,000002 0,022 +0,0001 0,111 +£0,001 0,053 +0,0001 0,037 £0,0001 11,0x0,2 3,25+0,C

* Ld = Limite de deteccéo; *Feito no ICP OES. VP = Valor maximo permitido pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005
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Tabela 3: Concentragao dos elementos-trago (mg/Kg'1 de massa seca) e suas respectivas incertezas nas amostras de sedimento, da primeira (mar/16) e
segunda (nov/16) campanha, coletadas nos diferentes pontos das represas de Duas Bocas (DB), Rio Bonito (RB) e Suica (SU)/ES.

Amostras *Fe *Mn %cu "2cq ONi 2%pp As ¥Co *Al *Zn
VP*(mg/Kg ™) - A 35,7 0.6 18,0 35,0 5.9 i i 123,0
DB 37837 +410 130+4 14,0+04 0,007+0,007 125+09 284+08 1,73+0,03 6,16+£0,10 75196+ 2003 1843
RB1 72401 +1610 237+6 12,8+0,8 0,055+0,007 122+06 229+11 239+0,19 493+0,30 96449+ 3168 1451
®©
§ RB2 83698 +2340 369+9 12,0+04 0,006+0,001 13,2+08 26,408 267+£0,09 5232021 107640+ 3886 741
m§ RB3 96872 +2730 144+3 10,3+0,4 0,006+0,001 9,80+0,51 151+0,7 3,28+0,14 2,90+0,23 122420+ 4679 942
" SU1 78076 + 1030 818+4 14,8+04 0,046+0,001 13,7105 23,0x08 1,84+0,07 7,97+0,32 90799+ 2436 13816
SU2 61795+ 1750 378+10 157+04 <0,0021 20,2+0,7 208+04 189%+0,06 8,26+0,02 88880+ 3917 148+1
DB 35062 +831 186+3 16,0+0,3 0,093+0,0013 8,08+0,18 20,9+0,3 2,02+0,01 7,28 £0,07 82610 + 3718 712
RB1 54036 £291 402+3 16,3+0,5 0,104+0,001 6,13+0,21 149+0,2 2,18+0,05 5,51+0,13 74898 +1915 52 +1
®©
§ RB2 63796 + 1005 252+3 13,7+0,3 0,073+0,001 7,00£0,36 16,5+04 299+0,06 4,79+0,10 80565+ 1729 3811
m§ RB3 63819+6092 283+21 116+0,5 0,046+0,001 495+0,12 16,3+04 3,26+0,05 4,13+0,09 75954 +5698 29 + 1
N SU1 57503 + 1648 585+14 18,5+0,5 0,118+0,004 9,53+0,62 158+0,1 1,98+0,02 9,15+0,10 81681 3577 62+2
SU2 58253 +575 643+5 182+0,2 0,111+0,006 9,81+0,32 16,2+0,2 1,95+0,01 8,77+0,03 87340+ 2574 654

* VP = Valor maximo permitido pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005
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6.2 Anélise do indice de germinagéo (Gl) e indice de crescimento radicular (CR)

Para a analise do indice de Germinagdo em A. cepa, os resultados (Tabela 4)
revelaram que apenas as amostras de agua da estagcdo RB2 (0,84) e as amostras de
sedimento de SU2 (0,38) coletadas na primeira campanha, apresentaram valores

significativos inferiores ao controle negativo (0,92).

A analise de crescimento radicular (CR) permitiu constatar que apenas as
radiculas tratadas com as amostras de sedimento da primeira campanha da estacao
SU2 apresentaram comprimentos significativamente inferiores (0,69 cm), quando
comparada ao comprimento das radiculas do controle negativo (2,08 cm). As radiculas
tratadas com as amostras de agua de todas as esta¢gées amostrais ndo apresentaram
diferencgas significativas quanto ao seu comprimento (Tabela 4).

6.3 Avaliagéao citogenética em Allium cepa L.

Ao avaliar as células meristematicas que estdo em processo de divisao celular,
foi possivel analisar o indice mitético (M) (Tabela 4). Os resultados apontam que
células tratadas com as amostras de agua da primeira campanha apresentaram uma
menor porcentagem no numero de células em divisdo em SU1 (6,4) e SU2 (6,4),
quando comparadas ao controle negativo (8,46). Para as amostras de sedimento da
mesma campanha, as estagbes amostrais RB1 (6,34), RB3 (6,88), SU1 (6,68) e SU2
(0,00) apresentaram uma redugéao significativa quando comparadas com o controle
negativo (8,46). Durante a segunda campanha, foi observado uma reduc&o no Ml das
amostras de agua das estagdes DB (6,4), RB1 (6,92), RB2 (7,46) e SU1 (6,86) quando
comparado ao controle negativo (9,34). Para as amostras de sedimento da segunda
campanha, DB (8,78), RB1 (6,98), RB2 (7,88), RB3 (7,27), SU1 (6,64) e SU2 (6,02)
foram as que apresentaram diminui¢&o significativa ao controle negativo (9,3).

Com relagao ao indice de aberragbes cromossémicas (CA), foram observadas
as seguintes alteragdes (Figura 10) (Tabela 5 e 6): aderéncia cromossémica, C-
metafase, perda cromossdémica, quebra cromossdmica, anafase multipolar e atraso.

O resultado das analises de CA (Tabela 4) demonstrou que todas as amostras de
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Figura 10: Células de A. cepa tratadas com amostras de agua e sedimento coletadas nas represas de
Duas Bocas, Rio Bonito e Suic¢a, na bacia do Rio Santa Maria da Vitéria/ES — A - intérfase normal; B -
intérfase com MN; C - préfase normal; D - préfase com MN; E - metafase normal; F - metafase com
aderéncia cromossOmica; G — C-metafase; H - anafase normal; | - anafase com perda; J - anafase
com ponte; K - anafase com quebra; L - anafase multipolar; M - telé6fase normal; N - tel6fase com
atraso; O - células F4; P- células F; com MN



Tabela 4: Avaliagao citogenética das amostras de agua e sedimento da primeira e segunda campanha das estagdes amostrais de Duas Bocas (DB), Rio

Bonito (RB) e Suiga (SU)/ES.
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Agua Sedimento
Mi CA IMUT MN-F4 Gl CR MI CA IMUT MN-F4 Gl CR

CN 8,46+13b 0,38+0,3a 0,02+0a 0,04 £0,17a 0,92 +0,03a 2,08 £0,25a 8,46+13c 0,38+0,3a 0,02 +0a 0,04 £0,17a 0,92+0,03b 2,08 +£0,25b
© CP 57+12a 114+03b 064%+0,1c 0,76+0,3b 0,88+0,03b 2,06 +0,21a 5,7+1,2b 1,14 +0,3b 0,64+0,1c 0,76 +0,3c 0,88+0,03b 2,06 +£0,21b
g DB 5+0,5a 0,82+0,2a 0,02 *0a 0,28+0,2a 0,92+0,03a 1,77 £0,13a 9,8+1,2c 1,3+06b 0,04+0,12a 0,12+0,17a 0,89+0,03b 1,87 £0,38b
§ RB1 8,68+0,6b 1,94+0,6b 0,2+0,2a 0,28 +0,2a 0,93+0,05a 2,26 £0,2a 6,34+£0,7b 2,2+0,4c 0,1+0,7b 0zx0a 0,91+£0,04b 2,23+0,48b
8 RB2 7,48+0,4b 1,2%+0,3b 0,06 £0,17a 0,2%0,1a 0,84 £0,03b 2,01 +£0,14a 848+08c 24+06¢c 0,18+0,7b 0,36 +0,3b 0,94 +0,02b 2,01 +0,38b
-~ RB3 79+11b 156+06b 044+01b 0,32+0,2a 0,94+0,02a 2,12+0,14a 6,88+0,8b 2,12+0,9c 0,18+0,1b 0zx0a 0,95+0,04b 1,97 £0,45b

SU1 6,42+13a 152+0,8b 0,08x0,1a 0,24+0,3a 0,92+0,02a 1,94 +0,28a 6,68+ 0,6b 2,22+0,4c 0,16+0,1b 0,32+0,2b 0,91+£0,03b 1,79+0,57b

SU2 64+12a 154+05b 0,02+0a 0,24 £0,2a 0,92+0,02a 2,09 +0,23a 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a 0,38+0,177a 0,69 +0,22a

CN 934+14c 0,34+0,3a 0zx0a 0+0a 0,87 £0,08a 1,15+0,19a 9,34+14c 0,34+0,3a 0x0a 0+0a 0,87+£0,08a 1,15+0,18a
g CP 524 t1a 1,28+0,3a 0,66+0,2d 0,82+0,2d 0,79+0,04a 2,64 +0,34a 5,24 £ 1a 1,21+£0,3b 0,66+0,2d 0,79+0,2c 0,78+ 0,04a 2,64 +£0,34b
% DB 64+06b 0,78+04a 0zx0a 0,28+0,2b 0,78 +0,08a 1,59 £0,25a 8,78+0,9c 0,93+0,3b 0,01 £0a 0,16+0,17a 0,79+0,09a 1,43+0,09a
% RB1 6,92+0,8b 1,96+05b 0,3%+0,1b 0,52+0,7c 0,79%+0,02a 1,71 £0,27a 6,98+0,7b 2,03+0,2¢c 0,25+0,1b 0,44+0,1b 0,86+0,08a 1,8+0,34a
mo RB2 7,46+08b 1,76+05b 0,6+0,1b 0,08+0,1a 0,82+0,07a 2,3 +0,84a 7,88+0,6c 242+04c 0,11 x0a 0,4+0,2b 0,67 £0,02a 1,44 +0,26a
N RB3 9,02+0,6c 1,76+0,4b 0,5%0,1c 0,52+0,7c 0,8+0,01a 2,1+0,61a 727+0,7b 1,85+0,2c 047+0,1c 044+0,17b 0,76+0,08a 1,65*0,45a

SU1 6,86+0,3b 1,82+0,6b 0,4x0,1c 0,42+0,7c 0,6+0,04a 1,68+0,63a 6,64 +0,8b 2,18+0,4c 0,28+0,1b 0,52+0,2b 0,73+0,1a 1,63 £ 0,35a

SU2 984+09 224+0,7b 0,28+0,1b 0,12+0,1a 0,79+0,02a 2,25+0,61a 6,02 + 1a 1,89+04c 0,15+0,1b 0,32+0,7b 0,71+0,08a 1,99 +0,32a

*Médias com letras iguais na mesma coluna/campanha, nédo diferem significativamente entre si (p > 0,05). CN = Controle Negativo. CP = Controle Positivo. MI
= indice mitotico. CA = indice de aberracdes cromossdmicas. IMUT = indice de mutagenicidade. MN-F; = indice de mutagenicidade em F4. Gl = indice de
germinagao. CR = crescimento radicular.
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Tabela 5: Avaliagédo da frequéncia de aberragbes cromossémicas avaliadas pelo ensaio com Allium cepa apds exposi¢ao as amostras de agua e sedimento da
primeira e segunda campanha das esta¢cées amostrais de Duas Bocas (DB), Rio Bonito (RB) e Suiga (SU)/ES.

12 Campanha

22 Campanha

Ponte Quebra C-Met. A. multip.  Atraso Aderéncia Perda Ponte Quebra C-Met. A. multip.  Atraso Aderéncia Perda
CN 0,04+001b 0x0a 0,12£0,02b 0zx0a 0+0a 0,22+0,02b 0+0a 0,04+0,01b 0x0b 0+0b 0+0b 0,06 £0,01b 0,22+0,01c 0x0b
CP 0,08x001b 0x0a 0,02£0b 0,04+0,01a 0,2+0,02a 076+0,02a 004+0a 0,14+0,01b 0,1%01a 0,2£0,01a 0,42+0,01a 0,12+0,01b 0,44 £0,02c 0,04 +0,01b
DB 0,02+0b 0+0a 0,04%0,01b 0,02z0a 0,12+0,01a 0,56+0,03b 006+0a 1,28+0,04b 0,04z0b 0%0a 0,14+0,02b 0£0b 0,14 £0,01c 0,46 +0,02b
g RB1 028:003a 0O0a 028+001a 006%001a 028%002a 102:003a 002+0a 024+001a 0%0b 0,3£0,02a 0x0b 0,54 +0,03a 0,82+0,01b 0,06 +0,01b
< RB2 016+002a 0%0a 0,14+0,01b 0,02+ 0a 0,06 £0,01a 0,82+0,02a 0z0a 0,16+ 0,01b 00b 0,22+0,01a 0,04+0,01b 0,26+0,01b 094+0,04b 0,14%0,01a
RB3 0,18 +0,02a 8;02 * 012£001b 0:0a 0,5+0,03a 0,84+0,02a 0z0a 0,28+0,01a 0x0b 0,28 +0,02a 0,02 + Ob 0,32+0,01a 0,84+0,04b 0,02+ 0b
SU1 0+0b 0+0a 0,14%0,01b 0,04+0,01a 0,14+0,03a 1,18+0,04a 0,02+0a 0,12+0,01b 0,02+0b 0,48+0,01a 0,02+0b 0,42+0,01a 1,16+0,03a 0,18 +0,01a
SU2 0,14+001a 0x0a 0,1+001a 004+001a 0,18+0,02a 1,08+0,04a 0x0a 0,36+0,02a 0,06x0a 0,26x001a 0x0b 0,18+0,02b 1,38+0,06a 0z0b
CN 0,04+001a 0x0a 0,12%0,02a 0zx0a 0+0a 0,22+0,02a 0+0a 0,04+0,01a 0%0a 0+0a 0+0a 0,06 £0,01a 0,22+0,01a 0%0a
CP 0,08x001a 0x0a 0,02%0a 0,04+0,01a 0,2+0,02b 076+0,02b 0,04+0a 0,14+0,01a 01%0b 02%001b 0,42+0,01b 0,12+0,01a 0,44+0,02b 0,04 +0,01b
o DB 0,12+0,01a 0%0a 0,1%0,01a 0,04+001a 0024+0,02b 0,8+004a 0%0a 0,14+0,01a 0%0a 0,02 £ 0a 0+0a 0,12+0,01a 0,66+0,02b 0%0a
S RB1 034+003b 0x0a 0475:0,02b 0,16+0,02b 02+001b 1,1%002b  002+0a 044:001b 002%0a 016%001b 02%001b  02%002a 096+0,02c 0,06+0,01b
% RB2 0,28 +0,02b 8;02 * 018+001a 004+001a 032+001c 156005 0%0a 0,48+0,02b 0%0a 0,26 +0,01b 0,12+ Ob 04+001b  1,16£0,02c 0%0a
®? RB3 04t 0,03b 8:8‘1‘; 0,275+0,02b 0+0a 0,52+0,03c 0,92+0,04b 0,02%0a 0,56+0,01b 0%0a 0,24+0,01b 0,06+0,01a 0,12+0,01a 0,88+0,01c 0%0a
SU1 0,16+0,01a 0x0a 0,3+003b 004+001a 0,38+0,01c 1,32+0,03c 002+0a 0,2+001a 0%0a 0,3+0,01b 0,06+001a 046+0,01b 1,12£0,03c 0,1+0b
SU2 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a 0,26 +0,01a 0,02+0a 0,26+0,01b 0,12+0,01b 022+0,01a 1£0,02c 0,02 £ 0a

*CN = Controle Negativo. CP = Controle Positivo.

C-Met. = C-metafase. A. multip. = Anafase Multipolar.
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agua e sedimento apresentaram indices significativos superiores ao controle negativo
(0,38 — primeira campanha; 0,34 - segunda campanha), exceto durante a primeira
campanha nas amostras de agua da estagao DB (0,82) e na segunda campanha nas
amostras de agua de DB (0,78).
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Figura 11: Frequéncia das alteragées cromossdmicas (AC) em células de raizes de A. cepa expostas
as amostras de agua das estagdes de Duas Bocas (DB), Rio Bonito (RB) e Suiga (SU) e aos controles
negativo (CN) e positivo (CP). A e B: amostras de agua da primeira e segunda campanha,
respectivamente. C e D: amostras de agua sedimento, da primeira e segunda campanha,
respectivamente.

A anélise do Indice de Mutagenicidade (IMUT) (Tabela 4), onde foram
observadas as frequéncias de quebras cromossOmicas (Figura 10-K) e micronucleo
(Figura 10-B), indicou que nas amostras de agua da primeira campanha apenas RB3
(0,44) foi significativamente superior ao controle negativo. Nas amostras de sedimento
da mesma campanha, somente a estagéo DB (0,0) ndo apresentou indice significativo
em relagdo ao controle negativo (0,0). Na segunda campanha, para as amostras de
agua, somente a estagao DB (0,0) nao foi significativa quando comparada ao controle
negativo (0,00). Ja as amostras de sedimento, o IMUT das estagdes DB (0,00) e RB2
(0,11) nao diferiram significativamente do controle negativo (0,00).
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Quando observada a frequéncia de micronucleos em células Fq (MN-F/)
(Tabela 4) (Figura 10-P), durante a primeira campanha, apenas as amostras de
sedimento das estagbes RB2 (0,36) e SU1 (0,32) foram significativamente superiores
ao controle negativo (0,00). Enquanto que na segunda campanha, somente RB2 (0,08)
e SU2 (0,12) para as amostras de agua e DB (0,16) para as amostras de sedimento

n&o apresentaram indices que diferissem do controle negativo (0,00).
6.4 Analise dos biomarcadores bioquimicos

A Anadlise dos Componentes Principais (PCA) realizada entre os elementos-
traco e biomarcadores bioquimicos (Figura 12) aponta que as variaveis analisadas
explicam 79,4% da variagdo observada entre as amostras de agua da primeira
campanha e 75,9% na segunda campanha. E para as amostras de sedimento (Figura
13), a PCA explica 70,4% na primeira campanha e 75,4% na segunda campanha.

Para a estacdo amostral de DB, nas amostras de agua foi observada alta
atividade da CAT, e maiores niveis de LPO e GSH durante a primeira campanha e
SOD durante a segunda (Tabela 6). Por meio da analise dos componentes principais
(PCA), a quantificacdo da LPO e GSH pode estar relacionada ao Zn e ao Cu (Figura
12). Nas amostras de sedimento, durante a primeira campanha observou-se a
atividade elevada da CAT e GST, provavelmente associada a concentracdo de Cd e
Pb das amostras (Tabela 6) (Figura 13).

Para a represa de Rio Bonito, na estagdo RB1 durante a primeira campanha,
para as amostras de agua, foi observada alta atividade da GST, relacionada a
concentragédo de Pb, Fe, Mn, Co, Cd, Al (Tabela 6) (Figura 12). Durante a segunda
campanha, alta atividade da GST e GSH, provavelmente relacionada a atividade de
As e ao Ni, Cu e Al, respectivamente (Tabela 6) (Figura 12). Para as amostras de
sedimento, durante a segunda campanha constatou-se elevada atividade da GST, que
pode ter sido influenciada pelas concentracdes de As e Fe (Tabela 6) (Figura 13)

Na estagdo RB2, durante a primeira campanha, para as amostras de agua, foi
observada alta atividade da GST, relacionada a concentracéo de Co, Al, Pb, Cd, Fe e
Mn e a alta atividade da CAT pelo Cu (Tabela 6) (Figura 12). Durante a segunda
campanha, alta atividade da GST e niveis de LPO, provavelmente relacionada a

atividade de As e Ni, e os elevados niveis de GSH, pelo Al, Co, Cu, Fe e Pb (Tabela
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6) (Figura 12). Para as amostras de sedimento, constatou-se elevada atividade da
SOD e GST, na primeira e segunda campanha, respectivamente (Tabela 6) (Figura
13).

Para a estacao RB3, durante a primeira campanha, foi observada alta atividade
de CAT e niveis de LPO nas amostras de agua, possivelmente relacionadas a
concentracéo de Cu e ao Cu e As, respectivamente (Tabela 6) (Figura 12). Durante a
segunda campanha, alta atividade da GST, provavelmente relacionada a atividade de
As e Ni (Tabela 6) (Figura 12). Para as amostras de sedimento, durante a primeira
campanha, foi relatada alta atividade de CAT e LPO, que podem estar relacionadas a
concentragdo de Cd e Pb e ao Al e As, respectivamente. Na segunda campanha
constatou-se elevada atividade da GST, provavelmente relacionada a concentragao
de Cd (Tabela 6) (Figura 13).

Na represa Suica, na estacdo amostral SU1 durante a primeira campanha, para
as amostras de agua, foi observada alta atividade da CAT, GST e niveis de LPO,
relacionada a concentracédo de Cu, ao Co, Al, Pb, Cd e Fe e aos elementos Cu, Zn e
Fe, respectivamente (Tabela 6) (Figura 12). Durante a segunda campanha, alta
atividade da GSH, provavelmente relacionada a atividade de Co, Fe, Pb, Al e Cu
(Tabela 6) (Figura 12).

A estagcdo SU2 apresentou durante a primeira campanha nas amostras de
agua, alta atividade de GST, possivelmente relacionada aos elementos Co, Al, Pb, Cd
e Fe e elevados niveis de LPO, que podem estar relacionados ao Cu, Zn e Fe. Na
segunda campanha, observou-se niveis elevados de GSH
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Figura 12: Analise de PCA integrando dados de elementos-traco e bioquimicos as amostras de agua
coletadas nos diferentes pontos das represas de Duas Bocas (DB), Rio Bonito (RB) e Suiga (SU)/ES A
— primeira campanha; B — segunda campanha. Atividade da catalase (CAT), superdxido dismutase
(SOD), glutationa s-transferase (GST), taxa de peroxidacéo lipidica (LPO) e glutationa reduzida (GSH)
em raizes de Allium cepa apds exposi¢ao
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Figura 13: Analise de PCA integrando dados de elementos-trago e bioquimicos as amostras de
sedimento coletadas nos diferentes pontos das represas de Duas Bocas (DB), Rio Bonito (RB) e Suica
(SU)/ES A — primeira campanha; B — segunda campanha. Atividade da catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD), glutationa s-transferase (GST), taxa de peroxidagéo lipidica (LPO) e glutationa
reduzida (GSH) em raizes de Allium cepa apds exposicao
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Tabela 6: Atividade da catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD), glutationa s-transferase (GST), peroxidagéao lipidica (LPO) e glutationa reduzida (GSH)
em raizes de Allium cepa apds exposi¢cdo as amostras de agua e sedimento coletadas nos diferentes pontos das represas de Duas Bocas (DB), Rio Bonito
(RB) e Suiga (SU)/ES.

Agua Sedimento
LPO GSH GSH
CAT (nM/mg) SOD (U/mg) GST (nM/mg) (nM/mg) (pmol/mg CAT (nM/mg) SOD (U/mg) GST (nM/mg) LPO (nM/mg) (umol/mg
DB 188,07+2891a 38,3+10,99a 260,92+4,090 7,5+2,05a 3,09+0,66a 375,02+ 66,86a 35,18 £ 11b 758,58 £59,7a 2,24+0,87b 2,69+ 1,27a
g RB1 91,23+223b 26,93+2,63a 443,12+7,94a 0,86+0,19 2,17+0,11b 199,47 +29,16b 38,04 +1,29b 272,83 +66,61c 0,9+ 0,16b 2,27 £ 0,49a
g RB2 169,54 +22,71a 37,57 +9,03a 371,7+88,32a 0,29+0,08b 1,64 +0,4b 156,2 + 27,95b 55,5+8,07a 401,85+77,75b 3,24+3,13b 1,95+0,07a
8 RB3 152,5+38,57a 4459+7,35a 271,15+30,31b 1,22+0,22b 2,8+0,31a 450,73+27,18a 24,61+11,21b 218,04 +13,8c 16,95+0,67a 2,94 +0,41a
T Ssut 148 £ 2,9a 46,64 £ 0,92a 357,29+83,58a 4,24+0,21a 2,05+0,07b 120,41+592b 31,06 +6,46b 441,37 +£81,75b 2,49+ 1,26b 3,31+0,24a
SuU2 131,65+6,03b 31,1+10,31a 339,01 +28,43a 6,04 £+0,19a 2,43+0,19b 157,86 £ 1,74b 53,79 £ 0,6a 402,86 +4,46b  1,48+0,12b 3,56 + 0,04a
m DB 134,53+20,18a 52,2+3,76a 211,34+164,51b 1,08+1,37Tb 2,9+0,39b 154,46 + 10,66a 40,61 + 3,8a 215,82 +5,02b 1,94+0,19a 3,89+0,31a
< RB1 147,53+20,87a 30,21+3,68b 371,2+59,43a 0,72+0,03b 3,88+0,22a 181,7+16,63a 36,86+1,63a 319,47 +49,74a 1,17+0,12a 3,9+2,39
g RB2 144,64 +54,07a 41,42+541b 439,55+17,26a 6,42+0,36a 3,46 +0,34a 240,62+77,05a 33,13+1,71a 340,8 + 7,35a 271+1,16a 4,14+1,41a
8 RB3 126,28 +46,84a 52,97+16,79a 257,95+62,92b 1,52+1,45b 2,04+0,73b 156,21 +20,75a 42,34+9,59a 412,24+2269a 2,89+2,32a 5,29+ 3,55a
& SU1 166,55+79,82a 37,14+0,98b 209,2+40,90 243+0,85b 4,67+1,38a 155,13+25,09a 40,4+4,11a 24438 +49,02b 1,93+0,62a 2,81+1,17a
SU2 141,28 +68,56b 37,9+10,88a 179,98+3574b 299+148b 35+0,38a 150,21+64,42a 39,6+16,02a 283,9+88,11b 0,06 £0,01a 3,86 £ 0,8a

*médias com letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente (p > 0,05)
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7. DISCUSSAO

7.1 Represa de Duas Bocas

As variaveis limnoldgicas sdo importantes para a caracterizagdo da agua e
amplamente utilizadas na avaliagcdo de impactos ambientais. Dentre as variaveis
analisadas nesse estudo, a estagdo amostral de Duas Bocas (DB) apresentou valor
de pH abaixo do estabelecido pela resolugao CONAMA 357/2005, que estabelece o
valor entre 6-9 para aguas de classe Il. Valores de pH acido em ambientes aquaticos,
como o das amostras de agua da estagdo amostral DB, normalmente estédo
relacionados a presenca de acidos orgénicos na agua, como acidos humicos e
fulvicos, encontrados em aguas escuras, ricas em substancias humicas (ESTEVES,
2011). A estacdo DB fica localizada na foz do rio Pau-amarelo e recebe o aporte de
muita matéria organica proveniente do rio e da floresta no entorno. Essa matéria
organica se decompde, consumindo oxigénio e liberando gas carbdnico, que em
contato com a agua, forma acido carbdnico e reduz o pH da agua, podendo afetar o
metabolismo de diversas espécies aquaticas e influenciando o efeito de substancias

toxicas para esses organismos (COLE, 1994; FUNASA, 2007; ESTEVES, 2011).

De forma integrada as analises limnologicas, as caracteristicas bidticas s&o
necessarias para uma melhor avaliagdo do ambiente e permitem averiguar os efeitos
de estressores sobre 0s ecossistemas. Assim, os resultados das analises do Allium
cepa apos exposicao as amostras coletadas de DB, revelam que as amostras de agua
nas duas campanhas apresentaram indice mitético (Ml) significativamente inferior ao
controle negativo e a amostra de agua da segunda campanha apresentou indice de
mutagenicidade em células F1. O indice mitotico refere-se ao potencial citotdxico das
amostras avaliadas e o indice de mutagenicidade em células F4 indica a fixagdo de
um dano mutagénico a molécula de DNA nao reparado pelo sistema de reparo das

células meristematicas e fixado nas células F; (MA et al., 1995).

Segundo Hoshina e Marin-Morales (2009), as altera¢des no indice mitotico sdo
um alerta para os niveis de contaminantes de um ambiente, pois revela a existéncia
de poluentes possivelmente citotdxicos. Estudos limnoldgicos indicam que a represa

de DB ¢é& mesoeutrofica-eutrofica com maximos metalimnéticos de clorofila e
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domindncia da comunidade fitoplanctdnica por cianobactérias alternada com
cloroficeas (DELAZARI-BARROSO et al., 2009), sendo que dentre as cianobactérias
ha espécies potencialmente produtoras de cianotoxinas (DELAZARI-BARROSO et al.,
2007; SANT'ANNA et al, 2008). Alguns estudos relatam a toxicidade de
cianobactérias em raizes de A. cepa, causando apoptose das células e consequente
reducao do indice mitético, como observado por Sousa et al. (2010) e Laughinghouse
(2012), o que pode estar relacionado aos efeitos citotoxicos apresentados nessas

amostras.

Embora o indice de aberragbes cromossémicas (CA) ndo tenha sido
significativo nas amostras de agua da segunda campanha, a presenga de células com
alto numero de pontes e perdas cromossOmicas durante a segunda campanha das
amostras de agua pode estar relacionado ao dano mutagénico observado em células
F1. Pontes cromossOmicas podem ocasionar perdas ou quebras das cromatides
ligadas, que, se n&o reparadas, podem originar MN na préxima etapa de divisdo
celular e posterior fixagdo do dano em células F1 (FENECH et al., 1997; FENECH,
2000; RIBEIRO et al., 2003; SOUZA et al., 2013b). Uma das formas de indug&o na
formacdo de pontes cromossOmicas € a contaminagdo por elementos-traco
(MATSUMOTO et al., 2006; BIANCHI et al., 2011).

As amostras de sedimento das duas campanhas apresentaram alteragéo
apenas no CA, que avalia a genotoxicidade pela analise de alteragdes cromossdmicas
durante a divisdo celular e que sao passiveis de reparo, podendo ocorrer de forma
espontanea ou pela exposicdo aos agentes fisicos e quimicos (LEME; MARIN-
MORALES, 2008; FERNANDES et al., 2009). Essa alteragdo também pode estar
relacionada a limnologia da represa conforme DELAZARI-BARROSO et al., (2009).
Estudos de Laughinghouse (2012) também observaram alteragdes no CA de células
meristematicas de A. cepa tratadas com extratos de cianobactérias. Ainda, durante a
primeira campanha, o nivel de Ferro no sedimento de DB apresentou-se acima da
resolucdo CONAMA 454/2012. Segundo Chandran et al. (2005), mesmo alguns
elementos essenciais aos organismos, quando combinados com outros elementos
como cromo, niquel e ferro, podem potencializar seu efeito, causando danos
genotoxicos e mutagénicos em células de A. cepa.

Com base nos resultados da analise de marcadores bioquimicos, onde é
avaliada a atividade de enzimas do estresse oxidativo, como CAT (catalase), GST
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(glutationa-S-transferase), SOD (superdxido dismutase) e niveis de GSH (glutationa
reduzida) e LPO (lipoperoxidagao), demonstrou que as amostras de agua da primeira
campanha na estacido DB, apresentaram maior atividade da enzima CAT e dos niveis
de LPO e GSH e, durante a segunda campanha, alta atividade da SOD. Pela analise
dos componentes principais (PCA) (Figura 12), os niveis de LPO e GSH podem estar
relacionados a presenca dos elementos-traco Zn e Cu nessas amostras. Para as
analises de sedimento, onde somente a primeira campanha apresentou niveis altos
de CAT e GST, a atividade dessas enzimas pode estar relacionada com a presenca
dos elementos-traco Cd e Pb pela analise de PCA (Figura 13).

Essas enzimas fazem parte da resposta bioquimica de organismos perante a
estresses abidticos que podem gerar espécies reativas de oxigénio (EROs),
representadas pelo radical anion superoxido, radical hidroxila e peroxido de
hidrogénio, que, se ndo neutralizado pelas defesas antioxidantes, como superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e glutationa reduzida
(GSH), podem promover danos oxidativos as membranas celulares (peroxidagao
lipidica - LPO) e ao material genético (LUSHCHAK et al., 2011). Metais como o cobre
possuem potencial redox ativo, participando das reagdes de Fenton e Haber-Wiess e
gerando EROs, principalmente radical hidroxila (*OH), altamente tdxico as membranas
lipidicas e a molécula de DNA. O efeito toxico de metais como o Cd, Pb e Zn — que
nessa estagdo amostral encontra-se acima dos valores permitidos pela legislagéo —,
os danos se manifestam na alteracdo dos componentes de rotas metabdlicas
importantes, como fosforilagdo oxidativa nas mitocéndrias, afetando o crescimento e
desenvolvimento das plantas (FLOWERS et al. 2007; VERMA; DUBEY, 2003;
SRIVASTAVA et al.,, 2006). Assim, observa-se que mesmo com as defesas
antioxidantes ativadas pela CAT e niveis altos de GSH, o mecanismo de reparo
antioxidante parece nao ser suficiente para conter os danos oxidativo a membrana
lipidica, evidenciado pelo pelos niveis de LPO apresentados. Ainda, pelo efeito da
LPO no desenvolvimento, também pode estar relacionado com baixo indice mitético
apresentado nas amostras de agua da primeira campanha.

7.2 Represa de Rio Bonito

O elevado indice de turbidez apresentado pela estagdo RB1 durante a segunda

campanha (Tabela 1), esta relacionado as caracteristicas da zona de rio de um
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reservatorio e que de acordo com Thorton et al. (1990), a zona de rio € uma regiao
que apresenta transporte de significativas quantidades de material fino particulado,
como silte e argila. Além disso, coincide com o periodo de chuva na bacia de
drenagem da represa de Rio Bonito (Figura 2). Segundo Esteves (2011), a
precipitacéo influencia diretamente no ambiente aquatico, elevando os niveis de agua
e aumentando a concentragdo de matéria orgéanica dissolvida e, consequentemente,
ocorre o aumento de particulas provenientes da ressuspensao do sedimento das

aguas tributarias e superficiais.

Com relagdo aos valores de condutividade elétrica (Tabela 1), as estagbes
amostrais da represa de Rio Bonito apresentaram maiores valores. De acordo com
Manzano et al. (2015), essa variavel indica a quantidade de sais presentes na coluna
d’agua, sendo parametro indireto para a concentragédo de poluentes, pois aumenta a
medida que mais solidos dissolvidos sao adicionados. Porém, segundo a CETESB
(2009), apenas ambientes com niveis superiores a 100 pS/cm sao considerados
impactados. O pH alcalino observado em RB2, acima do limite estabelecido pelo
CONAMA 357/2005, pode estar relacionado ao tipo de solo onde a agua percorre
(FRASCARELI et al., 2016) e também pode estar associado a presencga de despejos
industriais (RODRIGUES et al. 2015).

Quando analisamos os graficos de distribuicdo da perfilagem, observamos a
queda acentuada da temperatura, evidenciando uma estratificacdo térmica
principalmente na estagcdo RB3 durante a segunda campanha (Figura 4). Segundo
Esteves (2011), a estratificagcao térmica impede a circulagao da agua entre a superficie
e, na maioria das vezes, condiciona a estratificacdo quimica. Ainda segundo o autor,
as maiores taxas de liberagao de nutrientes do sedimento para a coluna d’agua ocorre
quando o fundo apresenta concentragbes reduzidas de oxigénio ou situagdes
anoxicas, como observado na estacdo RB3 (Figura 4), tornando o meio propicio a
solubilizac&do de alguns ions e afetando diretamente o potencial redox do meio.

A analise citogenética pelo teste do A. cepa pode estar relacionado a alta
concentragcédo de Fe e As nas amostras de agua durante a segunda campanha e Zn
nas amostras de sedimento da primeira campanha em RB1. Além disso, a represa de
Rio Bonito recebe aporte de poluentes provenientes de atividades granjeiras e de

horticultura da sua bacia, que também podem estar associados aos resultados
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observados. As aberragdes cromossdmicas mais frequentes nessa estacdo —
aderéncias, atrasos e C-metafases — provavelmente estio relacionadas a substancias
que apresentam afinidade de interacdo com o fuso mitético, como elementos-traco,
observado por diversos autores sobre sua agao na desorganizagao ou inativagao do
fuso mitético em plantas superiores (LIU et al., 1992; FUSCONI et al., 2006). Um dos
primeiros trabalhos que correlacionaram ions metalicos com as aberragbes
cromossOmicas foi realizado por Fiskesjo (1988), onde o autor relata aderéncias e C-
metafase como as principais alteragdes observadas como resultado dessa exposicao.
Alteragcdes no MI, CA e IMUT foram relatadas Plavak (2013) em estudos com células
meristematicas de A. cepa expostas a diferentes concentragdes de As e Cd. O mesmo
resultado foi observado por Yi et al. (2007) em estudos de concentragdes diferentes
também com raizes de A. cepa expostas ao As. O Zn pode apresentar toxidez quando
em altas concentragdes, afetando o crescimento e metabolismo de espécies vegetais,
como apresentado por Ramos et al. (2009). Leme e Marin Morales (2007) propuseram
que quando a frequéncia de aberragcbes cromossémicas que causam morte celular é
muito alta, acaba diminuindo o numero total de células F{ e aumenta
proporcionalmente o numero dessas células com MN, como pode ter ocorrido em RB1
e RB3.

Foram observados maiores danos durante a segunda campanha tanto para
agua quanto para sedimento. Principalmente pela presencga significativa de MN em
células F1, onde foi observado afixagdo do dano causado durante o ciclo celular pelos
poluentes presentes nas amostras. Segundo MA et al. (1995), os danos causados a
molécula de DNA durante o ciclo celular, quando nio reparado, sao observados na
forma de MN nas células F4. Durante a segunda campanha (novembro/2016), o nivel
da agua da represa de Rio Bonito estava muito abaixo do encontrado na primeira
campanha (Mar¢o/2016). Segundo Esteves (2011), pode ocorrer a concentragdo dos
poluentes na coluna d’agua nos periodos de estiagem e, consequentemente, uma
maximizagcédo dos seus efeitos. Em contrapartida, estudos de Christofoletti (2008) e
Duarte et al. (2017), encontraram maiores frequéncias de danos citogenéticos durante
o periodo de chuva.

Amostras de agua da estagdo RB1, durante a primeira campanha
apresentaram alta atividade da GST (Tabela 6). Pela analise de PCA (Figura 12), a

atividade da enzima GST esta possivelmente correlacionada a quase todos os
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elementos-traco quantificados, exceto Mn. Neste parametro avaliado, foi observada
grande quantidade de Fe (acima do exigido pela Resolugao CONAMA 357/2005)
(Tabela 2). A GST desempenha papel detoxificador de potenciais agentes gerados
intracelularmente ou encontrados na forma de xenobioticos (TORRES et al., 2004),
por meio de reagdes de conjugagao de grupo sulfidrilico da glutationa com grupos
eletrofilicos de compostos xenobioticos (catalisada pela GST) tornando produtos da
reagdo menos toxicos e mais soluveis em agua (LAM et al., 1994, TORRES et al.,
2004).

A segunda campanha apresentou niveis altos de GSH e atividade da GST
(Tabela 6), e niveis de Fe e As acima da resolugdo CONAMA n° 357/2005) (Tabela 2)
inferindo este resultado possivelmente a presenca destes dois elementos-tracgo.
Quanto ao sedimento, apenas na segunda campanha, foi relatada alta atividada da
GST (Tabela 6), que pela analise de PCA, pode estar relacionada também as
concentragbes de Fe e As. Bustingorri e Lavado (2014) relataram que plantas
expostas a elevadas concentracdes de As, apresentaram um aumento na atividade
da GSH. O Fe livre participa da reag¢ao de Fenton, podendo formar radicais hidroxilas
(*OH), que reagindo com moléculas celulares como a GSH, pode resultar em dano
tecidual oxidativo (SHANDER et al., 2009; GATTERMANN et al., 2011)

Na estacdo RB2, amostras de agua da primeira campanha, apresentaram-se
com alta atividade de CAT e GST (Tabela 6), que pela analise de PCA, podem estar
relacionadas a atividade do Fe, Pb, Cd e Co e Al. Como observado em DB, esses
elementos podem causar danos no crescimento e desenvolvimento das plantas e a
ativacdo dessas enzimas pode ser uma tentativa de eliminagédo desses poluentes ou
de EROs formadas, a fim de evitar a propagacao do dano oxidativo e consequente
dano nas membranas lipidicas. Segundo Rae et al. (1999), a maior parte da produgéo
do radical *OH via reagéo de Fenton se deve a disponibilidade dos seguintes metais
de transigdo: ferro, cobre, cromo e cobalto. Nas amostras da segunda campanha
(Tabela 6) observou-se alta atividade das GST, LPO e GSH. A analise de PCA indica
relacdo da atividade dessas enzimas a diversos metais, como Ni, Cu, Al e
principalmente o As, que durante a segunda campanha esta acima do permitido pela
legislacdo nessa estagéao.

Segundo Bustingorri e Lavado (2014), plantas expostas a elevadas
concentragcdes de As, apresentaram um aumento na atividade da SOD, CAT, GPX e
GSH. A ativacdo das GST e GSH podem estar relacionadas ao processo de
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conjugagado com algum xenobidtico presente nas amostras, pois, a enzima GST
catalisa a conjugagdo da GSH com compostos poluentes, deixando-os menos toxicos
e mais soluveis na agua para facilitar a excregdo ou degradacédo (CARLETTI et al.
2008; HUBER et al., 2008).

Os altos niveis de LPO, novamente, indicam que o processo de reparo do
sistema antioxidante (ativado pelas enzimas CAT, GST, niveis de GSH) foi ineficiente,
provocando danos a membrana lipidica das células. As amostras de agua da segunda
campanha apresentaram peroxidagéao lipidica e também dano ao material genético,
demonstrado pelo indice de mutagenicidade, além de altera¢des no indice mitético e
indice de aberragbes cromossémicas. Assim, como observado por Stohs e Bagchi
(1995), a formacdo de EROs pode resultar em peroxidagdo lipidica e,
consequentemente, danos a molécula de DNA.

Analises bioquimicas da estagdo amostral RB3 (Tabela 6) apontaram
atividades para CAT e LPO, em amostras de agua da primeira campanha,
possivelmente ativadas pelo Cu e ao Cu e As, respectivamente, pela analise de PCA
(Figura 12). A segunda campanha apresentou alta atividade da GST, que pode ter
sido ativada pela concentracdo de As e Ni nas amostras. Ao avaliar o sedimento da
mesma estagao, na primeira campanha observa-se LPO e CAT com alta atividade, e
pela analise da PCA (Figura 13), podem estar relacionadas ao As e Al e ao Cd e Pb,
respectivamente e alta atividade da GST relacionada ao As na segunda campanha.

O aumento da atividade dessas enzimas provavelmente ocorreu na tentativa
de eliminagdo dos elementos-tragco presentes e de evitar a propagacdo dos
subprodutos do metabolismo oxidativo (KIM; KANG, 2015). Como observado, a
peroxidagdo lipidica (LPO) € um subproduto da agdo das EROs por meio da
danificagdo da membrana lipidica das células (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). E
uma reagcado em cadeia que gera muitas outras moléculas bioativas (EROs, perdxidos
e isoprostanos) e aldeidos como produtos finais da oxidagéo, extremamente danosos
e ocorre quando o sistema antioxidade foi ineficaz (JOMOVA; VALKO, 2011).
Segundo Blakely et al. (1990), o peréxido de hidrogénio, em condigdes fisioldgicas,
nao reage com a molécula de DNA, mas na presenca de ions metalicos de transic¢ao,
por meio da reagcdo de Fenton, o perdéxido de hidrogénio reage com esses metais,
podendo produzir altas concentragdes de hidroxil, que sao diretamente responsaveis
por alteragdes no DNA. Isso pode estar relacionado com os resultados encontrados
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no bioensaio citogenético com A. cepa, onde observamos alteracdes nos valores de

MI, CA e IMUT quando comparados ao controle negativo.

7.3 Represa Suica

Na avaliagcdo da toxicidade das amostras de agua e sedimento realizada pelo
sistema A. cepa, foram observados valores inferiores de germinagéao e crescimento
radicular em amostras de sedimento da estacdo SU2. A concentracdo de Niquel (Ni)
e Zinco (Zn) superior ao permitido pela Resolugdo CONAMA n°® 454/2012 nas
amostras de sedimento da primeira campanha podem estar relacionadas com esse
resultado observado. Segundo Mishra e Kar (1974), quando o Ni & absorvido em
excesso pela planta, o elemento causa redugao no crescimento das raizes e clorose
na parte aérea. Akbas et al. (2009) também observaram efeitos fitotoxicos em plantas
expostas a elevadas concentragdes de Ni, corroborando os resultados encontrados
nas amostras de agua de SU2. Em ambientes aquaticos, o Ni pode ser depositado no
sedimento por precipitagdo, complexagao, adsor¢ao em particulas de argila ou pode
ser incorporado na biota, como o fitoplancton e macréfitas aquaticas (CEMPEL,;
NIKEL, 2006). Esse resultado citotoxico encontrado nas amostras de sedimento em
SU2 durante a primeira campanha influenciou a analise do Ml e CA nessa amostra,
uma vez que esse efeito reduz substancialmente a frequéncia do ciclo de divisdo
celular. A citotoxicidade indicada pela reducdo do Ml em ambientes impactados
também foi observada por Cabral (2007) em estudos com o teste do A. cepa em
amostras de agua superficial da represa Engenheiro Armando Ribeiro Gongalves,
Assu/RN.

Foram observados danos citogenéticos em ambas as amostras, sobretudo
durante a segunda campanha e nas amostras de sedimento, onde foi observado dano
genotoxico (aberragdes cromossdmicas) em ceélulas meristematicas e mutagénico
(formagao de micronucleos) em células meristematicas e células F1, podendo estar
relacionado aos elementos-traco quantificados, como Ni e Zn. As aberragdes mais
encontradas nas amostras da represa SU foram aderéncia, C-metafase e atrasos,
assim como observado nos resultados para a represa de RB. O efeito mutagénico
pode ser observado por danos a molécula DNA decorrentes da exposigcao a agentes
mutagénicos, resultando em uma fragmentagdo cromossdmica acéntrica (origem

clastogénica) ou perda de cromossomos inteiros (aneugénica). Dessa forma, segundo
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Leme e Marin Morales (2009), o micronucleo € considerado um dos biomarcadores
mais eficazes e simples de serem analisados para detectar efeito mutagénico
promovido por quimicos poluentes. Segundo Chakravarty e Srivastava (1992), a
toxicidade do Ni € mais grave que a induzida por outros ions metalicos, como Cu e
Zn.

Com relacdo a analise dos biomarcadores bioquimicos, elevada atividade da
CAT, GST e niveis de LPO, foi verificada na estagdo amostral SU1 em amostras de
agua da primeira campanha (Tabela 6) (Figura 12), provavelmente relacionadas aos
diversos elementos-traco: Cu, aos Co, Al, Pb, Cd Fe, ao Cu, Zn e Fe, respectivamente.
Além disso, a quantificagao de Fe esta acima do permitido pela legislagdo. O aumento
na atividade da GST frente a tantos poluentes, provavelmente se deu na tentativa de
evitar que os danos causados pelas EROs fossem propagados, afirmando desta
forma, como um bom marcador bioquimico, sendo muito utilizada em programas de
monitoramento de compostos quimicos poluentes, principalmente metais (COGO et
al., 2009). Na segunda campanha, a GSH apresentou elevada atividade em amostras
de agua (Tabela 6) e pode ter relagdo aos elementos trago Co, Fe, Pb, Al e Cu, como
observado pela analise de PCA (Figura 12). A GST é uma enzima que auxilia na
eliminacdo de hidroperdéxidos lipidicos pela conjugacdo com a GSH, facilitando sua
eliminacdo (SETLIKOVA; WIEGAND, 2009), ainda assim, a ativagdo desse sistema
antioxidante nao foi suficiente para impedir que ocorresse dano a membrana lipidica.
Possivelmente devido a alta concentracdo de Fe nessa estagdo. O Fe livre é o
principal elemento na reagcido de Fenton e consequente formagao de radicais hidroxila
no organismo, gerando danos as membranas quando ndo neutralizados (JOMOVA,;
VALKO, 2011).

Na estagdo SU2, nas amostras de agua durante a primeira campanha, foram
relatadas elevadas atividades de GST e LPO (Tabela 6), possivelmente influenciadas
pelas concentracdes de Co, Al, Pb, Fe e Mn e ao Cu, Zn e Fe, respectivamente, como
indicado pela analise de PCA (Figura 12). Como observado na estagao SU1, a GST
tem um importante papel na conjugacdo da GSH com hidroperoxidos lipidicos ou com
xenobidticos presentes nas amostras, facilitando sua eliminagéo a fim de evitar danos
as membranas lipidicas das células. Porém, quando essa defesa antioxidante nao é
totalmente eficaz, ocorre o estresse oxidativo e, consequentemente, dano a

membrana lipidica, como ocorreu durante a primeira campanha. Ja durante a segunda
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campanha, os elevados niveis de GSH observados (Tabela 6) (Figura 12)
provavelmente foram suficientes para eliminar essas EROs e impedir o estresse
oxidativo nas raizes de A. cepa. Alguns vegetais, quando em exposicdo a
determinados metais de transicdo como Cu, Zn e Fe sofrem a reducédo do pool de
GSH total, provocando um desequilibrio nos niveis de GSSH/GSH e

consequentemente, uma alteragao no equilibrio oxidativo desses organismos.

Com relagdo as amostras de sedimento, foi observado alta atividade apenas
na primeira campanha da enzima SOD (Tabela 6), possivelmente ativada pelo Co, Cu,
Ni, Zn e Pb segundo a PCA (Figura 13). Nessa estacado, a quantificagdo de Ni e Zn
estavam acima do permitido pela legislagdo. Como observado por outros autores
(CHAQUI et al., 1997; CEMPEL; NIKEL, 2006; CAREGNATO, 2009), o Ni e o Zn
possuem acao fitotoxica em plantas, afetando o crescimento principalmente das
raizes. Esse resultado foi observado nos bioensaios de toxicidade deste trabalho,
evidenciado pelo baixo indice de germinagao, crescimento, indice mitotico e indice de
aberragdes cromossOmicas. A atividade da SOD aumenta como resultado da
formacdo de EROs, como radical superdxido pela exposicdo a metais pesados. O
aumento de superéxido desencadeia o sinal para ativagao de enzimas antioxidantes
como a SOD (ALVAREZ; LAMB, 1997), atuando assim como uma das primeiras

defesas do organismo a produgao de EROs.
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8. CONCLUSAO

As analises dos parametros limnoldgicos apontaram para sinais de eutrofizagao
da represa de Rio Bonito, principalmente na estagdo amostral RB3, durante a segunda
campanha.

A quantificagcdo dos elementos-tragos nas amostras de agua e sedimento,
indicam que a maioria das concentragcdes se encontra dentro dos limites permitidos
pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005 e CONAMA n° 454/2012. Entretanto, para as
amostras de agua, Fe e As apresentaram concentragdes acima do permitido e nas
amostras de sedimento, Zn e Ni. As concentragcdes dos elementos-tragos na primeira
campanha foram superiores a segunda campanha e maior nas amostras de

sedimento.

A exposicao de sementes de A. cepa as amostras coletadas para germinagao
foi capaz de induzir alteragdes no status oxidativo dos organismos, inferindo a
presenca de poluentes, como elementos-traco, ao estresse oxidativo observado em

raizes de A. cepa.

A partir do ensaio com A. cepa, as represas Rio Bonito e Sui¢a apresentaram
maiores niveis de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, especialmente
SU2 e RB1. Para a estagcéao RB1, a alta inducédo de danos nas células, provavelmente
se deu pela presenga de Fe, Zn e As. O baixo crescimento radicular, germinagéo e
indice mitético encontrados nas amostras de sedimento de SU2 na primeira
campanha, podem estar relacionados ao Ni e Zn presentes nessa estagao.

A relagao entre os danos citogenéticos e a atividade bioquimica mostrou-se
préxima, principalmente nas amostras de agua. Podemos sugerir que os danos
citogenéticos observados sao possivelmente evidenciados pelos niveis de LPO

observados nas mesmas estagdes amostrais.

Observa-se uma maior atencdo a estudos de preservagao, biomonitoramento
e controle de qualidade da agua da estagdo amostral de Duas Bocas, por se tratar de

um reservatorio para fins de abastecimento publico.
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A partir do resultado das analises quimicas, toxicogenéticas e bioquimicas,
podemos evidenciar a importancia em integrar esses dados para uma analise mais

completa e detalhada de estudo do biomonitoramento de ecossistemas aquaticos.
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